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1. Einleitung 1

1 Einleitung
1.1 Rektumkarzinom

1.1.1 Anatomische Definition, Risikofaktoren, Pathologie und Inzidenz

Das Rektumkarzinom wird zur Gruppe der kolorektalen Karzinome (KRK) gezahlt. Klinisch
wird zwischen Rektum- und Kolonkarzinom unterschieden. Bei den beiden Entitaten wird
eine unterschiedliche Therapie durchgefiihrt, gleichzeitig liegen histopathologisch viele
Gemeinsamkeiten vor. Eine Klassifizierung des Rektumkarzinoms erfolgt anhand der mit dem
starren Rektoskop gemessenen Distanz vom aboralen Tumorrand zur Anokutanlinie
(Junginger & Hermanek 2008).

Das Rektum endet 15 cm ab ano und reicht vom rektosigmoidalen bis zum anorektalen
Ubergang. Eine Einteilung erfolgt in unteres (<6 cm von der Anokutanlinie oralwarts),
mittleres (6 cm bis <12 cm) und oberes (12 cm bis 15 cm) Rektumdrittel
(Junginger & Hermanek 2008).

Verschiedene Umweltfaktoren beeinflussen das Auftreten von KRK. Es besteht eine positive
Korrelation zwischen der Menge verzehrten Fleisches und dem Auftreten von KRK
(Roberts-Thomson et al. 1996). Eine Erndhrung mit hohem Ballaststoffgehalt senkt das
Risiko der Erkrankung, wobei Inhaltsstoffe von Gemise einen starkeren Effekt als jene von
Frichten haben (Ghadirian et al. 1997). Der Konsum von Alkohol und Zigaretten und
Bewegungsmangel erhdhen das Risiko der Erkrankung (Midgley & Kerr 1999).

Patienten mit positiver Familienanamnese fiir das KRK haben ein erhohtes Erkrankungsrisiko
(Graeven & Schmiegel 2004). Andere hereditdr bedingte Risikofaktoren sind die familiére
adenomatdse Polyposis (FAP) mit einer Erhohung des Risikos fir KRK bis auf 100%, das
hereditére non—polypdse Kolonkarzinom (HNPCC, Lynch-Syndrom) mit einer Erhdhung auf
80% bis 100%, das Peutz—Jeghers—Syndrom mit einem Risiko von 40% und das juvenile
Polyposis—Syndrom (JPS) mit einem Risiko von 20% bis 60% (Graeven & Schmiegel 2004).
Pradisponierende Erkrankungen sind die chronisch—entziindlichen Darmerkrankungen
Morbus Crohn und Colitis ulcerosa (Graeven & Schmiegel 2004). 90% aller KRK entstehen
aus Epitheldysplasien und stellen Adenokarzinome dar, 5-10% sind muzindse
Adenokarzinome und 1% Siegelringzellkarzinome (Graeven & Schmiegel 2004).

Die Inzidenz des KRK steigt seit den 1970er Jahren und liegt zurzeit bei 70.000

Neuerkrankungen pro Jahr in Deutschland mit abnehmender Letalitat fir Manner und Frauen
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(RK1 2000, Schmiegel et al. 2008). Mit 29.000 Sterbefallen pro Jahr in Deutschland ist das
KRK die zweith&ufigste Krebstodesursache fir beide Geschlechter (RKI 2000). Die tber alle
Stadien des KRK gemittelte 5-Jahres—Uberlebenswahrscheinlichkeit betragt 56%
(Bertz et al. 2006).

Das KRK ist bei Frauen nach dem Mammakarzinom und bei Mannern nach dem
Bronchialkarzinom die zweithdufigste Tumorerkrankung (Bertz et al. 2006). Das
Erkrankungsalter fir das KRK liegt bei Mé&nnern im Durchschnitt bei 69 Jahren und bei
Frauen bei 75 Jahren (Bertz et al. 2006). Nach dem 80. Lebensjahr erkranken pro Jahr 470
von 100.000 Frauen und jenseits des 85. Lebensjahres tber 500 von 100.000 Mannern
(Bertz et al. 2006).

Das Rektum ist die héufigste Lokalisation der KRK mit 30% aller Karzinome
(Herfarth & Kraus-Tiefenbacher 2007). Die Zahl der jahrlichen Neuerkrankungen betragt fur
das Rektumkarzinom in Deutschland 50.000 (Schmiegel et al. 2008). Das Rektumkarzinom
ist in der westlichen Welt in der Allgemeinbevolkerung die dritthdufigste Krebserkrankung,
bei Nichtrauchern ist es die haufigste (Parkin et al. 2005).

1.1.2 Stadiengerechte Therapie

Die Therapie des KRK erfolgt je nach Ausbreitung und Lokalisation des Karzinoms. Dukes
(Dukes & Bussey 1958) unterschied Tumoren mit Beschrankung des Wachstums auf die
Darmwand (Dukes A), Tumoren mit Wachstum dartber hinaus ohne Beteiligung von
Lymphknoten (Dukes B), Tumoren mit Lymphknotenbeteiligung (Dukes C) und Tumoren mit
Fernmetastasen (Dukes D). Die Dukes-Klassifikation wurde durch die Stadien der UICC
(Union internationale contre le cancer, UICC 2002) abgeldst. Das Stadium wird mit Hilfe der
TNM(Tumor, Nodus, Metastase)—Klassifikation ermittelt (Hermanek et al. 1999). Es werden
Primértumor (T), Lymphknotenmetastasen (N) und Fernmetastasen (M) fur die Einteilung
bewertet (Tabelle 1).
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Tabelle 1: TNM-Klassifikation, Stadien nach Dukes und UICC-Stadien beim KRK (Hennies 2010)

TNM-Klassifikation Dukes-Stadium | UICC-Stadium

Tis Carcinoma in situ - -
Tl Muscularis propria nicht befallen
T2 Muscularis propria befallen A I
NO; MO
T3 Subserosa befallen
T4 Befall angrenzender Organe oder 5 i

Penetration des viszeralen Peritoneums
NO; MO
N1 1-3 regiondre Lymphknoten befallen
N2 >3 regiondre Lymphknoten befallen c "
jedes T
MO
M1 Fernmetastasen
jedes T D v
jedes N

Trotz identischer Histopathologie und Risikofaktoren werden Rektum— und Kolonkarzinome
bei kurativem Ansatz unterschiedlich therapiert. In den UICC-Stadien | und Il werden
Kolonkarzinome primér operiert, beim lokal fortgeschrittenen UICC—Stadium I11 erfolgt nach
der Operation eine adjuvante Chemotherapie (CTx) (Moertel et al. 1990).

Da in der vorliegenden Arbeit ausschlieBlich Patienten mit Rektumkarzinom untersucht
wurden folgt nun die Therapie ebendieser im Detail:

Die chirurgische Tumorresektion hat beim Rektumkarzinom grof’e Bedeutung. Ziel ist eine
RO-Resektion, der histopathologisch von Tumorzellen freie Resektatrand (Klein et al. 2003).
Prinzipien der Chirurgie sind beim Rektum Radikalitat nach proximal (komplette Entfernung
des Lymphabflussgebietes entlang der Arterien) und lateral (Resektion des Mesorektums,
totale mesorektale Exzision, TME) und eine Entfernung des Tumors en bloc
(Pinsk & Phang 2007). Die Fragestellung der lokalen Resektion (transanale Exzision, TAE;
transanale endoskopische Mikrochirurgie, TEM) bei Friihkarzinomen (UICC-Stadium 1) wird
kontrovers diskutiert. Der Vorteil der Radikalitat muss balanciert werden mit dem Risiko von
OP-Komplikationen (z. B. Anastomoseninsuffizienz, bei konventionellen Verfahren) sowie

dem kleineren Operationszugang und hohen Rezidivraten bei der TAE (Léonard et al. 2012).
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Wichtigster Prognosefaktor ist das Tumorstadium (Stocchi et al. 2001). Vor allem lokal
fortgeschrittene Rektumkarzinome der UICC-Stadien Il und Il zeigen Lokalrezidive und
Fernmetastasen auch nach optimaler chirurgischer Therapie (Schaefer et al. 2007). Die
Héufigkeit von Lokalrezidiven wird beeinflusst durch Ausdehnung, Lokalisation und
biologische Eigenschaften des Primdrtumors. Weitere Faktoren sind chirurgische
Operationstechnik (insbesondere die kunstgerechte mesorektale Exzision) und Durchfiihrung
und Qualitat neoadjuvanter und adjuvanter Therapien. Die TME kann in den UICC-Stadien |1
und 111 die Lokalrezidivrate bedeutend senken und die Prognose erheblich verbessern (Enker
et al. 1995). Zur Verbesserung der Prognose sind neben einer Optimierung der chirurgischen
Mafnahmen adjuvante und neoadjuvante Therapien (Tabelle 2) erprobt worden:

Untersuchungen zur adjuvanten Radiochemotherapie (RCT) zeigten eine Senkung der
Lokalrezidivrate ohne Einfluss auf das Gesamtiberleben im Vergleich zur alleinigen
Operation (GITSG 1985) und zur Operation mit alleiniger adjuvanter Chemotherapie (CTx)
(Wolmark et al. 2000). Postoperative RCT verglichen mit alleiniger Radiotherapie (RTx)
verbesserte das Gesamtiberleben (Krook et al. 1991). Auf Basis dieser Erkenntnisse
empfahlen 1990 die ,,National Institutes of Health Consensus Conference* (NIH 1990) und
1994 gemeinsam die Chirurgische Arbeitsgemeinschaft fiir Onkologie (CAO), die
Arbeitsgemeinschaft Radiologische Onkologie (ARO) und die Arbeitsgemeinschaft
Internistische Onkologie (AlO) (Mitteilungen der Deutschen Krebsgesellschaft 1994) die
kombinierte RCT im Anschluss an die Operation mit einer Bestrahlungsdosis zwischen 45
Gray (Gy) und 55 Gy und eine CTx mit Fluorouracil (5—FU) flr die UICC—Stadien Il und I11.
Die neoadjuvante RTx des Rektumkarzinoms wurde bereits in den 1970er Jahren diskutiert
(Higgins et al. 1975). Untersuchungen zeigten eine Senkung der Lokalrezidivrate im
Vergleich zur alleinigen Operation (Cedermark et al. 1995, CCCG 2001). Im SRCT (Swedish
Rectal Cancer Trial) senkte eine prdoperative Hochdosis-RTx (5x5 Gy in einer Woche) im
Vergleich zur alleinigen Operation (keine standardisierte TME) die Lokalrezidivrate und
brachte einen Uberlebensvorteil (SRCT 1997). Eine Metaanalyse bestatigte die Ergebnisse
(Camma et al. 2000). Andere randomisierte Studien sowie eine Metaanalyse konnten den
Uberlebensvorteil entweder nicht oder nur fiir Subgruppen belegen (CCCG 2001). Eine
Studie der DCRC (Dutch Colorectal Cancer Group) verglich préoperative RTx (5x5 Gy in
einer Woche) mit alleiniger Operation (standardisierte TME) und zeigte eine Senkung der

Lokalrezidivrate ohne Einfluss auf das Gesamtuiberleben (Kapiteijn et al. 2001).
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Tabelle 2: Prospektiv-randomisierte Studien, welche eine alleinig adjuvante oder alleinig
neoadjuvante Therapie des Rektumkarzinoms zum Gegenstand hatten

Studie Jahr | N Resultat
GITSG 1985 | 202 | Postoperative RCT
(GITSG 1985) e senkt Lokalrezidivrate
® keine Verbesserung des Gesamtiiberlebens
NSABP 1988 | 555 | Postoperative RTx
(Fisher et al. e senkt Lokalrezidivrate
1988) e keine Verbesserung des Gesamtiiberlebens
NCCTG 1991 | 204 | Vergleich  postoperative  RCT  mit  alleiniger
(Krook et al. postoperativer RTx
1991) e senkt Lokalrezidivrate
e Verbesserung des Gesamtiiberlebens
NSABP 2000 | 694 | Vergleich postoperative RCT mit
(Wolmark et al. alleiniger postoperativer CTx
2000) e senkt Lokalrezidivrate
e idndert nicht Héaufigkeit des Auftretens von
Fernmetastasen
e kein Effekt auf Gesamtiiberleben
SRCT 1997 | 908 | Préoperative Hochdosis-RTx
(SRCT 1997) (5x5 Gy in einer Woche, keine standardisierte TME)
e senkt Lokalrezidivrate
e verbessert Gesamtiiberleben
DCRC 2001 | 1805 | Praoperative RTx (5x5 Gy in einer Woche,
(Kapiteijn et al. standardisiertes Operationsverfahren (TME))
2001) e senkt Lokalrezidivrate

e kein Effekt auf Gesamtiiberleben

Potentielle Vorteile der praoperativen RTx (verbesserte lokale Kontrolle) und die Erkenntnis,

dass CTx zusatzlich zur RTx im adjuvanten Setting das Uberleben verbessert, fiihrten zum

Ansatz, beim lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinom préoperative RCT mit postoperativer
RCT zu vergleichen (Tabelle 3) (Sauer et al. 2004):

Die CAO/ARO/AIO-94-Studie war eine zweiarmige multizentrische randomisierte Studie der
Phase 111 in Deutschland. Sie rekrutierte von 1994 bis 2002 mehr als 800 Patienten und testete

einen Prifarm mit einer neoadjuvanten RCT und einen Kontrollarm mit adjuvanter RCT.
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Patienten des Prifarms erhielten eine Gesamtdosis von 50,4 Gy und Fluorouracil (5-FU) in
der 1. und 5. Woche der Therapie. Beim Kontrollarm wurde mit 50,4 Gy und einem
Tumorboost von 5,4 Gy bestrahlt und in der 1. und 5. Woche der Therapie 5-FU verabreicht.
Im Priifarm (6%) war die Lokalrezidivrate signifikant niedriger als im Kontrollarm (13%). Im
Prifarm wurde eine signifikant niedrigere chronische (14% vs. 24%) und akute (27% vs.
40%) Toxizitat hoheren Grades als im Kontrollarm festgestellt. Im Prifarm lag eine
Assoziation mit hoheren Raten sphinktererhaltender Operationen bei Patienten mit
tiefsitzenden Tumoren vor. Insgesamt wurde ein Vorteil der neoadjuvanten RCT im
Gegensatz zur adjuvanten RCT beschrieben, das Gesamtiiberleben (5-Jahres-Uberleben bei
beiden Verfahren 74%) konnte nicht verbessert werden (Sauer et al. 2004).

Die franzosische FFCD(Fédération Francophone de Cancérologie Digestive)9203-Studie
rekrutierte 733 Patienten mit lokal fortgeschrittenem Rektumkarzinom und verglich
préaoperative RCT mit prdoperativer RTx bei adjuvanter CTx. Die prdoperative RTx bestand
aus 25 Fraktionen in 5 Wochen (Gesamtdosis 45 Gy). Die konkomitante CTx beinhaltete
5-FU Uber 5 Tage, in der 1. und 5. Woche der RTx. Alle Patienten erhielten als adjuvante
Therapie 5-FU. Nach RCT traten Lokalrezidive seltener auf (5-Jahres-Inzidenz 8,1% vs.
16,5%). Akuttoxizitat der Grade 3 und 4 trat bei RCT vermehrt auf (14,6% vs. 2,7%). Es gab
keinen signifikanten Unterschied in Bezug auf Gesamtuberleben (67,9% vs. 67,4%) und
Sphinkter-Erhaltung (Gérard et al. 2006).

Tabelle 3: Prospektiv-randomisierte Studien, welche neoadjuvante und adjuvante Therapie des
Rektumkarzinoms gegentberstellten

Studie Jahr N Resultat

RCSG 2004 | 823 | Préaoperative RCT verglichen mit postoperativer RCT
(Sauer et al. 2004) e senkt Lokalrezidivrate
e vermindert Nebenwirkungen

e kein Effekt auf Gesamtiberleben

FFCD 9203 2006 | 733 | Praoperative RCT verglichen mit préoperativer RTX,
(Gérard et al. 2006) adjuvante CTx

e senkt Lokalrezidivrate

e hohere Rate an Nebenwirkungen

e kein Effekt auf Gesamtiberleben




1. Einleitung 7

Die neoadjuvante RCT (eine RTx kombiniert mit einer CTx auf Basis von Fluorouracil) gilt
seit der Konsensuskonferenz der Deutschen Gesellschaft fur Verdauungs— und
Stoffwechselkrankheiten (DGCV) 2004 in Bochum als standardmaRiges Therapieregime beim
lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinom (Bdlke et al. 2005, Roh et al. 2009).

Weder Sauer (Sauer et al. 2004) noch Gérard (Gérard et al. 2006) konnten einen Effekt auf
das Gesamtiberleben nachweisen. Lokalrezidivraten werden durch optimale lokale Kontrolle
(neoadjuvante 5-FU-basierte RCT und TME) auf 5-10% reduziert. Metastasen treten jedoch
noch in 25-30% der Falle auf, so dass Verbesserungen des Therapieregimes die Integration
einer  effektiveren  Systemtherapie in die multimodalen Konzepte erfordern
(Rodel et al. 2007).

Rddel beschrieb eine multizentrische Phase-11-Studie (11 Zentren, 110 Patienten) zur
Bewertung der Aktivitat und Sicherheit einer neoadjuvanten RCT (XELOX-RT: Capecitabin
(Xeloda®), Oxaliplatin (Eloxatin®), Radiotherapie) kombiniert mit adjuvanter (XELOX:
Xeloda®, Eloxatin®) Chemotherapie. Capecitabin (oral verfligbare Vorstufe von 5-FU) wird
im Tumor selektiv (bei Kombination mit RTx Verbesserung des Effekts) aktiviert. Oxaliplatin
ist ebenso ein Kandidat fur multimodale Konzepte aufgrund des relativen Fehlens akuter
dosis-limitierender Toxizitaten bei Kombination mit RTx und 5-FU/Capecitabin und aufgrund
der Eigenschaft als Radiosensitizer. Prdoperative XELOX-RT schien verglichen mit
praoperativer 5-FU-basierter RCT effektiver in Bezug auf lokale Tumorregression (limitierte
Aussage wegen studientbergreifendem  Vergleich). Rodel beschrieb eine gute
Durchfuhrbarkeit der Therapie (60% aller Patienten erhielten alle 4 geplanten Zyklen
XELOX). Ein Ansatz ist nun, Studienkonzepte anzuwenden, die Standard-5-FU-Regime mit
intensivierten RCT-Protokollen vergleichen (Rodel et al. 2007). Hofheinz beschrieb eine
multizentrische Phase-111-Studie, die Effektivitdt und Sicherheit des Einsatzes von
Capecitabin anstelle von 5-FU bei der RCT des lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinoms
verglich. Er beschrieb eine Nichtunterlegenheit des Capecitabin gegentber 5-FU in Bezug auf
5-Jahres-Uberleben (76% vs. 67%), krankheitsfreies Uberleben (75% vs. 67%) und Auftreten
von Lokalrezidiven (6% vs. 7%) sowie eine niedrigere Rate an Fernmetastasen unter
Capecitabin (19% vs. 28%). Hofheinz schloss, dass 5-FU in der (neo-)adjuvanten Therapie
des lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinoms durch Capecitabin ersetzt werden konnte
(Hofheinz et al. 2012).
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1.1.3 Aktuelle Studien zur Verbesserung der Therapie des Rektumkarzinoms

Zur Fragestellung der Intensivierung der Systemtherapie flhrte die RCSG die
CAO/ARO/AIO-04-Studie durch. Dies war eine zweiarmige, prospektiv—randomisierte und
multizentrische Phase-111-Studie mit dem Titel ,,Prdoperative Radiochemotherapie und
adjuvante Chemotherapie mit 5-Fluorouracil plus Oxaliplatin im Vergleich zu einer
prdoperativen Radiochemotherapie und adjuvanten Chemotherapie mit 5-Fluorouracil beim
lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinom im UICC-Stadium II und III“. Rekrutiert wurden
Patienten mit einem Rektumkarzinom im Stadium Il oder Ill. Alle Patienten erhielten eine
praoperative RCT und eine adjuvante CTx. Im Kontrollarm wurde die CTx alleinig mit 5-FU
durchgefihrt. Patienten des Prifarms erhielten prd— und postoperativ eine intensivierte CTx
(5-FU und Oxaliplatin). Die Studie untersuchte den Einfluss der intensivierten CTx auf das
lokale Tumoransprechen, das Gesamtuiberleben und auf die Rate von im Verlauf auftretenden
Fernmetastasen. Erste Ergebnisse zeigten, dass die Inkludierung von Oxaliplatin in 5-FU-
basierte Therapiemodalitaten realisierbar war (keine erhohte Akuttoxizitat) und zu hoheren
Raten an pathologisch komplettem Tumoransprechen (17% vs. 13%) als das Standard-5-FU-
Regime fiihrte. Zur Bewertung des krankheitsfreien Uberlebens steht noch ein weiteres
Follow-up aus (Rddel et al. 2012). In der CAO/ARO/AIO-04-Studie der RCSG wurden
ausschlief3lich Patienten mit Karzinomen des mittleren und unteren Rektumdrittels rekrutiert.
Frihere Studien stellten die Effektivitat der praoperativen Bestrahlung des oberen Drittels des
Rektums in Frage (Kapiteijn et al. 2001).

Aus diesem Grund untersuchte seit 2007 unter anderem die Universitatsmedizin Géttingen in
der multizentrischen GAST(German Advanced Surgical Study Group)-05-Studie mit dem
Titel ,,Therapie des lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinoms (UICC II und III) im oberen
Rektumdrittel (12-16 cm ab Anokutanlinie) mittels qualitdtsgesicherter totaler (TME)
versus partieller mesorektaler Exzision (PME) gefolgt von adjuvanter Standardchemotherapie
(5-FU+Folinsdure+Oxaliplatin)* lokal fortgeschrittene Tumoren des oberen Rektumdrittels.
Ziele waren Verbesserung von chirurgischer Therapie (z. B. RO-Resektionsrate, postoperative
Morbiditét), lokoregionarer Kontrolle und Gesamtiiberleben. Bei adjuvanter Chemotherapie
mit 5-FU, Folinsdure und Oxaliplatin wurde eine qualitatsgesicherte TME mit einer partiellen

mesorektalen Exzision (PME) verglichen.
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1.1.4 Klinische Forschergruppe 179 (KFO 179)

Bei der multimodalen Therapie des fortgeschrittenen Rektumkarzinoms im kurativen Ansatz
sprechen die Tumoren unterschiedlich auf die prdoperative RCT an. Die Ergebnisse reichen
von einer kompletten histopathologischen Remission bis zu einem nahezu fehlenden
Ansprechen auf die Therapie (Wolff et al. 2010). Auch das den Tumor umgebende
Normalgewebe zeigt hinsichtlich der Reaktion auf die Strahlung Unterschiede. Manche
Patienten bekommen wahrend der RCT starke Akutreaktionen, wahrend andere schwéchere
Reaktionen zeigen. Therapieerfolg und therapieassoziierte Nebenwirkungsprofile werden
durch die interdisziplindre KFO 179 im Programm ,,Biological Basis of Individual Tumor
Response in Patients with Rectal Cancer* der Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG) bei
Patienten an der Universitdtsmedizin Gottingen erforscht. Ziel dieser Untersuchungen ist die
Identifizierung pradiktiver Faktoren fir das Ansprechen bzw. das zu erwartende
Nebenwirkungsprofil bei einzelnen Patienten und damit die Verwirklichung einer
individuellen Therapie fir das Rektumkarzinom. Im Rahmen einer personalisierten Medizin
wirden Response— und Toxizitats—Scores mit Bewertung pradiktiver Faktoren fir Wirkungen
und Nebenwirkungen der Therapie fir jeden einzelnen Patienten angepasste Therapien
ermoglichen. Der Patient profitierte von einem verbesserten Therapieerfolg und von
reduzierten Nebenwirkungen.

Die KFO 179 st in acht Teilprojekte (TP) gegliedert, an denen jeweils verschiedene
Disziplinen mitwirken. Die Strahlentherapie als TP 6a und die Pharmakologie als TP 6b
arbeiten mit der Zielsetzung der ,,Dokumentation und Priadiktion von Nebenwirkungen einer
multimodalen Therapie beim Rektumkarzinom und Aufkldrung molekularbiologischer
Hintergriinde“. Ziel ist die Untersuchung klinischer, biologischer und pharmakologischer
Parameter. Diese sollen in die Analyse bekannter und zu identifizierender molekularer

Targets als pradiktive Faktoren fir das Ansprechen auf eine multimodale RCT eingehen.

1.2 Radio-und Chemotherapie
1.2.1 Zellulare Wirkungen der Radiotherapie (RTx)
Der wichtigste Angriffspunkt der Strahlung ist die DNA. lonisierende Strahlen kdénnen

Schéden verschiedener Art wie Einzel- und Doppelstrangbriiche, Basenschaden und abnorme
Verbindungen von Molekilen auslésen (Herrmann und Baumann 1997). Die Integritat des
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Genoms wird von Reparaturenzymen aufrechterhalten. Diese reparieren effektiv und schnell
die meisten Schaden. Eine nicht bzw. fehlerhaft erfolgte Reparatur der DNA gilt als
wichtigster biologischer Mechanismus flr die Wirkung der Bestrahlung.

Die Zahl der bei der Bestrahlung entstehenden Schéden an der DNA ist viel gréRer als die
Zahl der Schaden, welche zu Zelltod oder Mutationen fuhren. Etwa 4.000 bis 5.000
DNA-Schaden sind Folge der Bestrahlung einer Zelle mit 1 Gy. Es entstehen vor allem
Basenschdden und Einzelstrangbriche und etwa 40 Doppelstrangbriche. DNA-
Reparaturenzyme erkennen die Schaden und greifen direkt in die Kontrolle des Zellzyklus ein
(Murray & Hunt 1993). Der Zellzyklus kann mit dem G1(Gap 1)- und G2(Gap 2)-Block am
G1- und G2-Checkpoint arretiert werden. Der Arrest bis zum Abschluss der Reparatur
gewahrleistet die Integritit der DNA. Die Strahlensensibilitat einer Zelle ist wéhrend
Mitosephase und G2-Phase am grofiten und in der S(Synthese)-Phase am geringsten. Bei
Vorliegen eines irreparablen Schadens ist es moglich, dass die Zelle tber den durch die
Phosphorylierung des Zellzyklus—Proteins p53 ausgelosten G1-Block in Apoptose geht
(direkter Zelltod). Beim reproduktiven Zelltod verliert die Zelle die unbegrenzte
Teilungsfahigkeit. In diesem Fall sind Chromosomenschéaden die Ursache dafur, dass
Tochterzellen entweder sofort oder verspatet die M(Mitose)-Phase nicht beenden kdnnen
(Mitose—assoziierter Zelltod). Der beschriebene Zelltod ist entscheidend fur die
Strahlenwirkung im Tumorgewebe und fir das Auftreten von Schaden am Normalgewebe.
Einfluss auf das Uberleben einer Zelle nach Bestrahlung haben genetisch bedingte intrinsische
Strahlenempfindlichkeit, Zellzyklusphase, Fraktionierung der Strahlendosis und An— oder
Abwesenheit von Sauerstoff im Gewebe (Tubiana 1990). Fehlerhafte Reparatur von Schaden
der DNA kann Mutationen auslésen (Herrmann und Baumann 1997). Diese treten statistisch
selten in kodierenden DNA-Sequenzen auf, da der Giberwiegende Anteil der DNA nicht direkt

in Proteine Uibersetzt wird.

1.2.1.1 Akut- und Spatnebenwirkungen der Radiotherapie des Rektumkarzinoms

Bei der RTx des Rektumkarzinoms entstehen durch die Reaktion des Normalgewebes diverse
Nebenwirkungen. MaRnahmen wie die Fraktionierung der Bestrahlung konnen die
Nebenwirkungen verringern. Nach der RTOG (Radiation Therapy Oncology Group) und der
EORTC (European Organisation for Research and Treatment of Cancer) werden

Nebenwirkungen der RTx in Akuttoxizitat und Spattoxizitat eingeteilt (Cox et al. 1995). Die
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akuten Nebenwirkungen treten definitionsgemaR innerhalb von 90 Tagen nach der Therapie
auf, Langzeit- oder Spatnebenwirkungen ab dem 91. Tag.

1.2.1.1.1 Akutnebenwirkungen

Fur alle Organsysteme wird die Akuttoxizitdt nach den CTC bzw. CTCAE (Common
Toxicity Criteria bzw. Common Toxicity Criteria for Adverse Events) (National Cancer
Institute 2010) in Schweregrade eingeteilt. Die CTC(AE)-Kriterien teilen die
Nebenwirkungen in funf Schweregrade ein. Grad 0 bedeutet das Fehlen von Toxizitat, Grad 1
milde Toxizitat, Grad 2 moderate, Grad 3 schwere und Grad 4 lebensbedrohliche. Grad 5
bedeutet den Tod des Patienten durch die Toxizitat.

Akutnebenwirkungen kénnen die Therapie limitieren. Beispielsweise konnten in der GITSG-
Studie (1.1.2) 35% der Patienten wegen hohergradiger Toxizitat nicht nach dem
Studienprotokoll behandelt werden (Rddel et al. 1997). Bestrahlungsvolumen, Geschlecht und
Therapiesequenz beeinflussen das Auftreten der Toxizitdt bei simultaner RCT des
Rektumkarzinoms (Rodel et al. 1997). Es treten Hautreaktionen, Durchfille, Ubelkeit,
Erbrechen, Leukopenien (Rodel et al. 1997) und Nebenwirkungen im Bereich des
Urogenitaltrakts auf.

Laut CTC-Kriterien zur Radiodermatitis bedeutet Grad 1 ein geringes Erythem und reduzierte
SchweiRsekretion, Grad 2 Epitheliolysen oder ein méaRiges Odem, Grad 3 feuchte
Epitheliolysen mit der Notwendigkeit einer intensiven Lokaltherapie. Grad 4 erfordert einen

chirurgischen Eingriff aufgrund von Nekrosen und tiefen Ulzera (Tabelle 4).

Tabelle 4: CTC-Kriterien zur Radiodermatitis (Sinn et al. 2003, S.391)
Grad 1 | Geringes blasses Erythem, Haarausfall, Desquamation, reduziertes Schweif3sekret

Grad 2 | MaRiges Odem, maRiges Erythem, vereinzelt feuchte Epitheliolysen

Grad 3 | Ausgepragtes Odem und Erythem, konfluierende feuchte Epitheliolysen,

intensive Lokaltherapie notig

Grad 4 | Ulzeration, Nekrose, Blutung, operative Therapie notig

Laut CTC-Kriterien zur Diarrhoe erfasst Grad 1 geringe Vermehrung der Stuhlfrequenz im
Vergleich zu sonst (2-3 Stihle pro Tag), Grad 2 maRige Vermehrung (4-6/d) oder néchtliche
Stlihle oder maRige Krampfe, Grad 3 starke Vermehrung (7-9/d) oder Inkontinenz oder
schwere Krampfe, Grad 4 >10 Stihle taglich oder blutige Diarrhoen (Tabelle 5).
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Tabelle 5: CTC-Kriterien zur Diarrhoe (Sinn et al. 2003, S.380)
Grad 1 | Gering vermehrt im Vergleich zu sonst (2-3 Stuhle/Tag)

Grad 2 | MaRig vermehrt (4-6 Stuhle/Tag) oder nachtliche Stiihle oder méaRige Krampfe

Grad 3 | Stark vermehrt (7-9 Stuhle/Tag) oder Inkontinenz oder schwere Krampfe
Grad 4 | Bedrohlich (>10 Stiihle/Tag) oder blutige Diarrhoen

Eine Beteiligung des Knochenmarks bedingt Veranderungen des Blutbilds. Die Laboranalytik
erfasst einen Abfall des Hamoglobin-, Leukozyten- und Thrombozytenwertes im peripheren
Blut (Tabelle 6).

Tabelle 6: CTC-Kriterien fur hdmatologische Parameter (Sinn et al. 2003, S.377)

Grad 1 Grad 2 Grad 3 Grad 4
Hamoglobin i ] )
(g/100 ml) 10-10.9 89,9 6,5-7,9 <6,5
Leukozyten i ] ]
(x10°/1) 33,9 22,9 1-19 <1
Thrombozyten i ] ]
(x10°/1) 75-99.9 50-74,9 25-49,9 <25

Ubelkeit und Erbrechen werden nach Auspragung, Fahigkeit zur Nahrungsaufnahme und
Haufigkeit eingeteilt (Tabelle 7).

Tabelle 7: CTC-Kriterien zu Ubelkeit und Erbrechen (Sinn et al. 2003, S.379f)
Grad 1 | Ubelkeit: gering, normale Nahrungsaufnahme mdglich

Erbrechen: gering (1x/d)

Grad 2 | Ubelkeit: maRig, Nahrungsaufnahme vermindert
Erbrechen: magig (2-5x/d)

Grad 3 | Ubelkeit: stark, keine Nahrungsaufnahme méglich
Erbrechen: stark (6-10x/d)

Grad 4 | Erbrechen: >10x/d oder Notwendigkeit parenteraler Erndhrung

Im Bereich des Urogenitaltrakts auftretende Nebenwirkungen sind Harndrang, Dysurie,
Blasenspasmen und H&maturie. Fir Blasenkrampfe ist maximal Grad 2 definiert. Zur
Einteilung des Harndrangs wird die aktuelle Frequenz des Wasserlassens mit der Frequenz

vor Therapie verglichen. Fur Harndrang und Dysurie existiert kein Grad 4 (Tabelle 8).
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Tabelle 8: CTC-Kriterien fur den Urogenitaltrakt (Sinn et al. 2003, S.385)
Grad 1 |Harndrang: gering vermehrt oder nachtlich (<2xN)

Dysurie: geringe/s Schmerzen/Brennen; keine Therapie
Héamaturie: nur mikroskopisch sichtbar

Grad 2 | Harndrang: maBig vermehrt (>2xN aber <Ix/h)
Dysurie: maRige/s Schmerzen/Brennen; durch Medikamente kontrollierbar
Blasenspasmen: vorhanden

Hamaturie: Makrohamaturie ohne Gerinnsel

Grad 3 | Harndrang: stark vermehrt (>1x/h) oder Katheterisierung nétig
Dysurie: starke/s Schmerzen/Brennen, durch Medikamente nicht kontrollierbar

Hamaturie: Makrohamaturie mit Gerinnsel

Grad 4 | Hamaturie: Transfusionsbedarf

(N£Frequenz des Wasserlassens vor Therapie)

1.2.1.1.2 Spatnebenwirkungen

Spattoxizitat nach der RTx, CTx oder RCT wird nach den LENT (Late Effects Normal
Tissues)/SOMA (subjektiv, objektiv, Management, Analytik)-Kriterien eingeteilt. Sie
beinhalten funf Grade. Grad 0 beschreibt den normalen Funktionszustand des Organs, Grad 5
den Tod des Patienten oder den Funktionsverlust eines Organs oder einer Struktur (Rubin et
al. 1995). Anforderungen an das LENT/SOMA-Punktesystem sind Prazision, einfache
Anwendung, leichte Verstandlichkeit und Reproduzierbarkeit. Weitere Anforderung ist die
Beschreibung der Schwere der Nebenwirkungen in aufsteigender Reihenfolge.

Das Akronym ,,SOMA®* meint vier Kategorien, in die die Kriterien eingeteilt werden:
subjektiv, objektiv, Management und Analytik. Der Patient bewertet subjektiv z. B. das
Auftreten von Schmerzen in den Graden gelegentlich, intermittierend, persistierend und
refraktdar. Die korperliche Untersuchung durch den Arzt oder Laboruntersuchungen oder
bildgebende Verfahren liefern objektivierbare Parameter wie Gewichtsverlust oder Odeme.
Beim Management der Nebenwirkungen wird beschrieben, ob Symptome auf bestimmte
Therapien ansprechen oder ob eine Forcierung der medikamenttsen Behandlung nétig wird.
Die  Analytik umfasst differenzierte und genaue Bildgebung mittels CT
(Computertomographie) oder MRT (Magnetresonanztomographie). Aus den Graden der
Bereiche wird ein zusammenfassender Grad abgeleitet. Dies stellt die abschlieRende klinische

Beurteilung dar und sollte bei jeder Vorstellung des Patienten im Follow-up erhoben werden
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(Rubin et al. 1995). Das Auftreten von Sekundartumoren wird in der LENT/SOMA-
Klassifikation nicht erfasst (Mller et al. 2000).

Fur die Therapie des Rektumkarzinoms sind zur Evaluation von Spatnebenwirkungen die
Organe Haut, Rektum und Blase wichtig. Bruheim untersuchte 2010 Spéatnebenwirkungen
und Lebensqualitat nach pra- oder postoperativer Radio(chemo-)therapie (50 Gy) und TME
beim Rektumkarzinom (Kontrollgruppe: alleinige Operation). Patienten der Studiengruppe
hatten eine erhohte Stuhlfrequenz (>8x/d bei 19% vs. 6%), Patienten ohne Stomaversorgung
litten haufiger unter Inkontinenz fir flissigen Stuhl (49% vs. 15%), benétigten haufiger
Einlagen (52% vs. 13%) und konnten den Stuhlgang nicht halten (44% vs. 16%). Inkontinenz
flr Urin trat in der Studiengruppe haufiger auf (9% vs. 2%). Die Patienten der Studiengruppe
hatten eine schlechtere soziale Einbindung und eine beeintrachtigte Lebensqualitat
(Bruheim et al. 2010).

Bei Spatnebenwirkungen an der Haut werden Schuppigkeit, Rauigkeit, Juckreiz und Schmerz
bewertet. Die objektivierbaren Kriterien sind Odeme, Haarausfall, Pigmentveranderungen,
Ulzera, Nekrosen, Teleangiektasien, Fibrose, Narben, Atrophie und Schrumpfung. Es wird
erfasst, ob Trockenheit, Empfindungen, Ulzera, Odeme, Narben und Fibrose eine
medikamentdse oder chirurgische Therapie erfordern. Farbfotographien der Haut
dokumentieren Veranderungen (Tabelle 15, siehe Anhang).

Die LENT/SOMA-Kriterien fur das Rektum erfassen die Frequenz von Tenesmen und
Schleimhautabgang, die Mdglichkeit zur Sphinkterkontrolle und die Haufigkeit von
Stuhlgang und Schmerz. Es werden Blutungen, Ulzerationen und Strikturen dokumentiert.
Beim Management wird beurteilt, welche Methoden zur Beeinflussung von Tenesmen und
Stuhlfrequenz, Schmerzen, Blutungen, Ulzerationen, Strikturen und Sphinkterkontrolle nétig
sind. Untersuchungsmodalitaten sind Proktoskopie, CT, MRT, anale Manometrie und
Ultraschall (Tabelle 16, siehe Anhang).

Spétnebenwirkungen an Blase und Urethra sind Dysurie, Frequenz des Wasserlassens,
Hé&maturie, Inkontinenz und abgeschwéchter Harnstrahl. Objektivierbar sind Hamaturie,
Endoskopie und Maximalvolumen und Residualvolumen der Blase. Beim Management geht
es um die notwendigen BehandlungsmalRnahmen (z. B. Katheterisierung, Medikamente,
operative Eingriffe). Untersuchungen umfassen Zystographie, volumetrische Analyse,
Kontrastmittel-Rontgen, Ultraschall und Elektromyographie (Tabelle 17, siehe Anhang).
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1.2.2 Chemotherapie (CTx)

Tumore zeigen autonome Zellvermehrung und unkontrolliertes Wachstum. Bosartige Tumore
zeigen infiltratives Wachstum und lymphogene oder hdmatogene Metastasierung. Besonders
bei Tumoren mit Uberschreitung von Organgrenzen, beim Auftreten von Metastasen oder in
multimodalen Konzepten zur Steigerung der Strahlenempfindlichkeit des Tumors (z. B. 5-FU
und Oxaliplatin, Radiosensitizing) werden systemisch wirksame Arzneimittel in der Therapie
angewendet. Die Zytostatika greifen sich schnell teilende Gewebe an und inhibieren
Zellwachstum und Zellteilung. Eingeteilt werden die Chemotherapeutika nach ihrem
Wirkmechanismus in  Alkylanzien, Antimetabolite, Mitosehemmstoffe und
Topoisomerasehemmer (Mutschler et al. 2001). Eine Polychemotherapie ist die Kombination
mehrer Substanzen in einer Therapie. Sie zeigt einen groRen therapeutischen Effekt, da die
Arzneimittel jeweils in verschiedenen Phasen des Zellzyklus angreifen. Jeder Patient erhélt
ein auf Art der Erkrankung und Kdérperoberflache abgestimmtes Therapieschema.
Nebenwirkungen der Therapie entstehen durch Schadigung von schnell proliferierenden
Geweben (z. B. Schleimhdute, Haut, Hautanhangsgebilde, Gonaden und blutbildende
Organe).

1.2.2.1 Fluorouracil (5-FU)

O

HN |

o//l\N
H
Abbildung 1: Chemische Struktur von 5-FU (Hennies 2010)

Das Chemotherapeutikum Fluorouracil (5-FU) ist ein Antimetabolit und Pyrimidinanalogon.
Die Molekilstruktur &hnelt den Basen Cytosin und Thymin (Abbildung 1). Bei der
Chemotherapie der KRK ist 5-FU seit den 50er Jahren Mittel der Wahl. Das Arzneimittel ist
ein Prodrug und wird erst intrazellular in die wirksamen Nukleotide (Uberfihrt
(Pizzorno et al. 1997).

5-FU wird zun&chst in 5-Fluorouridinmonophosphat (FUMP) (berfiihrt. Es existieren drei

sich anschlieBende Wege der Bioaktivierung (Abbildung 2):
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1)

2)

Durch  Nukleotidkinasen ~ wird  Fluorouridinmonophosphat  (FUMP)  (ber
Fluorouridindiphosphat (FUDP) zu Fluorouridintriphosphat (FUTP).
Fluorouridintriphosphat (FUTP) und Uridintriphosphat (UTP, naturliches Substrat)
konkurrieren kompetitiv . um die RNA-Polymerase und den Einbau in die RNA
(Pizzorno et al. 1997). Bei Einbau von Fluorouridintriphosphat (FUTP) in die RNA
kommt es zur Stérung der RNA-Funktion oder zum Zelltod. Der Einbau von
Fluorouridintriphosphat (FUTP) in die RNA hemmt die Reifung der ribosomalen
RNA (rRNA) (Wilkinson et al. 1975).

Die Ribonukleotidreduktase wandelt Fluorouridinmonophosphat (FUMP) in
Fluorodesoxyuridinmonophosphat  (FAUMP) um. Dieses  konkurriert — mit
Desoxyuridinmonophosphat (dUMP, natdrliches Substrat) um die
Thymidilatsynthetase. Physiologischerweise wird von diesem Enzym das zur DNA-
Synthese ndétige Desoxythymidinmonophosphat (dTMP) gebildet (Kaiser 2003). Die
Inhibition des Enzyms erfolgt (ber einen terndren Komplex aus
Fluorodesoxyuridinmonophosphat (FAUMP) und Methylentetrahydrofolat (MTHF) als
Cofaktor (Lipp 1999).

Desoxyuridin- Desoxythymidin-
monophosphat — monophosphat
(dUMP) (dTMP)

Thymidilatsynthetase

HEMMUNG
5-Fluorodesoxyuridin- 5-Fluorodesoxyuridin- EINBAU
monophosphat —= — triphosphat & DNA
(FAUMP) (FAUTP)
Ribonucleotid- T
reduktase
5-Fluorouridin- 5-Fluorouridin- EINBAU
monophosphat —= —= triphosphat .~ & RNA
(FUMP) (FUTP)

Orotatphosphoribosyl-

transferase T

5-Fluorouracil
(5-FU)

Abbildung 2: Wirkungsmechanismen und intrazellulare Aktivierung von 5-FU (Kaiser 2003)
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3) Durch die Ribonukleotidreduktase gebildetes Fluorodesoxyuridinmonophosphat
(FAUMP) wird durch Kinasen zu Fluorodesoxyuridintriphosphat (FAUTP). Dieses
wird in die DNA eingebaut und beeintrachtigt deren Stabilitat. Dieser Effekt ist fur die
Wirkung von 5-FU zu vernachldssigen, da DNA-Reparaturenzyme das
Fluorodesoxyuridintriphosphat (FAUTP) aus der DNA entfernen (Kaiser 2003).

1.2.2.2 Oxaliplatin

H, o
N\ o /
(LXK
.""""!,.?- 00—
N

Abbildung 3: Chemische Struktur von Oxaliplatin (Hennies 2010)

Oxaliplatin ist ein Chemotherapeutikum aus der Gruppe der Platinderivate. Das Platinion liegt
im Komplex mit den beiden zweizéhnigen Liganden 1,2—Diaminocyclohexan (DACH) und
Oxalat vor (Abbildung 3). Die Wirkung entsteht bei vielen Platinverbindungen durch die
Bildung von Platin~-DNA-Addukten (Abbildung 4). Die Addukte inhibieren die DNA-
Synthese und fuhren zum Zelltod. Es entstehen bei der Biotransformation des Oxaliplatin
Aqguakomplexe, die in Interaktion mit der DNA zu Intra— und Inter-Strangquervernetzungen
fihren. Den eigentlichen zytotoxischen Schaden verursachen wahrscheinlich Platin-DNA-
Addukte innerhalb eines DNA-Strangs zwischen zwei benachbarten oder dicht beieinander
liegenden Guaninen oder einem benachbarten Guanin-Adenin-Basenpaar, da die Addukte
h&ufig und auBerdem dazu fahig sind DNA-Replikation und Transkription zu blockieren
(NGTATG 1992, Saris et al. 1996, Raymond et al. 1998). Platinverbindungen wie Oxaliplatin
erzeugen neben den Platin—-DNA-Addukten innerhalb eines Stranges auch Verbindungen
zwischen DNA-Strangen und DNA-Protein—Verbindungen.
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d(GpG) Addukt d(ApG) Addukt d(GpXpG) Addukt
N NH, H,N  NH, H,N NH,
\/ \/ R o
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Y / \ AR
58—G—G—13 §5—A—G—3 S-—G—--X—G———3'
[ ] ® ® [ ] ®
3—C—C —F¥% 3T —C—5% 3—C X—C—S'

Abbildung 4: Die wichtigsten Platin-DNA-Addukte innerhalb eines DNA-Stranges (Hennies 2010)

1.3 Angewandte Methodik zur Untersuchung zytogenetischer Schaden

1.3.1 Periphere Blutlymphozyten (PBL)

Humane Lymphozyten befinden sich innerhalb des Zellzyklus lange in der GO(Gap 0)—Phase
(Ruhephase). Fur eine Zellteilung in vivo bedarf es der Stimulation durch spezifische
Antigene. Fir in-vitro-Methoden stehen Lymphozyten stimulierende Mitogene wie
Phytohamagglutinin  (PHA) zur Verfligung. Phytohdmagglutinin ist ein aus der
Bohnenpflanze Phaseolus vulgaris isoliertes Protein und stimuliert vor allem T—Lymphozyten
(Beninson et al. 1986). Die Population der B-Lymphozyten wird durch die aktivierten T—
Lymphozyten einige Tage spater stimuliert (Han & Dadey 1978). In dieser Arbeit wurden
wegen der Kultivierung tiber 96 Stunden tberwiegend T-Lymphozyten untersucht.

PBL sind unter mehreren Gesichtspunkten geeignet, den zytogenetischen Effekt einer RTx zu
untersuchen:

e PBL haben die ausgepragteste Radiosensitivitat aller Zellen im menschlichen Blut, da
sich die dosisabhangige Abnahme ihrer Anzahl im Blutbild starker zeigt als bei
anderen Zellen (Dutreix et al. 1987).

e PBL sind im Korper gleichméaliig verteilt und werden kontinuierlich durchmischt.

e PBL sind ruhende Zellen, konservieren Schaden und geben sie nach Stimulation durch
PHA preis.

e Bestrahlung mit geringen Dosen in vitro fuhrt zu einem vernachlassigbaren Zelltod bei
messbarem zytogenetischen Effekt (Catena et al. 1996). Bei Fraktionierung der RTx
uberleben genug PBL zur Messung des Effekts.
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1.3.2 Mikronukleustest (MNT)

Der MNT st ein Test auf =zellularer Ebene und erlaubt den Nachweis von
Chromosomenschdden. Ein Mikrokern (MK, Mikronukleus) entspricht intrazellularem, von
einer eigenen Plasmamembran umschlossenem Chromatinmaterial. Die GréRe des MK
betrdagt 1/16 bis 1/3 des Zellkerndurchmessers. Ein MK beinhaltet einzelne
Chromosomenfragmente oder ganze Chromosomen. MK entstehen wenn das
Chromatinmaterial bei der Zellteilung nicht in eine Tochterzelle integriert werden kann.
Zellen akkumulieren Chromosomenaberrationen, treten in die Anaphase der Mitose ein und
kdnnen die Bruchstiicke der Chromosomen nicht adaquat auf die Tochterzellen verteilen.
Chromatinmaterial verdichtet sich in der folgenden Interphase zu einem oder mehreren MK.
Die MK lassen sich durch DNA-Farbstoffe anfarben und unter dem Lichtmikroskop
charakterisieren. Cytochalasin B (Cyt-B) kann eingesetzt werden zur Inhibition der
Zytokinese. Zellen mit zwei Kernen und im Zytoplasma enthaltenen MK entstehen durch
Inhibition der Zytokinese bei moglicher Karyokinese (Hennies 2010).

Die Methodik des MNT wurde in den 50er Jahren mit dem Ziel des Nachweises mutagener
Wirkungen entwickelt (Evans et al. 1959). Sie wurde bei der Beschreibung des
Zusammenhangs zwischen dem genotoxischen Potential von Agenzien und dem Entstehen
von MK in den 70er Jahren erwahnt (Schmid 1975, Fritzenschaf et al. 1993). Die Analyse der
den Hamatologen als ,,Howell-Jolly —K&6rperchen* bekannten MK wurde als Méglichkeit zur
Detektion chromosomaler Schaden beschrieben (Heddle 1973, Schmid 1975).

Der MNT wurde mit verschiedenen Versuchsparametern und Zellarten durchgefihrt.
Aufgrund der schnellen Kultivierbarkeit und Empfindlichkeit wird dieser Test haufig bei
Lymphozyten angewandt (Fenech & Morley 1985a), Keulers et al. 1998, Tsai et al. 2001,
Venkatachalam et al. 1999). Entstehung von MK in Abhé&ngigkeit vom Alter der Probanden
und in folgenden Versuchen auch von der Bestrahlungsdosis bei Rontgenstrahlen wurde am
Beispiel humaner Lymphozyten untersucht. Die Anzahl der MK korrelierte positiv mit beiden
Einflussvariablen (Fenech & Morley 1986). Fenech untersuchte unter anderem die
Abhéngigkeit der Mikronkernentstehung von einigen Blutplasmawerten (Fenech & Rinaldi
1994, Fenech 1998) und vegetarischer Ernahrung (Fenech & Rinaldi 1995) und nutzte den
MNT zur Detektion chromosomaler Schaden (Umegaki & Fenech 2000).

Fenech und Morley wandten als Weiterentwicklung die Zytokinese—Block-Technik (ZBT) an
(Fenech & Morley 1985a), Fenech & Morley 1986). Es entstehen nach einer einzigen
Zellteilung binukledre Lymphozyten (BLZ). Da nur MK in den BLZ gez&hlt werden sind die
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Vergleiche chromosomaler Schéden in Zellpopulationen hinsichtlich der Zellteilungskinetik
zuverlassig (Fenech 2000). Die ZBT konnte die Sensitivitat des MNT steigern. Grundlage des
ZBT st die Modulation der Zellteilung. Es wird bei nach einer in vivo oder in vitro
stattgefundenen genotoxischen Behandlung zunéchst PHA zur Stimulation der Lymphozyten
und 44 Stunden spéter Cyt-B ins Kulturmedium gegeben (Fenech 1993). Das aus dem Pilz
Drechslera dermatioidea isolierte Alkaloid Cytochalasin B (Cyt-B) inhibiert die
Mikrofilamente und hemmt die Zytoplasmateilung wahrend der Mitose. Nach der
Karyokinese entstehen Zellen mit zwei Zellkernen (BLZ). Mit der Methode kénnen alle
Zellen, die postexpositionell eine Mitose durchlaufen haben, sichtbar gemacht und die MK
charakterisiert werden. Es sind direkte und zuverl&ssige Vergleiche mit
Chromosomenaberrationsuntersuchungen maoglich (Fenech 1993). In den 80er Jahren wurde
gezeigt, dass durch die ZBT 60% bis 90% aller azentrischen Fragmente (AF) erfasst werden
(Ramalho et al. 1988, Littlefield et al. 1989). Dizentrische Chromosomen (DC) stellen sich im
MNT als nukleoplasmatische Bricke (NPB) dar. NPB resultieren vermutlich wenn
Zentromere von DC oder Chromatiden in der Anaphase zu gegenuberliegenden Zellpolen
gezogen werden (Umegaki & Fenech 2000, Crott et al. 2001). Die Herkunft der NPB ist
jedoch nicht hinreichend geklart (Fenech 2007). Es wurde eine enge Korrelation zwischen
DC, Ringchromosomen und NPB beschrieben (Thomas et al. 2003).

Der NDI (Nuclear Division Index, Abbildung 5) ist ein nitzlicher Parameter zum Vergleich
von mitogener Antwort der Lymphozyten und zytostatischen Effekten von Agenzien
(Fenech 2000). Er l&sst sich durch den Anteil der durch Mitose entstandenen BLZ an der
Gesamtzellzahl ermitteln.

M1+2(M2)+ (3M3) +4(M 4)]
N

Abbildung 5: Nuclear Division Index (NDI) (Fenech 2000, S.87)
(M 1-4: Anzahl der Zellen mit 1-4 Zellkernen; N: Anzahl der insgesamt ausgewerteten Zellen)

NDI:[

Der niedrigste mégliche Wert fur den NDI ist 1,0 (alle Zellen mononukleér). Wenn alle
Zellen eine Kernteilung durchlaufen haben, ist der Wert 2,0. Der Wert des NDI kann nur Gber
2,0 liegen, wenn ein substantieller Anteil der Zellen mehr als eine Kernteilung durchlaufen
hat und somit mehr als 2 Kerne enthélt. Sind z. B. 50% der Zellen binukledr, 10% trinukleér
und 10% tetranukledr, so betragt der NDI 2,2. Fur normale PBL unter optimalen
Kulturbedingungen kann tblicherweise ein Wert von 1,3 bis 2,2 fiir den NDI erwartet werden
(Fenech 2007).
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Der Nuclear Division Cytotoxicity Index (NDCI, Abbildung 6) inkludiert auch apoptotische
und nekrotische Zellen und erfasst den Zellteilungsstatus genauer. Bei hoheren Dosen
genotoxischer Behandlung steigt der Anteil dieser Zellen und der NDI wird Uberschatzt
(Fenech 2005).

NDCI — [Apo + Nek + M1+2(M 2) +3(M3) + 4(M 4)]
N

Abbildung 6: Nuclear Division Cytotoxicity Index (NDCI) (Fenech 2000, S.88)
(Apo: Apoptosen; Nek: Nekrosen; M 1-4: Anzahl der Zellen mit 1-4 Zellkernen; N: Anzahl der
insgesamt ausgewerteten Zellen)

Der MNT hat sich zu einem ,,Cytome-Test* entwickelt, mit dem Zellproliferation, Zelltod und
chromosomale Verdnderungen untersucht werden (Umegaki & Fenech 2000, Fenech 2007).
Die Nachweismethode wird heute in der Mutagenitatsforschung eingesetzt und ist wichtiger
Bestandteil der genetischen Toxikologie.

1.4 Ziele der Untersuchung

Im Teilprojekt der KFO 179 (1.1.4) sollen zuverléassige Préadiktoren fir das individuelle
Ansprechen auf eine RCT gefunden und ein Modell zur Vorhersage intolerabler klinischer
Toxizitaten etabliert werden. Die Hypothese ist, dass die Variabilitit von Genen mit
Beteiligung der Genprodukte an der Regulierung der Strahlenreaktion zur unterschiedlichen
Behandlungsreaktion beitragt. Zur Prufung der Hypothese werden genetische Varianten in
Form von Polymorphismen mit der klinischen Reaktion und mit biologischen Endpunkten
korreliert. Klinische Reaktionen umfassen Akut- und Spattoxizitat, Organerhalt,
Lebensqualitdat und histopathologisches Tumoransprechen. Biologische Endpunkte sind
zellulérer Stoffwechsel der Chemotherapeutika 5-FU und Oxaliplatin und Verarbeitung des
therapieinduzierten DNA-Schadens.

Die vorliegende Arbeit untersucht die Persistenz von DNA-Schéden in Form von MK nach
multimodaler RCT bei Patienten mit lokal fortgeschrittenem Rektumkarzinom. Die DNA-
Schéden werden im Rahmen der jahrlichen Nachsorgeuntersuchungen (NS) zu denselben
Zeitpunkten wie die Spéttoxizitdt nach LENT/SOMA-Kriterien erfasst, so dass beide
Variablen zu definierten Zeitpunkten und im Verlauf der NS in Beziehung zueinander gesetzt
werden konnen. Zusatzliche Ergebnisse des MNT fir das Patientenkollektiv vor

Therapiebeginn, wahrend der Therapie und am Ende der Therapie, die fir diese Arbeit von
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anderen Untersuchern der Abteilung bereitgestellt wurden, ermdéglichen eine Darstellung des

Verlaufs der DNA-Schaden zu diesen 3 Zeitpunkten und bei 2 folgenden NS in der

Zusammenschau.

Im Einzelnen werden in der vorliegenden Arbeit etabliert, gepriift und diskutiert:

Integration der notwendigen Blutentnahmen in die klinische Routine der jéhrlichen NS
der therapierten Rektumkarzinompatienten.

Erfassung der Ausbeute zytogenetischer Schdaden im MNT bei den einzelnen
Blutentnahmen.

Zusammenschau der DNA-Schaden vor Therapiebeginn, wahrend der Therapie, am
Ende der Therapie und bei 2 folgenden NS.

Erfassung der Spattoxizitat nach LENT/SOMA-Kriterien im Rahmen der NS.

Prifung eines Zusammenhangs zwischen klinischer Ausprédgung der Spattoxizitat und
Persistenz der Schaden im MNT.

Untersuchung des Einflusses biologischer (Patientenalter, -geschlecht, Zeitpunkte der
Blutentnahmen) und klinischer (Bestrahlungsart, GroRe der Bestrahlungsvolumina)
Faktoren auf die Ergebnisse des MNT.

Diskussion der Beteiligung einzelner  biologischer =~ Kompartimente im
Bestrahlungsvolumen an der MK-Induktion.



2. Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Fur alle Ansatze wurde zweifach destilliertes Wasser mit einer Leitfahigkeit von 0,055uS/cm3

verwendet.

Tabelle 9: Chemikalien

Biocoll Trennlgsung, Katalog-Nr. 6115

Biochrom AG

Berlin, Deutschland

Cytochalasin B von Drechslera
dermatioidea, Katalog-Nr. C6762

Sigma-Aldrich

Steinheim, Deutschland

Diff-Quik® Farbeset, Katalog-Nr. 130832

Siemens Dade

Berlin, Deutschland

T121-05

Behring
DMSO Lot.No. 66K2318 Sigma-Aldrich | Steinheim, Deutschland
FBS superior, Katalog-Nr. S0615 Biochrom AG | Berlin, Deutschland
Glucose, Katalog-Nr. G7021 Sigma-Aldrich | Steinheim, Deutschland
HEPES, Katalog-Nr. H7523-250G Sigma-Aldrich | Steinheim, Deutschland
Methanol zur Analyse, Katalog-Nr. 106009 | Merck Darmstadt, Deutschland
Natriumchlorid, Katalog-Nr. 3570160 B. Braun Melsungen, Deutschland
Melsungen AG
Natriumhydrogencarbonat, Katalog-Nr. Merck Darmstadt, Deutschland
106329
Penicillin/Streptomycin, Katalog-Nr. A2213 | Biochrom AG | Berlin, Deutschland
Phytohamagglutinin L (PHA-L), Katalog- Biochrom AG | Berlin, Deutschland
Nr. M5030
RPMI 1640 Pulvermedium, Katalog-Nr. Biochrom AG | Berlin, Deutschland
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2.1.2 Gerate

Tabelle 10: Gerate

24

Brutschrank, (37°C, 5% COy,), Heraeus Hanau, Deutschland
CO,-Inkubator Function Line BB16
Canon PowerShot A640 Canon Krefeld, Deutschland
Invertiertes Phasenkontrastmikroskop | Zeiss Oberkochen, Deutschland
TELAVAL 31
Mikroskop Standard 18 Zeiss Oberkochen, Deutschland
Multilamellenkollimator Millennium 120 Varian Medical |Palo Alto, USA
Systems
Pipettierhilfe Pipetboy plus Integra Chur, Schweiz
Biosciences
Pipetten Eppendorf Research® 200 pl Eppendorf Hamburg, Deutschland
Pipetten Eppendorf Research® 1000 pl Eppendorf Hamburg, Deutschland
Reinstwassersystem Arium 611VF Sartorius Gottingen, Deutschland
Shandon Cytospin® 4 Zentrifuge, Thermo Fisher | Waltham, USA
Bestell-Nr. A78300002 Scientific
Sterilisator Memmert Schwalbach, Deutschland
Wasserbad GFL Burgwedel, Deutschland
Werkbank Lamin Air, steril Heraeus Hanau, Deutschland

Zentrifuge Megafuge 1.0R,
Katalog-Nr. 75003060

Thermo Fisher

Scientific

Waltham, USA

2.1.3 Zubehor

Tabelle 11: Zubehor

Deckglaser,
Artikel-Nr. 3700000

LO-Laboroptik
GmbH

Friedrichsdorf,

Deutschland

Bestell-Nr. 0030073460

epT.l.P.S. Reloads, 2-200 pl, Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Bestell-Nr. 0030073428
epT.l.P.S. Reloads, 50-1000 pl, Eppendorf AG Hamburg, Deutschland



http://www.thermo.com/com/cda/products/all_products/0,1061,16469,00.html
http://www.thermo.com/com/cda/products/all_products/0,1061,10124127,00.html
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Bestell-Nr. 0030120094

Eppendorf safe-lock tubes 0,5 ml, Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Bestell-Nr. 0030121023
Eppendorf safe-lock tubes 2,0 ml, Eppendorf AG Hamburg, Deutschland

Gewebekulturflaschen, 25 cm?, 50 ml, mit
Filterkappen, Katalog-Nr. 690175

Greiner Bio-One

Frickenhausen,
Deutschland

Gewebekulturflaschen, 75 cm?, 250 ml,

Katalog-Nr. 658170

Greiner Bio-One

Frickenhausen,

Deutschland

Immersionsol 518F,
Bestell-Nr. 444963-0000-000

Zeiss

Oberkochen, Deutschland

Kodan® Tinktur forte farblos,
Artikel-Nr. 104005

Schiilke & Mayr
GmbH

Norderstedt, Deutschland

Leucosep™-Rohrchen,
Artikel-Nr. 163290

Greiner Bio-One

Frickenhausen,
Deutschland

Li-Heparin-S-Monovette® zur Sarstedt Nimbrecht, Deutschland
Plasmagewinnung, Bestell-Nr. 011604001

10-ml-Réhren, Nr. 62.554.205 Sarstedt Nimbrecht, Deutschland
50-ml-Rohren, Nr. 62.547.004 Sarstedt Nimbrecht, Deutschland
Objektiv Plan 100/1,25 Ol Zeiss Oberkochen, Deutschland
Objektiv Plan 16/0,40 Zeiss Oberkochen, Deutschland
Objekttréager, Waldemar Braunschweig,
Artikel-Nr. VA11310004FKB Knittel GmbH Deutschland

Pasteurpipetten 150 mm

Wilhelm Ulbrich
GdbR

Bamberg, Deutschland

Bestell-Nr. 85.1638.235

Pipetten serologisch, steril, 10 ml, Sarstedt Nimbrecht, Deutschland
Bestell-Nr. 86.1254.001

Pipetten serologisch, steril, 25 ml, Sarstedt Numbrecht, Deutschland
86.1685.001

Safety-Multifly®-Set mit Adapter, 21 G, Sarstedt Numbrecht, Deutschland

Bestell-Nr. 83.1827.001

Shandon TPX Filterkarten, Thermo Fisher Waltham, USA
Produkt-Nr. 5991022 Scientific
Sterilfilter Filtropur L 0.2 LS, Sarstedt Numbrecht, Deutschland
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Transferpipetten 3,5 ml, Bestell-Nr. 861172

Sarstedt

Nimbrecht, Deutschland

Trichter Shandon EZ Cytofunnels®,
Produkt-Nr. A78710003

Thermo Fisher

Scientific

Waltham, USA

Zahlkammer 0,0025 mm?
(Neubauer improved)

LO-Laboroptik
GmbH

Friedrichsdorf,

Deutschland

2.1.4 Software

Tabelle 12: Software

Dose Volume Optimizer DVO
Version 8.9.08

Varian Medical

Systems

Helsinki, Finnland

Eclipse Version 8.9

Varian Medical

Helsinki, Finnland

Systems
Excel Version 2000 Version 9.0.2812 Microsoft Redmond, USA
KaleidaGraph, Version 3.5 Synergy Reading, USA
Software
Paint Version 5.1 Microsoft Redmond, USA
Paint.NET Version 3.5.5 Microsoft Redmond, USA

Progressive Resolution Algorithm PRO
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2.2 Methoden

2.2.1 Patientenrekrutierung und Blutentnahmen (BE)

Die Patienten entstammten der CAO/ARO/AIO-04-Studie. Die Untersuchungen erfolgten im
Rahmen des Teilprojektes (TP) 6 ,Toxizitdt, Pharmakogenomik®“ der KFO 179. Die
Ethikkommission der Universitatsmedizin Gottingen wurde Uber die Vorgange der
CAO/ARO/AIO-04-Studie und der KFO 179 informiert und genehmigte diese. Die Patienten
wurden adaquat aufgeklart und willigten ein, an der CAO/ARO/AIO-04-Studie und den
weiteren Untersuchungen der KFO 179 einschlieflich der Untersuchungen des TP 6
teilzunehmen.

Es erfolgte im Rahmen der jahrlichen NS die Entnahme von  zwei
7,5-ml-Heparin-Monovetten vendsen Blutes aus der Armvene der Patienten mittels
Safety-Multifly®-Set mit Adapter zur weiteren Verarbeitung. Durch Verwendung der

Heparin-Monovetten wurde die Koagulation des Blutes verhindert.

2.2.2 Diagnostik, multimodale Therapie und Nachsorgeuntersuchungen (NS)

Die Diagnostik wurde standardisiert durchgefiihrt. Die Diagnose des fortgeschrittenen
Rektumkarzinoms wurde histologisch gesichert. Die Distanz vom Tumor zur Anokutanlinie
betrug in der Messung mit dem starren Rektoskop maximal 12 cm. In der Endosonographie
oder Computer— bzw. Magnetresonanztomographie stellte sich ein Rektumkarzinom im
Stadium T3-4 oder N+ dar. Ein Ausschluss von Fernmetastasen erfolgte mittels
Abdomensonographie und Réntgen—Thorax—Aufnahme.

Magliche genotoxische Ereignisse (z. B. eine RTx) wurden im Vorfeld ausgeschlossen. Unter
den Probanden zeigte keiner starken Alkohol- oder Zigarettenkonsum.

Arm-A- und Arm-B-Patienten wurden préoperativ mit einer Gesamtdosis von 50,4 Gy in 28
Fraktionen zu je 1,8 Gy an 5 Wochentagen bestrahlt (erste RTx an Tag 1 der CTx nach der
ersten Oxaliplatingabe bzw. nach Beginn der 5-FU-Infusion; zur RTx: 2.2.2.1).
Arm-A-Patienten erhielten in der 1. (Tag 1 bis 5) und 5. (Tag 29 bis 33) Woche ihrer Therapie
liber 120 Stunden eine Dauerinfusion Fluorouracil (5-FU). Die Dosis betrug 1000 mg pro m?
Korperoberflache (KO) und Tag.
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Arm-B-Patienten erhielten an Tag 1, 8, 22 und 29 eine zweistundige Dauerinfusion
Oxaliplatin in 500 ml 5%iger Glucose (50 mg pro m? KO und Tag). An Tag 1 bis 14 und 22
bis 35 wurde 5-FU (250 mg pro m® KO und Tag) als Dauerinfusion appliziert.

Bei allen Patienten wurde nach einem freien Intervall von 4 bis 6 Wochen die Operation
durchgefihrt.

Vier Wochen nach der Operation wurde den Arm-A-Patienten 5-FU (500 mg pro m? KO und
Tag) als Bolus tber 2 bis 5 Minuten an Tag 1 bis 5, 29 bis 33, 57 bis 61 und 85 bis 89
verabreicht.

Den Arm-B-Patienten wurden 4 Wochen nach der Operation (entspricht Tag 1) Folinsdure
(400 mg pro m* KO, zweistiindige Dauerinfusion), Oxaliplatin (100 mg pro m? KO,
zweistiindige Dauerinfusion in 500 ml 5%iger Glucoseldsung) und 5-FU (2400 mg pro m?
KO, 46-stiindige Dauerinfusion) verabreicht. Diese Kombination wurde an den Tagen 15, 29,
43,57, 71, 85 und 99 wiederholt.

An die Therapie schloss sich eine 5-jahrige Nachbeobachtungsphase (NS) mit jahrlicher
Vorstellung der Patienten an. Es wurde eine Anamnese bezuglich des Krankheitsverlaufs oder
neuer Erkrankungen erhoben und eine allgemeine kdrperliche Untersuchung durchgefiihrt. Es
erfolgte eine strahlentherapeutisch—spezifische Untersuchung mit den klassischen
Nebenwirkungen im Bereich des Beckens als Schwerpunkt. Ebenso wurden Lebensqualitét
und Kontinenz der Patienten mittels spezieller Fragebogen dokumentiert. Im Rahmen der NS

fanden auch die Blutentnahmen zur Gewinnung der Proben fur diese Arbeit statt.

2.2.2.1 Bestrahlungstechnik

Die RTx erfolgte nach dem Studienprotokoll der CAO/ARO/AIO-04-Studie: Die Radiatio
wurde mit einer Einzeldosis von 1,8 Gy im Referenzpunkt nach ICRU (International
Commission on Radiation Units and Measurement) 50 1x t&glich und 5x wéchentlich in 28
Fraktionen uber 5-6 Wochen bis zu einer Gesamtreferenzdosis von 50,4 Gy ausgefuhrt. Die
Bestrahlung erfolgte mit hochenergetischen Photonen, vorzugsweise Linearbeschleuniger-
Photonen >6 MeV. Die 95%-Isodose sollte das Zielvolumen umschliel3en, die Maximaldosis
sollte die Referenzdosis um nicht mehr als 7% (Uberschreiten. Das Bestrahlungsvolumen
umfasste die Sakralhohle, das gesamte Sakrum, die dorsalen Anteile von Blase und Prostata
bzw. Vagina und die présakralen und iliakal-kommunen Lymphknoten bis zum
Promontorium (bei Lokalisation am Therapiesimulator Kontrastmittelfiillung von Blase und
Rektum, fakultativ auch des Dinndarms). Die Bestrahlung erfolgte isozentrisch in
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3- oder 4-Felder-Technik mit individuellen Absorbern. Die Patienten sollten in Bauchlage
gelagert werden. Die Anwendung eines ,belly-boards“ war wiinschenswert.
Patientenlagerung, Hautmarkierungen und Einstellungen am Gerat wurden fotodokumentiert.
Folgende VVorgaben galten fiir die Feldgrenzen:

e An der oberen kranialen Feldgrenze liegt die Unterkante von Lendenwirbelkorper 5.

e Die kaudale Feldgrenze sitzt im Bereich der Sitzbeine bzw. bei tief sitzenden Tumoren
circa 3-5 cm kaudal des Tumorunterrandes (Tumorunterrand <2 cm an Linea dentata:
Einschluss des Analkanals).

e Die dorsale Feldgrenze schlief3t das Os sacrum ein.

e Die ventrale Feldgrenze befindet sich im Bereich der dorsalen Blasenhélfte und
Prostata bzw. Scheidenhinterwand (mindestens 2 cm ventral der vorderen
Tumorgrenze).

e Die laterale Feldgrenze liegt 1-2 cm lateral der Linea terminalis.

Die Bestrahlungsplanung und -optimierung erfolgte 3-D-gestiitzt. Die Schichtdicke im
Planungs-CT betrug hdchstens 1,0 cm, empfohlen wurden 0,5 cm. Vor der Bestrahlung waren
alle Felder mit Individualkollimatoren am Therapiesimulator zu verifizieren. Ebenso war das
Anfertigen von  Verifikationsaufnahmen sédmtlicher  Bestrahlungsfelder in  jeder

Bestrahlungsserie und bei Felddnderungen notwendig.

2.2.2.1.1 3D-konformale Radiotherapie (3DCRT)

Bei der 3D-konformalen Bestrahlung (3DCRT, 3D conformal radiotherapy) wurden die
individuellen Zielvolumina mit dem Behandlungsplanungssystem ,,Eclipse” definiert. Die
Bestrahlungswinkel wurden zu 0°, 90° und 270° gesetzt. Die Photonenenergien betrugen bei
0° 6 MeV (Mega-Elektronenvolt), bei 90° und 270° 20 MeV. Mit Hilfe des Millennium-120-
Multilamellenkollimators wurden die Bestrahlungsfelder hergestellt. Der Winkel des
Kollimators wurde auf 0° und die Dosisrate auf 300 Monitoreinheiten pro Minute gesetzt. Zur
Verbesserung der Planung wurden Keile von 45° oder 60° individuell bei den Patienten
eingesetzt (Wolff et al. 2012).
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2.2.2.1.2 Intensitatsmodulierte Radiotherapie (IMRT)

Die Plane zur intensitdtsmodulierten Radiotherapie (IMRT) wurden nach der Methode der
dynamischen gleitenden Fenster (Chui et al. 1994) erstellt. Der Kollimatorwinkel betrug 0°
und die 7 festgelegten Gantry-Winkel waren 0°, 51°, 103°, 154°, 206°, 257° und 309°. Die
Behandlungsfelder wurden mit dem Programm ,,DVO (dosis volume optimizer)“ angepasst.
Bei 0°, 51° und 309° wurden Photonen mit 6 MeV eingesetzt, bei 103°, 154°, 206° und 257°
Photonen mit 20 MeV. Die Dosisrate betrug 500 Monitoreinheiten pro Minute
(Wolff et al. 2012).

2.2.2.1.3 Volumetric Modulated Arc Therapy (VMAT)

Die VMAT (volumetric modulated arc therapy)-Plane wurden mittels
RapidArc®-Technologie mit dem ,,PRO(progressive resolution algorithm)-System® erstellt.
Das Behandlungsfeld eines einzelnen Bogens wurde in 177 Kontrollpunkte unterteilt um die
Strahlenmodulation zu erreichen. Fir jeden Kontrollpunkt verdnderte sich die
Blendenoffnung durch den Multilamellenkollimator mit dem Gantry-Winkel. Die Dosisrate
variierte zwischen 0 und 600 Monitoreinheiten pro Minute und die Gantry-Rotation zwischen
0.0° und 4.8° pro Sekunde. Der Kollimator rotierte bei der Bestrahlung zwischen 15° und 45°
(Wolff et al. 2012).

2.2.3 Herstellung von Nahrlésung und Reagenzien

Fur die Néhrlosung wurden 52,15 g RPMI Trockenmedium mit 7,13 ¢
Natriumhydrogencarbonat, 11,92 g HEPES, 125 g Glucose und 25 ml
Penicillin/Streptomycin verwendet. Das Gemisch wurde mit bidestilliertem Wasser auf 5 |
verdinnt. Die entstehende Losung wurde steril filtriert (RPMI SF).

Fetales bovines Serum (FBS) wurde inaktiviert durch Inkubation im Wasserbad bei 56°C fur
30 Minuten.

Die Néahrlosung RPMI SF+10% FBS entstand durch Vermengen von 450 ml RPMI SF mit
50 ml FBS und wurde bei 4°C gelagert.

In die Leucosep™-Rdéhrchen wurden jeweils 3 ml der Biocoll-Reagenzlésung gegeben. Die

Roéhrchen wurden zwei Minuten bei 2400 Umdrehungen pro Minute (UpM) und
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Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. Das Separationsmedium wanderte bei der Zentrifugation
unter die portse Barriere in den Rohrchen.

Das Trockenmedium vom PHA wurde in 5 ml bidestilliertem Wasser gelést und lagerte dann
bei 4°C.

Der Stock des Cytochalasin-B-(Cyt-B-)Mix hatte die Konzentration von 600 pug Cyt-B pro ml
Dimethylsulfoxid (DMSOQO). Die Lésung wurde bei 4°C in kristalliner Form gelagert und
direkt vor Gebrauch bei RT verflissigt.

2.2.4 lsolation der Lymphozyten und Proliferationsaktivierung mit PHA

12 ml vom vendsen Blut der Patienten wurden mit 24 ml steriler 0,9%iger Kochsalzlésung in
einem 50-ml-Rdéhrchen vermischt (Blut:Kochsalzlésung=1:2). In 6 praparierte Leucosep™-
Rohrchen wurden je 6 ml des Gemisches gegeben. Es erfolgte eine Zentrifugation nach
Dichtegradienten mit deaktivierter Zentrifugen-Bremse und 2400 UpM fir 15 Minuten bei RT
(Abbildung 7).

Iml —
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Abbildung 7: Resultat der Zentrifugation des 1:2 mit 0,9%iger Kochsalzlésung verdinnten
Vollbluts in Leucosep™-Rohrchen (Gebrauchsanleitung Leucosep™-Rohrchen Art. Nr. 163290,
Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland)

(1: Blutplasma; 2: Interphase (Lymphozyten und periphere mononukleare Zellen (PBMCs));
3: Biocoll Trennldsung; 4: pordse Barriere; 5: Biocoll Trennldsung; 6: Niederschlag aus
Erythrozyten und Granulozyten)
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Die Fraktion des Bluplasmas wurde mit einer serologischen Pipette bis auf etwa 5-10 mm
uber der Interphase abgenommen und verworfen. Der Abstand von 5-10 mm verhinderte eine
Kontamination der Interphase mit Blutplattchen. Der restliche Uberstand tber der Barriere
wurde mittels Pipette aus allen 6 Leucosep™-Rdhrchen in ein 50-mI-Rohrchen tberfihrt. Das
Rohrchen wurde mit RPMI SF+10% FBS auf 50 ml aufgefullt. Die 50 ml Losung wurden mit
einer serologischen Pipette in 250-ml-Gewebekulturflaschen wberflhrt. Diese wurden bei
37°C und 5% CO; inkubiert.

Es folgte die Zugabe von 500 pl der Losung von PHA mit einer Eppendorf-Pipette in die
Gewebekulturflaschen zur Proliferationsaktivierung der Lymphozyten. Die Zugabe des
Mitogens zur 50-ml-Ldsung erfolgte zu unterschiedlichen Zeitpunkten bei den einzelnen
Proben, so dass eine zeitliche Flexibilitdt hinsichtlich der Planung der néachsten
Verarbeitungsschritte moglich wurde. Die Zugabe des PHA erfolgte frihestens direkt nach
Isolation der Lymphozyten wund spéatestens nach 10stiindiger Inkubation der
Gewebekulturflaschen. Dann erfolgte die Inkubation mit dem Lektin PHA Uber 44 Stunden
bei 37°C und 5% CO,.

2.2.5 Zytokinesearrest durch Cytochalasin B (Cyt-B)

Nach Ablauf der 44 Stunden Inkubation wurde die Losung in den Gewebekulturflaschen mit
einer serologischen Pipette resuspendiert und in ein 50-ml-Réhrchen tberfiihrt. Es wurden
einige Tropfen mit einer Pasteurpipette entnommen und in eine Neubauer-Z&hlkammer
gegeben. Ein Tropfen aus der Pipette wurde am Rand des Deckglases appliziert und gelangte
durch Kapillarkrafte in die Z&hlkammer. Die Zellen wurden ungeférbt unter einem inversen
Phasenkontrastmikroskop betrachtet. Es wurde zweimalig die Anzahl der Lymphozyten in
100 nl bestimmt. Daraus ergab sich durch Multiplikation mit 5x10° die Gesamtzahl der
Lymphozyten in der 50-ml-Ldsung.

Die 50-ml-Ldsung wurde bei RT und 1200 UpM fir acht Minuten zentrifugiert. Es entstand
ein Bodensatz der zellularen Elemente. Vom Uberstand wurden 40 ml mit serologischer
Pipette entfernt und verworfen. In den verbleibenden 10 ml wurde der Bodensatz
resuspendiert. Das Gemisch wurde in eine 50-mI-Gewebekulturflasche Gberfunhrt.

Mit einer Eppendorf-Pipette wurden 75 ul des Cyt-B-Mix in die Gewebekulturflasche
gegeben. Das Gefal wurde 28 Stunden bei 37°C und 5% CO; inkubiert.
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2.2.6 Verdinnung, Cytospin® und Farbung

Nach der Inkubation wurde die 10-ml-Ldsung im GeféaB resuspendiert. Sie wurde mit einer
serologischen Pipette in ein 50-mIl-Réhrchen transferiert. Dieses wurde fir acht Minuten bei
1200 UpM zentrifugiert, so dass ein Bodensatz der zelluléaren Elemente entstand.

Es erfolgte die Division der Gesamtzahl der Lymphozyten in 10 ml Lésung (z. B. 2.100.000)
durch 300.000 (Ziel der Verdiinnung, pro ml). Je nach Ergebnis (z. B. 7 ml) wurde Uberstand
verworfen (z. B. 10 ml-7 ml=3 ml) und eine Ldsung mit 300.000 Zellen pro ml erzeugt. Zum
Erzeugen einer Verdlinnung mit 150.000 Zellen pro ml wurde in ein 10-mI-Réhrchen 1 ml
RPMI SF+10% FBS pipettiert. Es wurde 1 ml der Lymphozyten—L&sung mit 300.000 Zellen
pro ml hinzugegeben. Durch die 1:1-Verdinnung enthielt das zweite Gefa 150.000
Lymphozyten pro ml.

Beim Cytospin® wurden 5 Trichter (Cytofunnels®) mit je 100 ul der ersten Verdiinnung
(300.000 Zellen pro ml, also 30.000 pro Trichter) und 5 Trichter mit je 100 pl der zweiten
Verdinnung (15.000 Zellen pro Trichter) befullt. 10 Objekttrdger wurden beschriftet mit
Patientennummer, Abnahmepunkt, Datum der Zentrifugation und jeweiliger Zellzahl (30.000
oder 15.000). Die Trichter wurden mit je einer Filterkarte und einem Objekttrager in den
Probekammern installiert und fur 5 Minuten bei 1500 UpM zentrifugiert. Insgesamt
entstanden aus einer Blutprobe 5 Objekttrdger mit einem Spot mit 30.000 Zellen und
5 Objekttrager mit einem Spot mit 15.000 Zellen.

Die Objekttrager wurden nach Entnahme aus dem Cytospin® fiir einige Minuten an Raumluft
getrocknet und fur 10 Minuten in einem Gefall mit Methanol inkubiert.

Anschlielend erfolgte die Anfarbung mittels Diff-Quik®-Férbeverfahren, einer
Schnellfarbung. Es wurden die Losungen und Diff-Quik 11® verwendet. Diff-Quik I® ist
eosinophil und enthalt Xanthen—Farbstoff, pH—Puffer und Natriumazid und Diff-Quik 11®
besitzt basophile Eigenschaften und enthalt Thiazin—Farbstoff und einen pH-Puffer.

Jeder Objekttrager wurde finfmal je 1 Sekunde in Diff—Quik I® getaucht, dann fiinfmal in
Diff—Quik 1I® fur je 1 Sekunde. Die Objekttrager wurden einzeln durch Schwenken in
destilliertem Wasser gereinigt, einige Minuten an der Luft getrocknet und in Praparatekésten

archiviert.
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2.2.7

Auszahlung der Objekttrager mittels Mikroskop

Die Objekttrdger wurden unter dem Lichtmikroskop mit 100facher VergrolRerung unter

Immersionsol betrachtet. Mit der MS-DOS®-Anwendung ,,Tests“ wurden folgende
Merkmale von den 10 Objekttrdgern pro Blutentnahme (BE) jeweils gezahlt bis 1.000 BLZ

registriert waren:

Tetranukleére Zellen ohne Mikrokern (MK) oder nukleoplasmatische Briicke (NPB)
Tetranukleére Zellen mit einem oder mehreren MK und/oder NPB

Trinukledre Zellen ohne MK oder NPB

Trinukledre Zellen mit einem oder mehreren MK und/oder NPB

Binukledare Lymphozyten (BLZ) insgesamt

BLZ mit einem MK

BLZ mit zwei MK

BLZ mit drei MK

BLZ mit vier oder mehr MK

BLZ mit NPB

Fur die Bestimmung des NDI und des NDCI von den 10 Objekttragern pro BE wurden

jeweils gezéhit:

1)
2)
3)
4)
5)
6)

Mononukledre Zellen
BLZ

Trinukledre Zellen
Tetranukleére Zellen
Apoptosen

Nekrosen

Die Charakterisierung dieser Zellen erfolgte unabhangig von MK und NPB bis die Summe

aus 1) bis 4) mindestens 500 Zellen betrug.
Zur Auswahl von BLZ wurden folgende Kriterien (Abbildung 8) beachtet (Fenech 2000):

a)
b)
c)
d)
e)

BLZ missen 2 Kerne enthalten.

Die Kernmembranen sind nicht beschadigt.

Beide Kerne befinden sich innerhalb des gleichen Zytoplasmas.
Beide Nuklei einer BLZ sind etwa gleich grof.

Beide Kerne haben ein nahezu gleiches Chromatinmuster und eine ahnliche Helligkeit.
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9)

h)

Beide Kerne einer BLZ kdnnen sich berlhren. Dabei sind die Kernmembranen gut
voneinander zu unterscheiden. Die beiden Kerne kommen nicht zu Teilen
Ubereinander zu liegen.

Beide Kerne diirfen durch eine Kernbriicke (NPB) verbunden sein. Die NPB umfasst
von der Breite her nicht mehr als 1/4 des Kerndurchmessers.

BLZ umschliel3t eine klar sichtbare, unbeschadigte und von umliegenden Zellen

abgrenzbare Zellmembran.

2333

Abbildung 8: Schematische Darstellung von BLZ unter dem Lichtmikroskop im Rahmen der
angewandten Methode (Fenech 2000, S.85)

(1: BLZ mit frei liegenden Kernen; 2: die Zellkerne der BLZ berihren sich; 3: Nukleoplasmabriicke
(NPB) geringen Durchmessers zwischen den beiden Kernen; 4: Kerne sind durch eine breitere NPB
verbunden)

Weitere Bedingungen (Abbildung 9) fur die Bestimmung der Anzahl der MK (Fenech 2000):

a)

b)
c)

d)
e)
f)

Das Verhéltnis des Durchmessers eines MK zum Kern des BLZ betrégt zwischen 1:16
und 1:3.

MK sind in ahnlicher Weise wie der zuzuordnende Zellkern angefarbt.

MK besitzen keine Einziehungen und sind somit von farbungsbedingten Artefakten
abgrenzbar.

Der Zellkern besitzt keine Plasmabriicke zu einem MK.

Der Zellkern kann einen MK berihren, Gberlappt jedoch nicht mit ihm.

Membranen des Zellkerns und des MK sind klar voneinander abgrenzbar.
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1) 2 3) 4)

Abbildung 9: Schematische Beispiele zur Darstellung von MK unter dem Lichtmikroskop
(Fenech 2000, S.86)

(1: BLZ mit zwei MK, deren Durchmesser 1/3 (rechts) bzw. 1/16 (links) des Durchmessers des Kerns
betragen; 2: Zwei MK berthren den unteren Kern ohne zu tiberlappen; 3: BLZ mit NPB und zwei MK;
4: Zelle mit fiinf MK unterschiedlicher Grolie, wobei ein MK den unteren Kern beriihrt)

Zur sicheren Auswertung mussten zelluldre Strukturen erkannt werden, die MK &hnelten aber

nicht als solche gewertet werden durften (Abbildung 10).

2233

Abbildung 10: Zellulare Strukturen, die MK &hneln, jedoch nicht als solche gewertet werden diirfen
(Fenech 2000, S. 86)

(1: Trinukleare Zelle (der Durchmesser des mutmafilichen MK betragt mehr als 1/3 dessen der
groReren Kerne); 2: dichte zytoplasmatische Tupfelung; 3: Kernanteile, die als schmale Ausstiilpung
des oberen Kerns imponieren; 4: Blasen mit einer Verbindung zu beiden Kernen des BLZ)

Abbildung 11 zeigt beispielhaft verschiedene BLZ, die bei der Experimentiertechnik unter
dem Mikroskop gesehen wurden.

1) 2) 3) 4)

Abbildung 11: Beispiele fur BLZ (Fotografien: Canon PowerShot A640)
(1: BLZ ohne morphologisches Korrelat eines zytogenetischen Schadens; 2: BLZ mit einem MK; 3:
BLZ mit multiplen MK; 4: BLZ mit Mikrokernen und Briicke)
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2.2.8 Statistische Analysen

Der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test fur gepaarte Daten (KaleidaGraph) wurde zur Prifung
eines statistischen Unterschiedes der Werte fir MK, NPB, NDI und NDCI bei den einzelnen
BE (Blutentnahmen) verwendet. Die Prifung erfolgte fur die MK-Ausbeute (BE 1y (,,1 year:
NS nach 1 Jahr) gegen BE 2y (,,2 years®: NS nach 2 Jahren), vor RTx gegen BE 1y, vor RTx
gegen BE 2y, am Ende der RTx gegen BE 1y, am Ende der RTx gegen BE 2y), fiir die Anzahl
der NPB (BE 1y gegen BE 2y), fur NDI (BE 1y gegen BE 2y, vor RTx gegen BE 1y, vor RTx
gegen BE 2y), fur NDCI (BE 1y gegen BE 2y) und fur NDI gegen NDCI (jeweils bei BE 1y
und BE 2y).

Mittels nicht-parametrischer Korrelationsanalyse nach Spearman (SPSS) erfolgte die Priifung
eines Zusammenhangs zwischen MK-Ausbeuten einzelner Patienten bei BE 1y und BE 2y.
Bei nur geringer Abweichung von einer Normalverteilung der Werte wurde zusatzlich die
parametrische Korrelationsanalyse nach Pearson (SPSS) durchgefihrt.

Mittels Jonckheere-Terpstra-Test (SPSS) wurde ein Zusammenhang zwischen Spattoxizitat
und MK-Ausbeuten geprift. Die Analyse wurde fiir die Organe Haut, Rektum und Blase und
flr die Gesamttoxizitat durchgefiihrt. Das Kollektiv wurde bei BE 1y und BE 2y in 5 Gruppen
(Grade 0 bis 4 nach LENT/SOMA,; 3 Gruppen fiir Haut: nur Toxizitat Grad 0-2) eingeteilt.
Mittels Wilcoxon-Mann-Whitney-Rang-Summen-Test fir ungepaarte Daten (SPSS) wurde
fiir das Organ Blase gepriift, ob Patienten mit Spéttoxizitdt (>Grad 1) hohere MK-Ausbeuten
zeigten als Patienten ohne Spattoxizitat.

Mittels Wilcoxon-Mann-Whitney-Rang-Summen-Test fur ungepaarte Daten (KaleidaGraph)
wurde ein statistischer Unterschied zwischen MK-Ausbeuten bei méannlichen und weiblichen
Probanden (jeweils bei BE 1y und BE 2y) und zwischen MK-Ausbeuten und Bestrahlungsart
(nur BE 1y) gepriift.

Mittels nicht-parametrischer Korrelationsanalyse nach Spearman (SPSS) erfolgte die Prufung
eines Zusammenhangs zwischen MK-Ausbeuten und Patientenalter, Zeitpunkt der BE
(Zeitspanne Operation bis BE 1y und BE 2y sowie Ende der adjuvanten CTx bis BE 1y und
BE 2y) und GroRe der Bestrahlungsvolumina (Rektumvolumen, Rektumzielvolumen).

Die statistischen Analysen wurden mit freundlicher Unterstiitzung von Dr. Markus Schirmer
(Abteilung Klinische Pharmakologie) und Dr. Klaus Jung (AG Kilinische Studien)
durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv

Das Kollektiv umfasste 48 Patienten mit Rektumkarzinom im fortgeschrittenen Stadium,
darunter 20 Frauen und 28 Ménner (Tabelle 13 und Tabelle 14). Das mittlere Patientenalter
bei Therapiebeginn betrug 62,5 Jahre (Maximum 82 Jahre, Minimum 41 Jahre). 30 Patienten
wurden nach Arm A therapiert, 18 nach Arm B. 43 Blutentnahmen (BE) erfolgten 1 Jahr nach
Ende der Therapie, 31 nach 2 Jahren. cUICC-Stadium (initiales klinisches Staging) und
ypUICC-Stadium (Operationsresektat nach neoadjuvanter RCT) sind angegeben. Da einige
Patienten nicht zu den NS erschienen oder Untersuchungen zum Zeitpunkt der Datenerhebung

noch ausstanden, fehlen einige Werte fiir BE 1y und BE 2y.

Tabelle 13: Eigenschaften der Studienpatienten des Arms A

Patient | Alter | Geschlecht | cUICC-Stadium | ypUICC- Stadium |BE 1y | BE 2y
1 61 m 1 1l X
2 54 m Il 0 X
3 53 w Il I X X
4 60 m Il Il X X
5 70 W Il Il X X
6 44 m Il 0 X X
7 59 m Il 1] X X
8 80 m 1l Il X X
9 72 w Il 1] X X
10 72 m Il \Y% X X
11 62 m Il I X
12 76 W Il | X X
13 63 m Il Il X X
14 71 m Il 0 X X
15 82 m I 1l X
16 77 w 1l Il X X
17 41 m 1l [ X X
18 43 m Il I X X
19 56 w Il 1] X X
20 67 W Il Il X X
21 55 W Il [l X
22 72 W Il Il X X
23 61 m 11} 1l X X
24 73 w 1l Il X
25 69 m I Il X
26 58 w 1l Il X
27 75 m Il 1] X
28 62 m Il \% X
29 72 m Il [l X
30 71 w Il [l X

(BE 1y bzw. 2y: Blutentnahme bei NS nach 1 bzw. 2 Jahr(en); x: vorhanden)



3. Ergebnisse 39

Tabelle 14: Eigenschaften der Studienpatienten des Arms B

Patient | Alter | Geschlecht | cUICC-Stadium | ypUICC- Stadium | BE 1y | BE 2y
31 46 W 1] 0 X
32 59 W 1] 1] X X
33 48 m 1] 1] X X
34 62 m 1] [\ X
35 70 m Il 1] X X
36 64 w 1] 1] X X
37 68 m 1] Il X X
38 54 m 1] | X X
39 67 m 1] Il X
40 76 W 1] 1] X X
41 41 W 1] | X X
42 57 m 11 0 X
43 73 W Il 0 X
44 68 m 1] | X
45 59 W [\ \% X
46 67 m [\ \% X
47 60 m 1] Il X
48 51 W 1] 1] X

(BE 1y bzw. 2y: Blutentnahme bei NS nach 1 bzw. 2 Jahr(en); x: vorhanden)

3.2 Mikronukleustest und Spattoxizitat
3.2.1 Mikronukleustest

3.2.1.1 Mikrokerne (MK)

Die Mikrokerne (MK) in den binukledren Lymphozyten (BLZ) pro 1000 BLZ nahmen von
Blutentnahme (BE) 1y zu BE 2y hin statistisch signifikant ab (p<0,0001; Abbildung 12,
Tabelle 18 und Tabelle 19 im Anhang). Der Median betrug 0,076 fur BE 1y (0,03-0,203). Das
untere Quartil lag bei 0,0645 und das obere bei 0,0995 (relative Standardabweichung 44,1%).
Der Median betrug 0,038 fiir BE 2y (0,016-0,085). Das untere Quartil lag bei 0,028 und das
obere bei 0,047 (relative Standardabweichung 44,6%).
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Abbildung 12: Mikrokerne pro 1000 BLZ bei BE 1y und BE 2y
(Punkte: AusreiBRer; oberer und unterer Whisker: 95%- und 5%-Quantile; Box: oberes und unteres
Quartil sowie Median)

Die Korrelationsanalyse zur Prufung eines Zusammenhangs zwischen MK-Ausbeuten der
einzelnen Patienten bei BE 1y und BE 2y ergab einen statistisch signifikanten Zusammenhang
(Abbildung 13). Der Spearman’sche Rang-Korrelations-Koeffizient ergab sich zu rs=0,677
(p<0,01) und der Pearson-Koeffizient zu r=0,633 (p=0,001; r’=0,401).
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Abbildung 13: Korrelation zwischen MK-Ausbeuten einzelner Patienten bei BE 1y und BE 2y
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3.2.1.2 Nukleoplasmatische Briicken (NPB)

Die NPB pro 1000 BLZ zeigten im zeitlichen Verlauf der BE eine statistisch signifikante
Abnahme (p<0,0001; Abbildung 14, Tabelle 18 und Tabelle 19 im Anhang). Der Median
betrug 0,007 fir BE 1y (0,003-0,018). Das untere Quartil lag bei 0,005 und das obere bei
0,0095. Der Median betrug 0,004 fur BE 2y (0,001-0,01). Das untere Quartil lag bei 0,0035
und das obere bei 0,005.
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Abbildung 14: Nukleoplasmatische Briicken pro 1000 BLZ bei BE 1y und BE 2y
(Punkte: AusreiBer; oberer und unterer Whisker: 95%- und 5%-Quantile; Box: oberes und unteres
Quartil sowie Median)
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3.2.1.3 NDI und NDCI

Der NDI stieg im Mittel von BE 1y zu BE 2y (keine statistische Signifikanz; p=0,05;
Abbildung 15, Tabelle 18 und Tabelle 19 im Anhang). Der Median betrug 1,44 fir BE 1y
(1,10-1,88). Das untere Quartil lag bei 1,355 und das obere bei 1,59. Der Median betrug 1,58
fir BE 2y (1,12-1,76). Das untere Quartil lag bei 1,45 und das obere bei 1,635.

Der NDCI stieg im Mittel von BE 1y zu BE 2y (statistische Signifikanz; p=0,03;
Abbildung 15, Tabelle 18 und Tabelle 19 im Anhang). Der Median betrug 1,30 fir BE 1y
(1,07-1,67). Das untere Quartil lag bei 1,21 und das obere bei 1,39. Der Median betrug 1,38
flr BE 2y (1,11-1,64). Das untere Quartil lag bei 1,305 und das obere bei 1,455.

Der NDCI nahm signifikant (jeweils p<0,0001) niedrigere Werte als der NDI bei BE 1y
(Median 1,30 vs. 1,44) und BE 2y (Median 1,38 vs. 1,58) an.
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Abbildung 15: NDI und NDCI bei BE 1y und BE 2y
(Punkte: Ausreiller; oberer und unterer Whisker: 95%- und 5%-Quantile; Box: oberes und unteres
Quartil sowie Median)
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3.2.2 Spattoxizitat

Bei 47 der 48 Patienten wurde die Spattoxizitdt nach LENT/SOMA-KTriterien ermittelt
(Abbildung 16 und Tabelle 20 im Anhang).

Bei 44 Patienten trat keine Spattoxizitat im Bereich der Haut auf (Grad 0). 2 Patienten hatten
eine Toxizitat 1. Grades, 1 Patient Toxizitdt 2. Grades.

Im Bereich des Rektums hatten 37 Patienten Spéattoxizitdt Grad 0, 3 Patienten Toxizitat
1. Grades, 5 Patienten Toxizitdt 2. Grades, 1 Patient Toxizitdt 3. Grades und 1 Patient
Toxizitat Grad 4.

Toxizitat Grad 0 wurde fur die Blase bei 36 Patienten dokumentiert, Grad 1 bei 3 Patienten,
Grad 2 bei 1 Patienten, Grad 3 bei 5 Patienten und Grad 4 bei 2 Patienten.

Bei einigen Patienten trat als Spatnebenwirkung eine Enteritis auf (zweimal 1. Grades,
zweimal 2. Grades und einmal 3. Grades). Bei einem Patienten trat Nephrotoxizitat (Grad 2)
im Rahmen der RCT auf.

Insgesamt trat bei 24 Patienten keine Toxizitat auf, bei 8 Patienten betrug die grofite Toxizitat
Grad 1, bei 6 Patienten Grad 2, bei 6 Patienten Grad 3 und bei 3 Patienten Grad 4.
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Abbildung 16: Spattoxizitat nach einzelnen Organsystemen
(Grade nach LENT/SOMA-Kriterien: 1.2.1.1.2 und Tabelle 15 bis Tabelle 17 im Anhang)
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3.3 Kaorrelation von Spattoxizitat und zytogenetischen Schaden

Es wurde geprift, ob bei Patienten mit einem hoheren Grad der Spéattoxizitdt zum Zeitpunkt
der NS héhere MK-Ausbeuten vorlagen als bei Patienten mit Toxizitat geringeren Grades. Die
Toxizitat wurde einzeln pro Organ und insgesamt (hdchstgradige Toxizitédt eines einzelnen
Organs) betrachtet (Abbildung 17 und Abbildung 18).

Es bestand kein statistisch signifikanter Zusammenhang fur die Hauttoxizitat (p=0,29 fur
BE 1y und p=0,50 fur BE 2y). Die Analyse zeigte keinen signifikanten Zusammenhang fur
die Rektumtoxizitat (p=0,62 fur BE 1y und p=0,69 fir BE 2y). Fur die Gesamttoxizitét zeigte
sich kein statistisch signifikanter Zusammenhang (p=0,56 fur BE 1y und p=0,83 fur BE 2y).
Der Test zeigte fur die Blasentoxizitdt einen statistisch signifikanten Zusammenhang bei
BE 1y (p=0,025), jedoch keinen bei BE 2y (p=0,45). Es konnte fiir BE 1y ein signifikanter
statistischer Unterschied (p<0,01) zwischen MK-Ausbeuten bei Patienten ohne Spattoxizitat

(Grad 0) und Patienten mit Spéttoxizitit (>Grad 1) gezeigt werden.
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Abbildung 17: Spattoxizitat und mittlere Anzahl der Mikrokerne bei BE 1y
(HO bis H4: Toxizitat der Haut, RO bis R4: Toxizitat beim Rektum, BO bis B4: Toxizitat der Blase,
GesO bis Ges4: Gesamttoxizitat; Fehlerindikator zeigt eine Standardabweichung; Grade nach
LENT/SOMA-KTriterien: 1.2.1.1.2 und Tabelle 15 bis Tabelle 17 im Anhang)
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Abbildung 18: Spattoxizitat und mittlere Anzahl der Mikrokerne bei BE 2y
(HO bis H4: Toxizitat der Haut, RO bis R4: Toxizitat beim Rektum, BO bis B4: Toxizitat der Blase,
GesO his Gesd: Gesamttoxizitat, Fehlerindikator zeigt eine Standardabweichung; Grade nach
LENT/SOMA-Kriterien: 1.2.1.1.2 und Tabelle 15 bis Tabelle 17 im Anhang)

3.4 Einfluss weiterer Faktoren auf die Ergebnisse des MNT

3.4.1 Zeitpunkt der Blutentnahme

Die BE erfolgten im Rahmen der NS bei einzelnen Patienten in unterschiedlichem zeitlichen
Abstand zur vorherigen Therapie. Die Therapiesequenz bestand aus neoadjuvanter RCT,
Operation (4-6 Wochen nach Ende der RCT) und adjuvanter CTx (Beginn 4 Wochen nach
Operation). Die Patienten erhielten alle ihren ersten Nachsorgetermin im Abstand von 1 Jahr
zum Ende der neoadjuvanten RCT. Der Grund fur verschiedene zeitliche Abstande der BE zur
CTx war z. B. ein vorzeitiger Abbruch der adjuvanten CTx aufgrund intolerabler Toxizitaten
oder nach Patientenwunsch. Griinde fur verschiedene zeitliche Abstdnde zu Operation und
CTx waren z. B. individuelle Bedirfnisse der Patienten, welche zur Verschiebung der
Nachsorgetermine fihrten.

Die Korrelationsanalyse zeigte keine statistische Abh&ngigkeit der MK-Ausbeuten vom
zeitlichen Abstand zwischen Operation und BE (BE 1y: minimal 300 Tage, maximal 524
Tage; BE 2y: minimal 459 Tage, maximal 896 Tage; Abbildung 19). Fur BE 1y ergab sich
der Spearman’sche Rang-Korrelations-Koeffizient zu rs=0,16 (p=0,30) und fir BE 2y zu
rs=0,03 (p=0,88).
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Abbildung 19: MK-Ausbeuten in Abhangigkeit vom Zeitraum zwischen Operation und BE

Die Korrelationsanalyse zeigte keine statistische Abhangigkeit der MK-Ausbeuten vom

Abstand zwischen Ende der adjuvanten CTx und BE (BE 1ly: minimal 141 Tage, maximal
361 Tage; BE 2y: minimal 302 Tage, maximal 733 Tage; Abbildung 20). Fir BE 1y ergab

sich der Spearman’sche Rang-Korrelations-Koeffizient zu r;=0,005 (p=0,98) und fir BE 2y zu
r=0,19 (p=0,31).
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Abbildung 20: MK-Ausbeuten in Abhangigkeit vom Zeitraum zwischen Ende der CTx und BE
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3.4.2 Alter und Geschlecht

Das mittlere Patientenalter betrug bei BE 1y 63,5 Jahre (Minimum: 41 Jahre, Maximum:
82 Jahre) und bei BE 2y 61,5 Jahre (Minimum: 41 Jahre, Maximum: 80 Jahre). Die
Korrelationsanalyse zeigte keine statistische Abhéngigkeit der MK-Ausbeuten vom
Patientenalter (Abbildung 21). Fiir BE 1y ergab sich der Spearman’sche Rang-Korrelations-
Koeffizient zu r=0,24 (p=0,12) und fur BE 2y zu rs=0,28 (p=0,13).
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Abbildung 21: MK-Ausbeuten in Abh&ngigkeit vom Alter

Die MK-Ausbeuten waren bei BE 1y und BE 2y bei Frauen hoher als bei Mannern. Bei BE 1y
bestand ein statistisch signifikanter Unterschied (p=0,03; 19 Frauen: im Mittel 0,096;
24 Ménner: im Mittel 0,077; MK-Ausbeute bei Frauen 25% hoher). Bei BE 2y bestand kein
signifikanter Unterschied (p=0,19; 13 Frauen: im Mittel 0,046; 18 Manner: im Mittel 0,036;
MK-Ausbeute bei Frauen 28% hoher).

3.4.3 Bestrahlungsart und Bestrahlungsvolumina

Bei der Prifung eines Zusammenhangs zwischen Bestrahlungsart (Tabelle 21 im Anhang)
und MK-Ausbeuten bestand bei BE 1y kein signifikanter Unterschied (p=0,11) zwischen
Patienten, die 3D-konformal bestrahlt wurden (37 Patienten, im Mittel 0,088) und Patienten,
bei denen eine andere Bestrahlungsart (IMRT, VMAT, VMAT und 3DCRT) angewandt
wurde (6 Patienten, im Mittel 0,068). Fur BE 2y konnte der Zusammenhang nicht gepruft
werden, da alle Patienten mit dieser Blutentnahme 3D-konformal bestrahlt wurden.

Die Korrelationsanalyse wurde durchgefiihrt fur die MK-Ausbeute in Abh&ngigkeit vom

Rektumzielvolumen bzw. vom bestrahlten Rektumvolumen (Tabelle 21 im Anhang). Sie
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zeigte keine Korrelation zwischen MK-Ausbeuten und Rektumzielvolumen (Abbildung 22;
BE 1y: r;=0,07 (p=0,64); BE 2y: r:=0,09 (p=0,63)). Es bestand keine Korrelation zwischen
GroRe des bestrahlten Rektumvolumens und MK-Ausbeuten (Abbildung 23; BE 1y: rs=0,16
(p=0,31); BE 2y: r;=0,097 (p=0,61)). Insgesamt zeigten Rektumzielvolumina (unteres Quartil
5096,5 cm®; Median 5140 cm?®; oberes Quartil: 5172,5 cm?; relative Standardabweichung
1,5%) interindividuell sehr geringe und Rektumvolumina (unteres Quartil 1176,5 cm?®;
Median 1376 cm?®; oberes Quartil 1546,5 cm?; relative Standardabweichung 23,1%) groRere

Unterschiede.
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Abbildung 22: MK-Ausbeuten in Abhangigkeit vom Rektumzielvolumen
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Abbildung 23: MK-Ausbeuten in Abhangigkeit vom bestrahlten Rektumvolumen
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3.5 Vergleich mit experimentellen Daten des Kollektivs anderer Untersucher

Im Rahmen der Untersuchungen der KFO 179 wurden bei den Patienten vor, wéhrend und am
Ende der neoadjuvanten RCT Blutentnahmen in der Abteilung durchgefiihrt (Helms 2010;
Hennies 2010; Wolff et al. 2011b). Die MK-Ausbeuten vor Beginn der RCT (vor RTx) und
nach Ende der RCT (Ende RTx) wurden mit jenen bei den NS (BE 1y und BE 2y) verglichen
(Abbildung 24). Vor RTx lag der Median der MK pro 1000 BLZ bei 0,012, zur Mitte der RTx
bei 0,111 und zum Ende der RTx bei 0,219. Bei BE 1y lag der Median bei 0,076 und bei BE
2y bei 0,038. Die MK-Ausbeuten bei BE 1y und BE 2y lagen signifikant (jeweils p<0,0001)
uber dem Wert vor RTx. Die MK-Ausbeuten bei BE 1y und BE 2y lagen signifikant (jeweils
p<0,0001) unter dem Wert bei Ende der RTX.
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Abbildung 24: MK-Ausbeuten im Verlauf der RTx und bei BE 1y und BE 2y
(Punkte: AusreiBRer; oberer und unterer Whisker: 95%- und 5%-Quantile; Box: oberes und unteres
Quartil sowie Median)
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Der NDI vor RTx wurde mit dem NDI bei BE 1y und BE 2y verglichen (Abbildung 25). Der
NDI nahm bei BE 1y (Median 1,44) und BE 2y (Median 1,58) jeweils einen niedrigeren Wert
an als vor RTx (Median 1,82). Fiir den NDI bei BE 1y und BE 2y konnte ein signifikanter
(jeweils p<0,0001) Abfall verglichen mit dem Wert vor RTx gezeigt werden.
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Abbildung 25: NDI vor Beginn der RTx und bei BE 1y und BE 2y
(Punkte: AusreiBer; oberer und unterer Whisker: 95%- und 5%-Quantile; Box: oberes und unteres
Quartil sowie Median)
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4  Diskussion

4.1 Persistenz von Strahlenschaden im menschlichen Kérper

In der vorliegenden Arbeit wurden bei den Probanden einer prospektiven Kklinischen
Phase-I11-Studie (,,Praoperative Radiochemotherapie und adjuvante Chemotherapie mit
5-Fluorouracil plus Oxaliplatin im Vergleich zu einer prdoperativen Radiochemotherapie und
adjuvanten Chemotherapie mit 5-Fluorouracil beim lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinom
im UICC-Stadium II und III*) {iber einen Zeitraum von 2 Jahren nach Ende der multimodalen
Tumortherapie bei lokal fortgeschrittenem Rektumkarzinom die zytogenetischen Schéden
(mittels MNT) verfolgt. Die Therapiesequenz bestand aus neoadjuvanter RCT, Operation
(nach einem freien Intervall von 4 bis 6 Wochen) und adjuvanter CTx (Einleitung 4 Wochen
nach Operation).

Die MK-Ausbeuten zum Zeitpunkt der Nachsorgeuntersuchungen (NS) zeigten eine
interindividuelle Variabilitdt (BE 1y: relative Standardabweichung 44,1%; BE 2y: relative
Standardabweichung 44,6%). Ein Schwerpunkt dieser Arbeit war die Diskussion der Griinde
fur Unterschiede innerhalb des Kollektivs. Untersucht wurde, ob Alter und Geschlecht,
Zeitpunkt der Blutentnahmen (BE), Bestrahlungsart und Grofie der Bestrahlungsvolumina
einen Einfluss auf die MK-Ausbeuten hatten. Ein moglicher Einflussfaktor ware auch eine
z. B. durch die genetische Ausstattung der Patienten bedingte unterschiedliche biologische
Reaktion der Normalgewebe auf Strahleneinwirkung.

Patienten mit hohen (bzw. niedrigen) MK-Ausbeuten zum Zeitpunkt der 1. NS zeigten auch
bei der 2. NS hohe (bzw. niedrige) Ausbeuten. Der intraindividuelle Vergleich der MK-
Ausbeuten einzelner Patienten zeigte eine signifikante Korrelation der Werte bei BE 1y und
BE 2y (Spearman-Rang-Korrelations-Koeffizient rs=0,677 (p<0,01); Pearson-Koeffizient
r=0,633 (p=0,001, r’=0,401)).

Die Daten anderer Untersucher zeigten eine Zunahme der Strahlenschéden in den BLZ im
Verlauf der neoadjuvanten RCT (Helms 2010; Hennies 2010; Wolff et al. 2011b). In dieser
Arbeit wurden die Schaden der BLZ 1 und 2 Jahre nach Ende der RCT untersucht. Es konnten
in der Zusammenschau die MK-Ausbeuten vor RCT, wahrend RCT, am Ende der RCT und
uber einen Zeitraum von 2 Jahren nach Ende der RCT im Verlauf betrachtet werden. Die MK-
Ausbeuten waren 1 Jahr (BE 1y) und 2 Jahre (BE 2y) nach Ende der RCT signifikant (jeweils
p<0,0001) Uber dem Ausgangslevel vor Therapie. Die MK-Ausbeuten lagen bei beiden NS
signifikant (jeweils p<0,0001) unter dem Level des Endes der RCT. Nach Ende der
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genotoxischen Therapie nahmen die untersuchten Schaden in den BLZ von BE 1y zu BE 2y
hin ab (p<0,0001).

In den letzten Jahrzehnten wurden neben dem MNT verschiedene Techniken angewendet zur
Erfassung der  Persistenz zytogenetischen Schaden im menschlichen Korper nach
Strahlenexposition:

Die Techniken waren Mikronukleustest (MNT, z. B. Fenech et al. 1997),
Chromosomenaberrationsanalyse (CAA, z. B. Awa et al. 1978), FISH-(Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung)-Analyse (z. B. Chen et al. 2009) und Einzelzellgelelektrophorese (z. B.
Gamulin et al. 1995). Vor- und Nachteile von MNT und CAA wurden beschrieben: Die
MK-Ausbeute beim MNT kann als guter akuter und vielleicht chronischer ,,Biodosimeter* fiir
eine Dosisabschatzung nach in-vivo-Strahlenexposition dienen (Lee TK et al. 2002). Der
MNT bietet z. B. gegeniiber der CAA einige Vorteile: einfachere Durchfiihrbarkeit,
Auszéhlung groBerer Zellzahlen in kirzerer Zeit, Verlasslichkeit, Sensitivitdt und hohere
statistische Aussagekraft (Wolff et al. 2011b). Im Gegensatz dazu kann die CAA durch
Nachweisbarkeit zytogenetischer Schaden Uber einen ldngeren Zeitraum wertvoller als der
MNT sein (Liu et al. 2010). Zusétzliche Ansdtze wie z. B. die Untersuchung mehrerer
Zellarten (z. B. BLZ, ungeteilte mononukledre Lymphozyten und Erythrozyten) beim MNT
konnten helfen, das chronische Ausmall genetischen Schadens nach genotoxischen
Ereignissen besser abzubilden (Fenech et al. 1997).

Arbeiten der letzten Jahrzehnte untersuchten zum einen Patienten, die im Rahmen der
Therapie einer Tumorerkrankung einer genotoxischen Behandlung zugefiihrt wurden (4.1.1)
und zum anderen mit Kollektiven nach umweltbedingter Strahlenexposition:

Zytogenetische Schaden nach Umweltereignissen wurden beschrieben fir Kinder, die in
durch die Reaktorkatastrophe von Tschernobyl radioaktiv kontaminierten Gebieten
WeiRrusslands lebten (Fenech et al. 1997: Persistenz der zytogenetischen Schéden 5 bis 9
Jahre), und fur stark verstrahlte Mitarbeiter der Reaktorcrew (Sevan'kaev et al. 2005:
Persistenz 10 bis 13 Jahre). Untersucht wurden zytogenetische Schaden nach den
Atombombenabwiirfen von Hiroshima und Nagasaki (Awa et al. 1978) und nach akzidenteller
Strahlenexposition durch Emission von y-Strahlung beim Zerfall des Isotops Cobalt-60
(Chen et al. 2009: Persistenz mehrere Jahre; Liu et al. 2010: Persistenz 24 Monate).
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4.1.1 Persistenz nach therapeutischer Strahlenexposition

Weitere Arbeiten untersuchten Patienten, die eine Strahlenexposition im Rahmen einer
Tumortherapie erfahren hatten:

Untersucht wurden Patienten nach Strahlenexposition im Rahmen der Therapie bei
testikularem Seminom (Gamulin et al. 1995: Persistenz der zytogenetischen Schaden
12 Monate; Schmidberger et al. 2001: Schéden 20 Monate nach Therapie auf
pratherapeutischem Level), Prostatakarzinom (Hille et al. 2010: Persistenz 12 Monate),
Schilddriisenkrebs (Gutiérrez et al. 1995: nach 1 Jahr Elimination des Schadens) und
verschiedenen Tumorentitaten (Fenech et al. 1990: Persistenz 12 Monate; Lee TK et al. 2002:
Persistenz 75 Monate).

Es folgt die Diskussion der klinischen Arbeiten, die am ehesten vergleichbar sind mit dem
Ansatz der vorliegenden Arbeit:

Hille et al. untersuchten 2010 mittels CAA und FISH 102 Patienten, die bei Prostatakarzinom
(T1-T3, NO-N1 und MO) primdr perkutan radiotherapiert wurden. Das mediane Alter des
Kollektivs betrug 69 Jahre (Kontrollgruppe: 10 altersentsprechende Manner). Die CAA
wurde bei allen Patienten vor RTx durchgefuihrt. Zusatzlich wurde in einer Subgruppe von 10
Patienten die FISH-Analyse vor Therapie, in der Mitte der Therapie, am Ende der Therapie
und 1 Jahr nach Ende der Therapie durchgefuhrt. Im Rahmen der RTx wurden je nach
Stadium Prostata oder Prostata und pelvine Lymphknoten mit 71-72 Gy (Dosis der Prostata)
und 45 Gy (Dosis des Beckens) mit 5 Fraktionen pro Woche bestrahlt. Die Ausbeute an
DNA-Schaden erhdhte sich nach Beginn der Therapie und war nach einem Jahr vergleichbar
mit jener direkt am Ende der RTx (Hille et al. 2010).

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebene Persistenz der zytogenetischen Schéaden im
1.und 2. Jahr nach Ende der Therapie wird durch Hille et al. fir den Wert nach 1 Jahr
unterstitzt. Hille et al. fanden eine mit Werten vom Ende der RTx vergleichbare Ausbeute an
Schaden nach 1 Jahr, die einem Absinken beim Messzeitpunkt nach 1 Jahr in der
vorliegenden Arbeit gegenubersteht. Gemeinsamkeiten beider Untersuchungen sind das
vergleichbare Alter des Kollektivs (medianes Alter 69 Jahre vs. Mittelwert 62,5 Jahre) und die
Applikation der RTx mit 5 Fraktionen pro Woche im Becken. Wichtige Unterschiede sind die
applizierte Dosis (71-72 Gy im Bereich Prostata und 45 Gy im Becken vs. 50,4 Gy im
Zielvolumen), die zusétzliche Behandlung (keine systemische CTx vs. 5-FU bzw. 5-FU und
Oxaliplatin) und die Methodik (CAA vs. MNT).

Andere Arbeiten zeigten eine Elimination des genetischen Schadens im zeitlichen Verlauf:
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Gutiérrez prifte 1995 das genotoxische Risiko des therapeutischen Einsatzes von lod-131. Er
ermittelte die MK-Ausbeute in PBL bei 22 an Schilddrisenkrebs erkrankten Frauen, die
lod-131 oral und adjuvant nach Thyreoidektomie erhalten hatten. Die MK wurden in den
jahrlichen Nachsorgeuntersuchungen (1-5 Jahre nach Ende der Therapie) bestimmt. Den
Probanden stellte er eine Kontrollgruppe von 19 nicht-exponierten Frauen gegenuber.
Gutiérrez fand keinen signifikanten Unterschied zwischen MK-Ausbeuten in Studien- und
Kontrollgruppe. Daraus folgerte er, dass jeder mogliche genetische Schaden durch lod-131
nach 1 Jahr eliminiert wiirde (Gutiérrez et al. 1995).

In der Untersuchung durch Gutiérrez wurde systemisch lod-131 appliziert. Die biologische
Wirkung ist somit in der gesamten Blutzirkulation und im gesamten roten Knochenmark des
Organismus zu erwarten. Zusatzlich wird davon ausgegangen, dass 90% der Strahleneffekte
bei lod-131 auf der emittierten B-Strahlung beruhen (Gutiérrez et al. 1995), nicht auf der
y-Komponente. Die biologische Qualitdt ist somit eine andere als bei RTx des
Rektumkarzinoms. Hier kann man davon ausgehen, dass eine MK-Induktion in erster Linie
lokal im bestrahlten Volumen des Beckens durch Wirkung von y-Strahlung auf Knochenmark
oder zirkulierende Blutzellen erfolgt.

Schmidberger et al. untersuchten 2001 mittels FISH die chromosomalen Translokationen
(Chromosomen 4, 6 und 7) in PBL von 30 Patienten eines altersmaRig relativ homogenen
Kollektivs (4. Lebensdekade) mit testikularem Seminom. Patienten mit Seminom im
Stadium | erhielten eine RTx der paraaortalen Lymphknoten mit 26 Gy, bei der das
Bestrahlungsfeld 12% des aktiven Knochenmarks der Patienten involvierte. Patienten im
Stadium 1l erhielten eine RTx mit insgesamt 30-36 Gy von paraaortalen Lymphknoten und
ipsilateralen iliakalen Lymphknoten, die 18% des aktiven Knochenmarks involvierte. Die
RTx erfolgte mit ventrodorsalen Gegenfeldern. Blutproben wurden bei 13 Patienten vor RTx
und an mehreren Zeitpunkten nach RTx und bei 17 weiteren Patienten nur nach RTX
akquiriert. Die Kontrollgruppe wurde durch 13 gesunde mannliche nach dem Alter
vergleichbare Probanden gebildet. Fast alle Patienten zeigten dabei verglichen mit den
Kontrollen schon vor RTx eine erh6hte Rate spontaner genomischer Translokationen. Nach
der RTx erhohte sich die Mutationsrate bei den Probanden um das 2- bis 8-fache und sank
innerhalb von 20 Monaten nach Ende der RTx wieder auf prétherapeutische Level
(Schmidberger et al. 2001).

Das durch Schmidberger et al. erfasste Absinken der Level an DNA-Schéden auf
pratherapeutische Level in 20 Monaten steht der in dieser Arbeit gemessenen Persistenz der

Schéden Uber 2 Jahre entgegen. Die unterschiedlichen Ergebnisse konnten auf Unterschiede
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in Gesamtdosis (26 Gy bzw. 30-36 Gy vs. 50,4 Gy), Patientenalter (4. Lebensdekade vs. im
Mittel 62,5 Jahre), Zielvolumen (paraaortale Lymphknoten bzw. paraaortale Lymphknoten
mit ipsilateralen iliakalen Lymphknoten vs. Rektum), Bestrahlungstechnik (ventrodorsales
Stehfeld vs. 3D-konformale Bestrahlung bzw. IMRT bzw. VMAT bzw. VMAT und 3DCRT)
und CTx (keine vs. 5-FU bzw. 5-FU mit Oxaliplatin zusétzlich) zurlickzuftihren sein.

4.1.2 NDI und NDCI: Mitotische Aktivitat der PBL

Der NDI (Nuclear Division Index) lag zum Zeitpunkt der NS (BE 1y: Median 1,44 und
BE 2y: Median 1,58) signifikant niedriger als vor Beginn (Median 1,82) der RTx (jeweils
p<0,0001; Werte vor RTx: Helms 2010; Hennies 2010; Wolff et al. 2011b). Gleichzeitig
zeigte sich ein Anstieg des NDI von 1. zu 2. NS (keine statistische Signifikanz; p=0,05). Der
NDCI (Nuclear Division Cytotoxicity Index) stieg im Verlauf von 1. (Median 1,30) zu
2. (Median 1,38) NS (statistische Signifikanz; p=0,03; Werte vor RTx nicht erfasst durch
andere Untersucher). Der NDCI nahm signifikant (jeweils p<0,0001) niedrigere Werte als der
NDI bei BE 1y und BE 2y an.

Arbeiten der letzten Jahrzehnte befassten sich mit dem Verhalten des NDI bei in-vitro-
Experimenten:

Fenech beschrieb 2000 den NDI als niitzlichen Parameter fir den Vergleich der mitotischen
Antwort von Lymphozyten mit zytostatischen Effekten von Agenzien. Den NDCI
(Miterfassung von nekrotischen und apoptotischen Zellen) bewertete er als genaueren
Parameter zur Erfassung des Status der Zellteilung, da bei hohen Dosen der Agenzien
Apoptosen und Nekrosen haufiger auftraten. Daher erfolgte eine Uberschitzung des NDI
(Fenech 2000). Eastmond und Tucker beschrieben 1989 nach Blutentnahmen bei gesunden
méannlichen freiwilligen Probanden fir PBL eine dosisabhdngige Abnahme des NDI bei
in-vitro-Bestrahlung (0Gy, 1 Gy, 2 Gy, 3 Gy und 4 Gy). Verglichen mit anderen
genotoxischen Agenzien (z. B. Colchizin, Vinchristin) war die Abnahme des Index bei
Bestrahlung gering (Eastmond & Tucker 1989).

Das Verhalten des NDI im Rahmen einer in-vivo-Strahlenexposition wurde ebenfalls
beschrieben:

Jianlin et al. untersuchten 2004 24 Patienten mit RTx bei verschiedenen Tumorentitéten.

Blutentnahmen erfolgten vor RTx und nach Applikation von 10, 30 und 50 Gy. Der mittlere
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NDI nahm mit zunehmender RTx-Dosis ab (Werte im Verlauf der Blutentnahmen: 1,81; 1,72;
1,60; 1,54), was auf eine reduzierte Teilung der Lymphozyten hindeutete (Jianlin et al. 2004).
Mit den Ergebnissen im Rahmen der NS dieser Arbeit unmittelbar vergleichbare
Untersuchungen liegen nicht vor (Erfassung des NDI bzw. NDCI Jahre nach einer
Tumortherapie, nicht wahrend Tumortherapie). Vor Beginn der RCT lag der NDI auf einem
mit Jianlin’s Ergebnissen vergleichbaren Level (1,82 und 1,81). MutmaBlich (in dieser Arbeit
nicht untersucht) erfolgte durch die RCT, wie bei Jianlin et al. 2004 und bei in-vitro-
Untersuchungen beschrieben, ein Abfall des NDI zum Ende der Therapie hin. Der Wert des
NDI war vor RCT hoher als bei der 1. NS und stieg dann zur 2. NS (jedoch Wert noch
niedriger als vor RCT) hin an. Es kann vermutet werden, dass die Teilungsfahigkeit der
Lymphozyten durch die RCT beeinflusst wurde (Abfall des NDI) und sich im Laufe der Zeit
wieder erholte (Anstieg des NDI). Eine Mdglichkeit der Interpretation wére, dass der Effekt
bei beiden NS zu beobachten war, jedoch durch Erholungsprozesse bei der 2. NS weniger
ausgepragt war. Der Anstieg des NDI von 1. NS zu 2. NS war nicht statistisch signifikant.
Eine Erklarung konnten die niedrige Fallzahl (31 Proben) und ein langsames Ablaufen des
Erholungsprozesses mit nur im langeren Verlauf beobachtbaren Effekten sein.

Der NDCI erfasste den Status der Zellkultur genauer (Fenech 2005) als der NDI. Der
statistisch signifikante Unterschied zwischen NDI und NDCI bei BE 1y und BE 2y zeigte,
dass ein nicht zu vernachlassigender Anteil an Apoptosen und Nekrosen auch bis 2 Jahre nach
Ende der genotoxischen Therapie zu beobachten ist. Dies konnte ein Hinweis auf langfristige

Auswirkung des genotoxischen Einflusses der RTx auf die Population der Lymphozyten sein.

4.2 Zytogenetische Schaden und klinische Toxizitat nach Radio-(chemo-)therapie

Es wurde gepruft, ob bei Patienten mit einem hoheren Grad der Spéattoxizitat zum Zeitpunkt
der NS hohere MK-Ausbeuten vorlagen als bei Patienten mit Toxizitat geringeren Grades.

Es bestand kein statistisch signifikanter Zusammenhang flr die Hauttoxizitat (p=0,29 fur
BE 1y und p=0,50 fiir BE 2y). Die Analyse zeigte keinen signifikanten Zusammenhang fir
die Rektumtoxizitat (p=0,62 fir BE 1y und p=0,69 fur BE 2y). Bei der Gesamttoxizitat
bestand kein statistisch signifikanter Zusammenhang (p=0,56 fir BE 1y und p=0,83 fir
BE 2y).

Die Analyse zeigte fur die Blasentoxizitat einen statistisch signifikanten Zusammenhang bei
BE 1y (p=0,025), jedoch keinen bei BE 2y (p=0,45). Es konnte fur BE 1y ein signifikanter
statistischer Unterschied (p<0,01) zwischen MK-Ausbeuten bei Patienten ohne Spattoxizitat
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(Grad 0) und Patienten mit Spittoxizitdt (>Grad 1) gezeigt werden. Hinsichtlich dieser
Ergebnisse sollte dieses Organ weiter beobachtet werden.

Der Ansatz dieser Arbeit stand im Gegensatz zu vergleichbaren Fragestellungen anderer
Untersucher, so dass in der Literatur nur wenige direkt vergleichbare Arbeiten existierten.
Persistierende DNA-Schéden wurden in dieser Arbeit direkt zum Zeitpunkt der Ermittlung der
Spéttoxizitat (Blutentnahmen im Rahmen der NS) erfasst. Die Hypothese war, dass ein
persistierender DNA-Schaden direkt auf eine hohere Strahlensensitivitat der Patienten
hinweist, der sich an Lymphozyten (im MNT) und auch an anderen Geweben (Auftreten von
Spéttoxizitat) zeigte. Risikoorgane (z. B. Blase und Haut) wurden ebenso wie Blut und
Knochenmark als biologische Systeme bei gleichzeitiger Erfassung der DNA-Schéden und
der Spattoxizitat naturlichen Einflissen bis zum Zeitpunkt der Untersuchung tberlassen. Dies
war z. B. interessant, da es mdoglich wére, dass DNA-Reparaturmechanismen in den
Risikoorganen und im System aus Blut und Knochenmark verschiedene zeitabhingige
Verléufe oder unterschiedliche Gewebearten verschiedenes Proliferationsverhalten zeigten.
Der Vorteil des Ansatzes dieser Arbeit konnte also die Ermdglichung einer Abbildung dieser
Effekte sein. Andere Arbeiten verfolgten den Ansatz der Evaluation der zytogenetischen
Reaktion auf in-vitro-Bestrahlung im MNT durch Blutentnahmen vor Therapiebeginn. In den
folgenden Arbeiten konnten zum Teil Zusammenhange des AusmaRes der zelluléren Reaktion
mit auftretender Akut- und Spéttoxizitat nach Tumortherapie gezeigt werden:

Lee untersuchte 2003 die Korrelation der Radiosensitivitat von Lymphozyten mit Morbiditat
nach RTx des Beckens (MNT bei 38 Patienten mit Prostatakrebs vor Beginn der RTx). Die
PBL der Patienten wurden mit 1-4 Gy in vitro bestrahlt. Nebenwirkungen wurden nach im
Mittel 32,8 Monaten (wahrend RTx wdchentlich, die 2 folgenden Jahre alle 3 Monaten, dann
alle 6 Monate) erfasst. Lee fand einen signifikanten Unterschied bezliglich der MK-Ausbeute
zwischen Patienten mit Grad-1- oder niedriggradigeren Nebenwirkungen und Patienten mit
Grad-2- oder hohergradigeren Nebenwirkungen. Lee beschrieb die vor RTx bestimmbare
dosisabhéngige MK-Ausbeute nach in-vitro-Bestrahlung als signifikanten pradiktiven Faktor
far die Entwicklung gastrointestinaler oder Harn- und Geschlechtsorgane betreffender
Nebenwirkungen nach RTx des Beckens beim Prostatakarzinom (Lee TK et al. 2003).

Widel untersuchte 2003 mittels MNT das Blut von 55 Patienten mit fortgeschrittenem
Cervixkarzinom (Tele- und Brachytherapie) vor Beginn der RTx. Akut- und
Spatnebenwirkungen wurden erfasst und korreliert mit den MK-Ausbeuten nach Bestrahlung
mit 4 Gy in vitro. Widel fand eine grof3e interindividuelle Variabilitat hinsichtlich der MK-
Ausbeuten. Die mittlere MK-Ausbeute nach Bestrahlung mit 4 Gy war signifikant héher bei
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Patienten mit Akut- und/oder Spatnebenwirkungen als bei Patienten ohne Nebenwirkungen.
Eine signifikante Korrelation zwischen der MK-Ausbeute nach Bestrahlung mit 4 Gy und der
Schwere der Akut- und Spatreaktionen wurde beschrieben. Widel bewertete den MNT in der
angewandten Form wegen der groRen Uberlappung der Ausbeuten bei Patienten mit hoch-
und niedriggradigen Spéatnebenwirkungen als nicht zu empfehlen fur routinierte klinische
Anwendungen (Widel et al. 2003).

Rached konnte 1998 keinen Zusammenhang zwischen Auftreten von Kklinischer Toxizitat und
zytogenetischen Schaden im MNT zeigen: Er verglich die MK-Ausbeute nach in-vitro-
Bestrahlung mit 4 Gy bei 15 Patienten mit Therapieabbruch einer RTx wegen schwerer
Akutreaktionen, 15 Patienten mit RTx ohne Akutreaktionen und 15 Gesunden
(Kontrollgruppe). Die Blutentnahmen erfolgten bei den Patienten ohne Reaktionen vor und
am Ende der RTx und bei den Patienten mit Nebenwirkungen bei Abbruch der Therapie. Die
durchschnittlich durch die Bestrahlung induzierte MK-Anzahl war signifikant hoher bei der
Studiengruppe als bei der Kontrollgruppe. Es gab keinen Zusammenhang zwischen MK-

Ausbeuten und dem Auftreten von Akutnebenwirkungen (Rached et al. 1998).

4.3 Einflussvariablen: Biologische Faktoren und Bestrahlungsplanung

4.3.1 Alter und Geschlecht

Das mittlere Patientenalter bei Therapiebeginn betrug 62,5 Jahre, das Altersmaximum 82
Jahre und das Altersminimum 41 Jahre. Das Alter der Patienten hatte keinen statistisch
signifikanten Einfluss auf die MK-Ausbeuten (Korrelationsanalyse: rs=0,24 und p=0,12 fir
BE 1y, r:=0,28 und p=0,12 fiir BE 2y).

Es konnte gezeigt werden, dass das Geschlecht (28 Manner, 20 Frauen) bei BE 1y einen
statistisch signifikanten (p=0,03; MK-Ausbeute bei Frauen 25% hdoher) Einfluss auf das Level
der persistierenden zytogenetischen Schaden nach der RCT hatte, jedoch nicht bei BE 2y
(p=0,19; MK-Ausbeute bei Frauen 28% hoher).

Mehrere Untersuchungen konnten seit 1985 einen Effekt von Alter oder Geschlecht auf die
Ergebnisse des MNT zeigen:

Bonassi untersuchte 1995 den Einfluss des Geschlechts auf zytogenetische Endpunkte. Er
flhrte eine Metaanalyse durch (>2000 Probanden), die Ergebnisse der vorangegangenen
Jahrzehnte (1969-1993) bezogen auf Schwesterchromatidaustausche,

Chromosomenaberrationen und MK  berlcksichtigte. ~ Zur  Untersuchung  der
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Geschlechtsunterschiede wurden Confounder wie Alter, Rauchen und Exposition am
Arbeitsplatz korrigiert. Bonassi fand keine signifikanten Unterschiede zwischen Méannern und
Frauen flr Schwesterchromatidaustausche und Chromosomenaberrationen. Fir MK fand er
eine um 29% hohere Rate bei Frauen. Der Unterschied zwischen den Geschlechtern sei im
Alter unter 44 Jahren sehr limitiert und trete in den folgenden Dekaden stérker auf, so dass die
Unterschiede in Studien mit jlingeren Populationen deswegen nicht messbar sein kdnnten
(Bonassi et al. 1995).

Surrallés und Natarajan untersuchten 1997 die Variabilitat der Ergebnisse von 30 Laboren in
Europa bezogen auf den MNT. Sie beschrieben Alter und Geschlecht der Probanden als
wichtigsten Storfaktor fir das Auftreten von MK. Die Anzahl der MK pro 1000 Zellen stieg
im Durchschnitt um 0,17 pro Lebensjahr (Surrallés & Natarajan 1997).

Fenech und Morley untersuchten 1985 und 1986 den Effekt des Alterns auf die Ergebnisse
des MNT. Sie untersuchten 1985 103 gesunde Probanden und fanden eine etwa 4-fache
Erh6hung der MK-Ausbeute bei 80jéhrigen in Relation zu Neugeborenen. Sie bestrahlten die
Lymphozyten der Probanden in vitro und behandelten sie mit dem Zytostatikum
Mitomycin C. Die Bildung von MK war nach der Behandlung bei alteren Individuen im
Gegensatz zu jungeren vermindert (Fenech & Morley 1985b). Fenech und Morley
beschrieben 1986 eine Zunahme der spontanen Rate an MK in der Altersgruppe von 20 bis 85
Jahren (42 Individuen) um 4,3% pro Jahr (Fenech & Morley 1986).

Awa  konnte 1978  keinen  Effekt des  Alters auf  Ergebnisse  der
Chromosomenaberrationsanalyse zeigen. Er untersuchte Uberlebende der
Atombombenabwiirfe auf Hiroshima und Nagasaki, fur die es Abschatzungen der erhaltenen
Strahlendosis gab. Awa bildete 2 Altersgruppen innerhalb des Kollektivs und fand keinen
statistisch signifikanten Unterschied zwischen Probanden unter 30 Jahren und Probanden uber
30 Jahren, weder in der Kontroll- noch in der Studiengruppe (Awa et al. 1978).

In dieser Arbeit (MK-Ausbeute bei Frauen 25% (BE 1y) bzw. 28% (BE 2y) hoher als bei
Mannern) wurden mit Bonassis Untersuchungen (29% hohere MK-Ausbeute bei Frauen)
vergleichbare Ergebnisse fur die MK-Ausbeuten gefunden. Das mittlere Alter des Kollektivs
betrug 62,5 Jahre, so dass es altersmallig nach Bonassi geeignet (Effekt des Alterns unter 44
Jahren sehr limitiert) war, um die geschlechtsbezogenen Unterschiede abzubilden.

Der in dieser Arbeit beschriebene geschlechtsabhéngige Unterschied war nur bei BE 1y
statistisch signifikant, nicht bei BE 2y. Eine Erklarung kdnnte die auch im Vergleich zu den

beschriebenen Arbeiten (2131 Patienten mit MNT bei Bonassi; Ergebnisse von 30 Laboren
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bei Surrallés und Natarajan) niedrige Fallzahl liefern, die bei BE 2y (31 Individuen) nicht und
bei BE 1y (43 Individuen) gerade ausreicht zur Diskrimination des Unterschiedes.
Unterschiedliche Ergebnisse kdnnten durch verschiedene Altersstrukturen der Kollektive
(41 bis 82 Jahre in der vorliegenden Arbeit vs. Neugeborene und 80jahrige bzw. 20-85jahrige
bei Fenech & Morley vs. Vergleich von Individuen tber 30 Jahren und unter 30 Jahren bei
Awa) und Art oder Anwesenheit von genotoxischem Einfluss bedingt sein. Die in dieser
Arbeit untersuchten Patienten erfuhren samtlich ein vergleichbares genotoxisches Ereignis in
vivo in Form einer multimodalen Tumortherapie. Awa untersuchte ein Kollektiv nach in-vivo-
Strahlenexposition durch Atombombenabwiirfe und konnte ebenfalls keinen Effekt des Alters
zeigen. Fenech und Morley fiihrten die BLZ 1985 in vitro einer genotoxischen Behandlung zu
(Mitomycin C) und untersuchten 1986 die MK-Raten bei Gesunden. In beiden Féllen konnte
ein Effekt des Alters auf die Ausbeuten im MNT gezeigt werden.

Eine  Zusammenschau der Ergebnisse all dieser Untersuchungen (Nachteil:
studienubergreifender Vergleich) konnte das Fehlen des altersabhdngigen Unterschieds der
MK-Ausbeuten im Kollektiv der vorliegenden Arbeit erklaren: Altere Patienten hatten
spontan eine hohere Rate zytogenetischer Schéden (Fenech & Morley 1986, Surrallés &
Natarajan 1997). Gleichzeitig reagierten die BLZ im Alter mit einer weniger ausgepragten
MK-Bildung nach genotoxischer Behandlung (in-vitro-Exposition mit Mitomycin C,
Fenech & Morley 1985b). Die beiden Effekte konnten gemeinsam dazu gefiihrt haben, dass

altersabhéngige Unterschiede in dieser Arbeit nicht nachzuweisen waren.

4.3.2 Bestrahlungsart und Bestrahlungsvolumina

Die Prifung eines Zusammenhangs zwischen Bestrahlungsart und MK-Ausbeuten zeigte fur
BE 1y keinen signifikanten Unterschied (p=0,11) zwischen Patienten, die 3D-konformal
bestrahlt wurden (37 Patienten), und Patienten, bei denen eine andere Bestrahlungsart (IMRT,
VMAT, VMAT und 3DCRT) angewandt wurde (6 Patienten). Fir BE 2y konnte der
Zusammenhang nicht geprift werden, da alle Patienten 3D-konformal bestrahlt wurden.

Die Korrelationsanalyse wurde durchgefuhrt fir die MK-Ausbeute in Abhangigkeit vom
Rektumzielvolumen bzw. vom bestrahlten Rektumvolumen. Die Analyse zeigte keine
statistische Abhangigkeit der MK-Ausbeuten von der Grolie der Rektumzielvolumina bzw.

der bestrahltem Rektumvolumina (Rektumzielvolumen: BE 1y: rs=0,07 und p=0,64; BE 2y:
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=0,09 und p=0,63; bestrahltes Rektumvolumen: BE 1y: rs=0,16 und p=0,31,;
BE 2y: r,=0,097 und p=0,61).

Die IMRT-Technik erlaubt die Applikation von Dosis in einem Tumor bei Vermeidung oder
Limitierung von Dosis fur kritische Strukturen. Die Anwendungszeit des IMRT kann langer
sein als die von 3DCRT, je nach Planungsparametern. VMAT st eine spezifische Form der
IMRT mit um den Patienten rotierender Gantry und sich dabei bewegenden
Multilamellenkollimatoren (McGarry et al. 2010).

Arbea et al. verglichen 2010 IMRT und 3DCRT bei lokal fortgeschrittenem Rektumkarzinom
in Bezug auf Dosimetrie und klinische Inhalte. IMRT-Plane verbesserten die Konformitat mit
dem Zielvolumen und verringerten die Bestrahlung der Risikoorgane auf Kosten von erhéhter
Heterogenitat des Bestrahlungsziels. IMRT-Plane erhdhten das mit 5 Gy oder weniger
bestrahlte Korpervolumen und verringerten das mit 20 Gy oder mehr bestrahlte VVolumen
(Arbea et al. 2010).

Diese Unterschiede verschiedener Bestrahlungsarten z. B. hinsichtlich der Dosisverteilung
legten eine Prifung des Zusammenhangs mit der biologischen Wirksamkeit (MK-Induktion)
nahe. Hartel et al. konnten 2010 eine Beeinflussung der Induktion zytogenetischer Schaden
durch unterschiedliche Bestrahlungsarten und Grél3en von Bestrahlungsvolumina zeigen:

Die Untersuchung erfasste chromosomale Aberrationen (Giemsa-Farbung und FISH-Analyse)
in PBL von Prostatakarzinom-Patienten (zum Teil mit Lymphknotenbestrahlung). 20
Patienten erhielten entweder einen Kohlenstoffionen-Boost mit IMRT im Anschluss oder
alleinige IMRT. Die zytogenetischen Schéden wurden zu verschiedenen Zeitpunkten wéahrend
der RTx untersucht. Es wurden in-vitro-Dosiseffektkurven (Blutentnahmen vor RTx) fir die
Induktion  zytogenetischer Schaden durch Rontgenstrahlen und Kohlenstoffionen
verschiedener Energien erstellt. Die Ausbeute an Aberrationen in vivo stieg wahrend der RTX,
wobei die Rate bei vergleichbaren Zielvolumina bei Kohlenstoffionen-Therapie mit IMRT
niedriger war als bei alleiniger IMRT. Bei groReren Zielvolumina traten mehr Aberrationen
auf. Hartel folgerte, dass die reduzierte integrale Dosis am Normalgewebe zu einer geringeren
Anzahl an Aberrationen bei Nutzung eines Kohlenstoffionen-Boosts im Gegensatz zu
alleiniger IMRT fiihrte (Hartel et al. 2010)

In dieser Arbeit (3DCRT vs. IMRT und VMAT und VMAT mit 3DCRT) wurden andere
Techniken gegenubergestellt als bei Hartel (IMRT vs. IMRT mit Kohlenstoffionen-Boost)
und es konnte kein Einfluss der Bestrahlungsart auf die MK-Ausbeuten gezeigt werden.
Starkere Ausmalle der Reduzierung der Normalgewebs-Dosis bei Hartel koénnten die

unterschiedlichen Ergebnisse erklaren. Der Vergleich der integralen Dosen wirde weitere
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Untersuchungen erfordern. Hartel fand im Gegensatz zu dieser Arbeit eine gréliere Ausbeute
an Aberrationen fur groflere Zielvolumina. Z. B. grofiere Unterschiede der Zielvolumina
(interindividuell homogene Zielvolumina in dieser Arbeit: relative Standardabweichung 1,5%
vs. Patienten ohne (Zielvolumina 73-174 cm® und mit (Zielvolumina 722-1247 cm?®)
Lymphknotenbestrahlung) innerhalb des Kollektivs bei Hartel oder unterschiedliche
biologische Wirksamkeit der Bestrahlungsarten konnten diesen Unterschied erklaren.

Weitere Untersuchungen konnten neben Hartel et al. eine Abhédngigkeit der Ausbeute
zytogenetischer Schaden von der Grol3e der Bestrahlungsvolumina zeigen:

Durante et al. zeigten 1999 bei 30 Patienten (RTx bei verschiedenen Tumorentitaten) eine
Abhéngigkeit der Ausbeuten an Chromosomenaberrationen (Vergleich des induzierten
Schadens mit pratherapeutischen in-vitro-Kurven) von der FeldgroRe (Durante et al. 1999).
Lee et al. zeigten 2004 bei 20 Patienten (Kohlenstoffionen-Therapie bei Bronchialkarzinom)
mittels CAA eine Abhédngigkeit der Ausbeute zytogenetischer Schaden vom Zielvolumen
(Lee R et al. 2004).

4.3.2.1 Biologische Kompartimente und MK: Induktion und zeitlicher Verlauf

Es wurde geprift, ob der Zeitpunkt der BE in Relation zur vorangegangenen Tumortherapie
die Ausbeute zytogenetischer Schéden beeinflusste. Der zeitliche Abstand zwischen
Operation und BE (BE 1ly: Spearman’scher Rang-Korrelations-Koeffizient r;=0,16 (p=0,30);
BE 2y: r;=0,03 (p=0,88)) oder zwischen Ende der CTx und BE (BE 1y: rs=0,005 (p=0,98); BE
2y: 1s=0,19 (p=0,31)) korrelierte nicht mit den MK-Ausbeuten.

Mehrere  Arbeiten diskutierten pathophysiologische Hintergriinde der Entstehung
zytogenetischer Schaden an PBL durch Betrachtung der einzelnen biologischen
Kompartimente im Bestrahlungsvolumen. Biologische Unterschiede zwischen Patienten und
eine Vermischung der im Folgenden beschriebenen Effekte konnten zeigen, warum eine
isolierte Betrachtung z. B. der GroRe der Bestrahlungsvolumina oder der Zeitabstande zur
Tumortherapie nicht die interindividuellen Unterschiede der MK-Ausbeuten in dieser Arbeit
erklarte.

Hinsichtlich der direkten Strahleneffekte an im Blut des Bestrahlungsvolumens zirkulierenden
PBL ist deren Lebensdauer relevant:

Bogen untersuchte 1993 die Lebensspanne humaner peripherer T-Lymphozyten durch
Ableitung von zytogenetischen und zytotoxischen Strahleneffekten. Langlebige

»~Memory-T-Zellen” waren nicht homogen bezogen auf die Lebensspanne, T1-Zellen lebten
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im Mittel 1,1 Jahre und T2-Zellen im Mittel 6,3 Jahre. T1-Zellen bildeten etwa 60% der
zirkulierenden T-Lymphozyten und etwa 9% von ihnen konvertierten pro Jahr in langlebige
T2-Zellen (Bogen 1993).

Es wurde eine Assoziation der Strahlendosis des blutbildenden Knochenmarks mit Schéaden
an PBL diskutiert:

Heinze et al. fanden bei PBL (Giemsa-Bé&nderung, Karyotypisierung) 5 Jahre nach einem
Ereignis (Ganzkorperbestrahlung und Knochenmarktransplantation) konstante Aberrationen.
Ein grofRer Teil stammte von strahlengeschadigten und klonal expandierenden Stammzellen
ab (Heinze et al. 1995). Catena versuchte 2000 (unter anderem mittels MNT), die Dosis, die
Patienten nach lod-131-Therapie erhalten hatten, abzuschéatzen. Er beschrieb eine Korrelation
der Knochenmarkdosis mit dem an PBL gemessenen Schaden (Catena et al. 2000).
Schmidberger et al. diskutierten die Strahlenwirkung auf PBL und Knochenmarkstammzellen:
Bei Bestrahlung eines kleinen Knochenmarkvolumens mit hohen Dosen Uberlebten wenige
Stammzellen mit stabilen Aberrationen. Direkt nach RTx messbare Aberrationen wéren auf
Schaden an PBL zurlickzufihren und verschwanden mit der Zeit durch die nattrliche
Halbwertszeit der PBL. AnschlieRend brachten Stammzellen wenig alterierte PBL hervor und
Strahlenschdden wéren nicht messbar. Bei Bestrahlung grofRer Knochenmarkvolumina
uberlebte eine groBe Anzahl an Stammzellen mit stabilen Aberrationen und eine Population
von PBL zeigte persistierende zytogenetische Schaden (Schmidberger et al. 2001).

Es wurde der Effekt der Strahlenwirkung auf Lymphknoten diskutiert:

D’Alesio et al. untersuchten 2003 22 Mammakarzinom-Patienten mit brusterhaltender
Therapie und adjuvanter RTx (CAA; Blutentnahmen vor, wéhrend und am Ende der RTX).
Feldgrole, vorangegangene CTx und Therapiemorbiditdt erklarten nicht die grole
interindividuelle  Variabilitit der zytogenetischen Schéden. Die Ausbeute an
Chromosomenaberrationen am Ende der Therapie war signifikant héher in der Gruppe ohne
Lymphknotenentnahme im Rahmen der Operation als bei Patienten mit >10 entfernten
Lymphknoten. D’Alesio schloss, dass die Anzahl der residuellen Lymphknoten im
Bestrahlungsgebiet eine wichtige Rolle spielte. Lymphozyten migrierten vom Blut in
lymphatische Gewebe und zuriick ins Blut. So fihrte die chirurgische Entfernung von
Lymphknoten aus dem Bestrahlungsgebiet zu einer geringeren Anzahl von Zielzellen und
somit zu niedrigeren Ausbeuten in der CAA (D’Alesio et al 2003).

Im Weiteren erfolgt ein Transfer der genannten Aspekte auf die Ergebnisse der vorliegenden
Acrbeit:
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Vor RTx waren die MK-Ausbeuten niedriger und am Ende der RTx héher als bei den NS. Die
MK-Ausbeuten sanken von 1. NS zu 2. NS. Der Anstieg im Verlauf der Therapie kdnnte
dabei auf direkte Schaden an PBL (im MNT in erster Linie T-Lymphozyten) und Schéden an
Knochenmarkstammzellen zurtickgefihrt werden. In den 2 Jahren nach Ende der RTx konnte
eine sukzessive Erholung von PBL wund Stammzellen erfolgen (Absinken der
MK-Ausbeuten). Ebenso kdnnten Sch&den an Stammzellen konstant bleiben (entsprechend
Heinzes Untersuchungen) und der Effekt des Absinkens der MK-Ausbeuten beruhte nur auf
der Reduktion der Schéden an PBL durch T-Lymphozyten-Umsatz im peripheren Blut
(mittlere Lebensspanne von T1-Zellen 1,1 Jahre; entsprechend 60% der zirkulierenden
T-Lymphozyten; Bogen 1993).

Catena zeigte, dass das Ausmal der zytogenetischen Schaden mit der Knochenmarkdosis
korrelierte. Die in dieser Arbeit untersuchten Bestrahlungsvolumina spiegelten nicht die
Knochenmarkdosis wider. Bei der RTx des Beckens konnten interindividuelle anatomische
Unterschiede (z. B. Winkel der Beckenkippung) oder Unterschiede der regionalen Verteilung
des blutbildenden Knochenmarks (bei Erwachsenen in verschiedenen Untersuchungen z. B.
Anteil des aktiven Knochenmarks eines Individuums im Becken zwischen 17,1% und 39,0%;
Cristy 1981) eine Rolle spielen. Fiur die Frage nach einem Zusammenhang mit den MK-
Ausbeuten waren also weitere Untersuchungen beziglich der Dosisbelastung des aktiven
Knochenmarks erforderlich.

D’Alesio fand eine Abhéngigkeit der Ausbeute zytogenetischer Schiden bei
Mammakarzinom-Patienten von der nur bei einem Teil der Patienten durchgefuhrten
operativen Lymphknotenentnahme im Vorfeld der adjuvanten RTx. Beim Kollektiv dieser
Arbeit waren die Feldgrenzen streng anatomisch definiert bei neoadjuvanter RCT (keine
Lymphknotenentnahme vor RCT). Unterschiedliche MK-Ausbeuten koénnten durch
physiologische Variation des Lymphknotenbesatzes im Becken (Jensen et al. 2010: Hinweise
auf physiologische Variation des Lymphknotenbesatzes im Becken bei Patienten mit
Blasenkarzinom) und somit physiologische Unterschiede der Zahl transmigrierender

Lymphozyten erklart werden.
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4.4 Ausblick

Die KFO 179 (biologische Grundlage der individuellen Tumor-Antwort bei Patienten mit
Rektumkarzinom) untersucht mit Unterstiitzung der DFG (Deutsche
Forschungsgemeinschaft) an der Universitaitsmedizin Gottingen interdisziplindr den
molekularbiologischen Hintergrund der Therapieerfolge bei einzelnen Patienten verbunden
mit individuellen Nebenwirkungen. Ziel ist eine individualisierte Therapie des
Rektumkarzinoms. Ergebnisse sollen helfen, Therapieerfolge und Nebenwirkungen zu
antizipieren. Response(Wirkungs)- und Toxizitats(Nebenwirkungs)-Scores kdnnten im
Rahmen einer personalisierten Medizin eine adaptierte Therapie ermdglichen. Ziele sind ein
grolRerer Therapieerfolg und eine héhere Lebensqualitat der Patienten.

Fur das in dieser Arbeit untersuchte Patientenkollektiv wurden schon Daten verdffentlicht, die
zum einen klinische Pradiktoren fir das Ausmal} auftretender Akuttoxizitdt durch die
neoadjuvante RCT (Wolff et al. 2011a) und zum anderen den Zusammenhang des Grades der
Akuttoxizitat mit dem Tumorregressionsgrad beschreiben (Wolff et al. 2010):

Wolff et al. beschrieben 2011 klinische Parameter wie Geschlecht und Body-Mass-Index als
geeignete Indikatoren flr individuelle Risikoprofile in Bezug auf Therapie-induzierte
Toxizitat. Die Untersuchung involvierte 196 Patienten mit lokal fortgeschrittenem
Rektumkarzinom (UICC-Stadium Il und 111) und multimodalem Therapiekonzept mit
neoadjuvanter RCT, qualitatskontrollierter Tumorresektion (TME) nach onkologischen
Kriterien und adjuvanter CTx. Die préoperative RTx erfolgte mit insgesamt 50,4 Gy und die
neoadjuvante CTx bestand aus 5-FU in Monotherapie oder aus einem intensivierten Regime
mit zusétzlich Oxaliplatin. Therapieinduzierte Akuttoxizitdt wurde wochentlich erfasst und
Toxizitats-Grade >3 (CTC-Kriterien) fir Hautreaktionen, Zystitis, Proktitis oder Enteritis
wurden als hohergradige Organtoxizitat gewertet. Wolff fand eine signifikant hohere Rate
akuter Toxizitat bei Patienten, die zusétzlich Oxaliplatin erhielten verglichen mit 5-FU-
Monotherapie (p=0,009). Frauen mit niedrigem Body-Mass-Index wurden als Subgruppe mit
hochstem Risiko fur Akuttoxizitat identifiziert. Die Ergebnisse konnten helfen, Patienten
individualisierten Therapieschemata verschiedener Intensitét zuzufuhren (Wolff et al. 2011a).
Wolff fand 2010 im Rahmen des Teilprojektes 6 der KFO 179 ,hohergradige akute
Organtoxizitat wéhrend préoperativer Radiochemotherapie als positive[n] Pradiktor fir
komplette histopathologische Regression in der multimodalen Behandlung von lokal
fortgeschrittenen Rektumkarzinomen* (Wolff et al. 2010, S.30). ,,[Es] wurden 120 Patienten

behandelt. Die préoperative Behandlung bestand aus einer normofraktionierten Radiotherapie
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mit einer Gesamtdosis von 50,4 Gy und entweder zwei Zyklen 5-Fluorouracil (5-FU) oder
zwei Zyklen 5-FU und Oxaliplatin. Die Toxizitdt wahrend der Behandlung wurde
wadchentlich untersucht. Jede Toxizitdt >Grad 2 nach CTC (Common Toxicity Criteria) in
Form von Enteritis, Proktitis oder Zystitis wurde dabei als hdhergradige Organtoxizitét
gewertet (Wolff et al. 2010, S. 30f). Wolff fand eine ,,signifikante Korrelation zwischen
hohergradiger akuter Organtoxizitat und kompletter Tumorregression, [...] unabhangig von
anderen Faktoren wie z. B. dem préoperativen Chemotherapieregime. Die Wahrscheinlichkeit
fur die Patienten mit hohergradigen Nebenwirkungen, eine histopathologische
Komplettremission zu entwickeln, war mehr als dreimal hoher als fur Patienten ohne
Toxizitat” (Wolff et al. 2010, S.30).

Die Untersuchungen der KFO zielen darauf ab, Toxizitat und Therapieerfolge individuell zu
antizipieren zur Anpassung von Art und Intensitdt der multimodalen Therapie. In dieser
Arbeit wurde gepruft, ob Patienten mit hoherem Grad der Spatnebenwirkungen auch héhere
MK-Ausbeuten zeigten. DNA-Schéden (untersucht mittels MNT) wurden im Rahmen der
jahrlichen NS zu denselben Zeitpunkten wie die Spattoxizitat nach LENT/SOMA-KTriterien
erfasst, so dass beide Variablen zu definierten Zeitpunkten und im Verlauf der NS in
Beziehung zueinander gesetzt werden konnten.

Es fiel eine interindividuelle Variabilitdt der MK-Ausbeuten bei den NS auf, die durch
biologische und klinische Faktoren (Patientenalter und —geschlecht, Bestrahlungsart, Grofiie
von bestrahltem Rektumvolumen und Rektumzielvolumen, Zeitabstand der NS zum Ende der
CTx bzw. zur Operation) nur zu einem kleinen Teil (Effekt des Geschlechts bei 1. NS) erklart
wurde. Gleichzeitig korrelierten die MK-Ausbeuten der beiden NS bei Betrachtung des
Verlaufs einzelner Patienten (intraindividuell).

Die statistische Analyse zeigte bei der ersten NS fiir die Ausbeute an MK und den Grad der
aufgetretenen Blasentoxizitat (nach LENT/SOMA-KTriterien) einen statistisch signifikanten
Zusammenhang. Patienten mit Spittoxizitdt (>Grad 1) hatten signifikant hohere MK-
Ausbeuten als Patienten ohne Spéattoxizitat (Grad 0).

Weitere Untersuchungen der KFO 179 konnten den Zusammenhang zwischen
zytogenetischen Schéden und klinischen Faktoren auf der einen Seite und Therapieerfolgen
und Nebenwirkungen auf der anderen Seite differenzierter darstellen. So kénnten es weitere
Erkenntnisse in Zukunft ermdglichen, all diese Variablen in Response(Wirkungs)- und
Toxizitats(Nebenwirkungs)-Scores  zu  integrieren und so  Therapieerfolge und
Nebenwirkungen schon vor Therapiebeginn oder wéhrend der Therapie zu antizipieren. Dies

kdnnte in Zukunft eine individualisierte Tumortherapie ermoglichen.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden 48 Patienten nach multimodaler Tumortherapie bei lokal
fortgeschrittenem Rektumkarzinom im Rahmen der CAO/ARO/AIO-04-Studie untersucht.
Die Patienten wurden neoadjuvant radiochemotherapiert und entweder in Arm A mit 5-FU
(1. und 5. RTx-Woche, 1000 mg/m?Tag) oder in Arm B mit 5-FU und Oxaliplatin (5-FU Tag
1-14 und Tag 22-35, 250 mg/m?/Tag; Oxaliplatin Tag 1,8,22,29, 50 mg/m?%Tag) zusétzlich
zur Bestrahlung mit 50,4 Gy (1,8 Gy/Tag; 3DCRT oder IMRT oder VMAT oder VMAT und
3DCRT) behandelt. Bei Nachsorgeuntersuchungen (NS) 1 und 2 Jahre nach Therapieende
wurde die Spattoxizitat nach LENT/SOMA-Kriterien erfasst. Blutproben wurden akquiriert
zur Durchfuhrung des Mikronukleustests (MNT), eines zuverlassigen und einfach
durchfiihrbaren Tests zur Darstellung genomischer Schaden in peripheren Blutlymphozyten
(PBL). Innerhalb des Kollektivs trat eine interindividuelle Variabilitat der Mikrokern(MK)-
Ausbeuten auf, die nur zum Teil (Effekt des Geschlechts bei BE 1y) durch Patientenalter und
-geschlecht, Bestrahlungsart und —volumina und Zeitpunkte der NS erkléart werden konnte.
Bezogen auf einzelne Patienten traten im Verlauf der NS konstant hohe bzw. niedrige MK-
Ausbeuten auf. Im Vorfeld konnte eine Zunahme der MK-Ausbeuten im Verlauf der RCT
gezeigt werden (Helms 2010; Hennies 2010; Wolff et al. 2011b). Die MK-Ausbeuten waren
jeweils 1 Jahr und 2 Jahre nach Ende der RCT signifikant (p<0,0001) Gber dem Level von vor
Beginn der RCT. Die MK-Ausbeuten lagen bei beiden NS signifikant (p<0,0001) unter dem
Level des Endes der RCT. Fur die Gesamt-, Rektum- und Hautspattoxizitat bestand keine
Korrelation mit dem Ausmal’ der MK-Ausbeuten. Die Befunde im Bereich der Blase sollten
weiter beobachtet werden, da ein Zusammenhang zwischen dem Grad der Blasenspattoxizitat
und den MK-Ausbeuten bei der 1. NS bestand.

Auf der einen Seite kann vermutet werden, dass genetische Faktoren (Radiosensitivitat)
interindividuelle Schwankungen der MK-Ausbeuten erklaren kénnten. Auf der anderen Seite
konnten dezidiertere Kenntnisse der Einflussvariablen (z. B. integrale Dosis des
Knochenmarks) zur Klarung beitragen. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten die
Kenntnis der Relation experimentell darstellbarer zytogenetischer Schaden und Klinischer

Folgen einer multimodalen Tumortherapie bei einzelnen Patienten verbessern.
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Tabelle 15: LENT/SOMA-KTriterien fur die Haut (LENT Conference 1995, S.1091)

Grad 1 Grad 2 Grad 3 Grad 4
Rauigkeit Asymptomatisch | Symptomatisch | Konstante -
Aufmerksam-
keit benotigt
Empfindungen Juckreiz, Intermittierend |Persistierend | Stark einschrankende
Hypersensitivitat | Schmerz Schmerz Stérung
Odeme Asymptomatisch | Symptomatisch | Sekundare Totale Dysfunktion
Dysfunktion
Haarausfall Ausdiinnung Stellenweise, | Komplett, -
Permanent Permanent
Pigment- Voriibergehend, |Permanent, - -
veranderung leicht merklich
Ulzera/Nekrosen |Nur Epidermis | Bis in Dermis | Subkutan Knochen liegt frei
Teleangiektasie | Gering Moderat Ausgepragt -
Fibrose/Narbe Asymptomatisch | Symptomatisch | Sekundare Totale Dysfunktion
Dysfunktion
Atrophie Asymptomatisch | Symptomatisch | Sekundare Totale Dysfunktion
Dysfunktion

Trockenheit

Medikamente

notig

Empfindungen

Intermittierend

Medikamente

Kontinuierlich

Medikamente

Chirurgische

Intervention

notig

Ulzera - - Medikamente | Chirurgische
notig Intervention
Odeme - - Medikamente | Chirurgische

Intervention

Fibrose/Narbe

Medikamente

notig

Chirurgische

Intervention

Farbfotographien

Erkennen von Verdnderungen der Erscheinung

(doppelte Striche trennen die Einteilung in subjektiv, objektiv, Management und Analytik)
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Tabelle 16: LENT/SOMA-KTriterien fur das Rektum (LENT Conference 1995, S.1073)

Grad 1 Grad 2 Grad 3 Grad 4

Tenesmen Gelegentlicher | Intermittierender | Persistierender | Refraktarer Drang
Drang Drang Drang

Schleimhaut- | Gelegentlich Intermittierend Persistierend Refraktér

abgang

Sphinkter- Gelegentlich Intermittierend Persistierend Refraktéar

kontrolle

Stuhlfrequenz | 2-4/d 4-8/d >8/d Unkontrollierte

Diarrho

Schmerz Gelegentlich, Intermittierend, Persistierend, Refraktar, qualend
milde tolerierbar intensiv

Blutung Okkult >2x/Woche Taglich Ausgepragt

Ulzeration Superfiziell <I cm” | Superfiziell >1 cm® | Tiefes Ulkus Perforation, Fistel

Striktur >2/3 des 1/3-2/3 des <1/3 des Komplette
normalen normalen normalen Obstruktion
Durchmessers Durchmessers mit | Durchmessers
mit Dilatation Dilatation

Tenesmen/ <2 >2 >2 Chirurgische

Stuhlfrequenz | Antidiarrhoika | Antidiarrhoika pro | Antidiarrhoika | Intervention/
pro Woche Woche pro Tag Permanent

Kolostomie

Schmerz Gelegentlich Regelmalig Regelmalig Chirurgische
Medikamente Medikamente Medikamente Intervention
(nicht- (nicht-narkotisch) | (narkotisch)
narkotisch)

Blutung Gabe von Gelegentlich Regelmalig Chirurgische
Stuhlweich- Transfusion Transfusion Intervention/
macher, Permanent
Eisentherapie Kolostomie

Ulzeration Diét- Gelegentlich Steroide per Chirurgische
modifikation, Steroide Klysma, Intervention/
Stuhlweich- hyperbarer Permanent
macher Sauerstoff Kolostomie
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Striktur Diatmodifikation | Gelegentlich RegelméRig Chirurgische
Dilatation Dilatation Intervention/

Permanent

Kolostomie
Sphinkter- Gelegentlich Intermittierend Persistierend Chirurgische
kontrolle Einlagen nétig | Einlagen Einlagen Intervention/

Permanent

Kolostomie

Proktoskopie

Zugang zu Lumen und mukosaler Oberflache

CT

Zugang zu Wanddicke, Héhlen- und Fistelbildung

MRT Zugang zu Wanddicke, Hohlen- und Fistelbildung

Anal- Erfassung der Druckcharakteristika des anorektalen Systems
manometrie

Ultraschall Zugang zu Wanddicke und Fistelformation

(doppelte Striche trennen die Einteilung in subjektiv, objektiv, Management und Analytik)




6. Anhang

Tabelle 17: LENT/SOMA-KTriterien fur Blase und Urethra
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LENT Conference 1995, S.1077)

Kauterisation

Grad 1 Grad 2 Grad 3 Grad 4
Dysurie Gelegentlich, Intermittierend, | Persistierend, Refraktér, qualend
minimal tolerabel intensiv
Frequenz Intervalle 3-4h | Intervalle 2-3h | Intervalle 1-2h | Stlindlich
Hamaturie Gelegentlich Intermittierend | Persistierend, Refraktar
mit Koagel
Inkontinenz <wochentlich <taglich <2 Unterlagen | Refraktér
pro Unterwasche
und Tag
Abgeschwach- | Gelegentlich, Intermittierend | Persistierend, Komplette
ter Strahl milde inkomplett Obstruktion
Hamaturie Mikroskopisch, | Intermittierend | Persistierend Refraktér,
Hb normal makroskopisch, | makroskopisch,
<10% 10-20% >20%
Hb-Abfall Hb-Abfall Hb-Abfall
Endoskopie Stellenweise Konfluierende | Ulzerationen in | Perforation,
Atrophie  oder | Atrophie  oder |den Muskel Fistel
Teleangiektasie | Teleangiektase
ohne Blutung mit Blutung
Maximal- >300-400 cm®  [>200-300 cm®  |>100-200 cm®  [<100 cm®
volumen
Residual- 25 cm’ >25-100 cm® >100 cm® -
volumen
Dysurie Gelegentlich RegelméRig RegelméRig Chirurgischer
Medikamente Medikamente Medikamente Eingriff
(nicht-narkotisch) | (nicht-narkotisch) | (narkotisch)
Frequenz Medikamentose | Gelegentlich RegelmaRig Zystektomie
Alkalisierung Spasmolytika Narkotika
Hamaturie Eisentherapie Gelegentlich Oft Chirurgischer
Transfusion Transfusion Eingriff
oder oder
Einzel- Koagulation
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Inkontinenz Gelegentlich Intermittierend | Regelmaliig Permanente
Inkontinenz- Inkontinenz- Einlagen  oder | Katheterisierung
einlagen notig einlagen Selbst-

Katheterisierung

Abgeschwéach- |- <Ix/d  Selbst-|>1x/d  Selbst- | Permanent Katheter,

ter Strahl Katheterisierung | Katheterisierung, | chirurgischer

Dilatation

Eingriff

Zystographie

Zugang zu Schleimhautoberflache

Volumetrik Zugang zu Blasenkapazitat in Millilitern

KM-Rontgen Zugang zu Ulzera, Kapazitat und Kontraktilitét

Ultraschall Zugang zu Wanddicke, Hohlen- und Fistelbildung

Elektro- Zugang zu Sphinkteraktivitdit mit intraluminalem Druckwandler,
myografie Kontraktionsdruck und VVolumenkurven

(doppelte Striche trennen die Einteilung in subjektiv, objektiv, Management und Analytik)
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Tabelle 18: MK, NPB und Proliferationsindizes bei Blutentnahme 1y

Pat. | 3K* | 3K |4K*| 4K |1 MK |2 MK [3MK |4 MK | MK ges. | NPB | NDI [ NDCI

1

2

3 7 24 | 32 | 61 84 24 3 2 0,149 0,018 | 1,34 1,21
4 4 18 | 46 | 105 50 10 4 0 0,082 0,011 ] 151 1,30
5 4 5 34 | 58 103 30 5 1 0,182 0,018 | 1,47 1,36
6 11 | 35 | 29 | 106 43 7 4 3 0,081 0,009 | 1,50 1,36
7 1 11 | 27 | 57 41 7 3 0 0,064 0,007 | 1,41 1,27
8 9 10 | 14 | 35 67 21 2 0 0,115 0,01 1,34 1,22
9 6 11 | 36 | 103 70 14 3 0 0,107 0,007 | 1,69 1,54
10 2 7 22 | 69 51 7 0 1 0,069 0,004 | 1,29 1,20
11

12 5 9 15 | 56 52 14 3 0 0,089 0,007 | 1,36 1,20
13 0 3 2 26 39 6 1 0 0,054 0,003 | 1,54 1,38
14 6 13 | 32 | 73 40 11 5 1 0,081 0,006 | 1,45 1,32
15 5 4 14 | 53 70 15 0 0 0,1 0,009 | 1,80 1,58
16 1 9 21 | 53 69 9 1 0 0,09 0,007 | 1,37 1,21
17 5 12 | 13 | 32 32 4 0 0 0,04 0,003 | 1,60 1,44
18 4 21 | 31 | 88 46 7 1 1 0,067 0,004 | 1,36 1,23
19 3 7 41 | 108 58 12 2 1 0,092 0,006 | 1,44 1,25
20 4 13 | 20 | 75 59 5 0 0 0,069 0,005 | 1,34 1,16
21 4 13 | 19 | 73 51 10 0 0 0,071 0,005 | 1,38 1,21
22 5 9 5 10 57 11 1 0 0,082 0,005 | 1,15 1,08
23 2 11 6 23 46 4 0 0 0,054 0,007 | 1,33 1,21
24 8 31 | 21 | 99 60 11 2 1 0,092 0,009 | 1,49 1,25
25 3 18 | 26 | 42 64 13 2 0 0,096 0,011 | 1,42 1,31
26 8 7 29 | 62 79 13 4 0 0,117 0,01 1,66 1,47
27 4 10 | 15 | 39 41 6 0 0 0,053 0,006 | 1,60 1,35
28 1 6 18 | 40 13 8 1 1 0,036 0,005 | 1,54 1,31
29 6 15 | 44 | 132 34 6 2 0 0,052 0,004 | 1,86 1,54
30 0 6 13 | 41 23 4 0 0 0,031 0,005 | 1,35 1,25
31

32 8 10 | 42 | 99 87 20 1 1 0,134 0,015 | 1,58 1,37
33 3 6 30 | 72 23 6 0 0 0,035 0,003 | 1,88 1,67
34 5 14 | 16 | 54 66 15 1 0 0,099 0,013 ] 1,18 1,12
35 2 3 15 | 43 47 9 0 0 0,065 0,006 | 1,44 1,35
36 3 10 | 23 | 75 60 19 11 1 0,135 0,014 ] 1,25 1,12
37 8 21 | 38 | 78 104 34 5 4 0,203 0,016 | 1,10 1,07
38 1 2 8 31 31 12 2 0 0,061 0,008 | 1,49 1,31
39

40 1 6 2 22 58 7 1 0 0,075 0,009 | 1,36 1,29
41 | 12 | 23 | 21 | 93 39 14 2 0 0,073 0,007 | 1,66 1,42
42 5 16 | 17 | 63 45 7 4 0 0,071 0,006 | 1,31 1,20
43 4 14 | 16 | 34 62 26 5 0 0,129 0,009 | 1,38 1,28
44 5 4 40 | 69 62 21 5 2 0,127 0,01 1,87 1,60
45 5 13 | 30 | 49 19 4 1 0 0,03 0,005 | 1,71 1,52
46 0 2 7 22 44 12 0 0 0,068 0,006 | 1,54 1,40
47 1 11 | 16 | 47 51 8 3 0 0,076 0,009 | 1,38 1,24
48 0 3 28 | 55 39 16 1 0 0,074 0,007 | 1,72 1,64

73

(Pat.: Patient; jeweils pro 1000 binukledrer Lymphozyten (BLZ): 3K*: Trinukleare mit Schaden; 3K:
Trinukleare ohne Schaden; 4K*: Tetranukledre mit Schaden; 4K: Tetranukleare ohne Schaden; 1 MK:
BLZ mit 1 Mikrokern etc.; MK ges.: MK/1000BLZ; NPB: Nukleopasmabriicken/1000BLZ; NDI:
Nuclear Division Index; NDCI: Nuclear Division Cytotoxicity Index)
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Tabelle 19: MK, NPB und Proliferationsindizes bei Blutentnahme 2y

Pat. | 3K* | 3K |4K*| 4K |1 MK |2 MK [3MK |4 MK | MK ges. | NPB | NDI [ NDCI
1 0 8 14 |1 71 28 4 0 0 0,036 0,005 ] 1,65 | 1,43
2 10 | 19 | 40 | 123 31 2 1 0 0,038 0,005 ] 1,73 | 1,45
3 2 4 19 | 22 45 11 4 1 0,083 001 ] 123 | 1,16
4 3 7 32 | 82 24 8 1 0 0,043 0,005 ] 1,73 | 1,40
5 4 15 | 11 | 23 50 3 2 0 0,062 0,007 | 1,34 | 1,22
6 1 20 | 14 | 55 30 3 0 0 0,036 0,005] 1,33 | 1,17
7 4 6 11 | 33 27 1 0 0 0,029 0,004 ] 1,68 | 1,48
8 2 2 11 | 25 33 8 0 0 0,049 0,006 | 1,64 | 1,50
9 1 11 | 35 | 108 26 5 1 1 0,043 0,002 ] 161 | 141
10 1 7 2 29 13 2 0 0 0,017 0,003 ] 1,45 | 1,29
11 0 1 41 | 46 25 8 2 0 0,047 0,005 ] 1,59 | 1,38
12 1 7 9 39 20 2 1 0 0,027 0,003] 1,48 | 1,32
13 2 7 41 | 64 29 3 3 0 0,044 0,004 ] 1,48 | 1,31
14 0 3 20 | 55 26 11 2 0 0,054 0,004 ] 1,76 | 1,64
15
16 6 18 | 15 | 52 49 4 1 0 0,06 0,006 | 1,48 | 1,35
17 0 3 10 | 41 17 3 1 0 0,026 0,002 ] 1,62 | 1,56
18 0 2 7 27 12 2 0 0 0,016 0,001 ] 1,64 | 1,53
19 6 4 26 | 44 47 16 2 0 0,085 0,004 ] 1,26 | 1,18
20 2 9 27 | 85 26 6 0 0 0,038 0,004 | 1,63 | 1,47
21
22 1 4 10 | 21 18 0 0 0 0,018 0,004 ] 1,26 | 1,19
23 2 8 7 37 13 2 0 0 0,017 0,002 | 1,53 | 1,40
24
25
26
27
28
29
30
31 6 13 | 14 | 93 19 8 2 0 0,041 0,002 | 1,55 | 1,38
32 2 6 25 | 86 24 6 0 0 0,036 0,005] 1,61 | 1,33
33 2 11 | 41 | 68 23 3 0 0 0,029 0,002 ] 1,76 | 1,49
34
35 0 5 3 10 23 3 2 0 0,035 0,004 1 1,50 | 1,37
36 7 13 | 33 | 60 34 5 1 0 0,047 0,004 | 1,68 | 1,47
37 1 9 12 | 36 47 7 2 0 0,067 0,007 | 1,12 | 1,11
38 0 1 9 35 14 2 0 0 0,018 0,007 | 1,58 | 1,45
39 3 18 7 36 30 7 0 0 0,044 0,006 | 1,62 | 1,30
40 2 4 11 | 20 33 3 0 0 0,039 0,004 ] 1,46 | 1,44
41 2 2 18 | 60 18 1 0 0 0,02 0,004 ] 1,44 | 1,36
42
43
44
45
46
47
48
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(Pat.: Patient; jeweils pro 1000 binukledrer Lymphozyten (BLZ): 3K*: Trinukledre mit Schaden; 3K:
Trinukleare ohne Schaden; 4K*: Tetranukledre mit Schaden; 4K: Tetranukle&re ohne Schaden; 1 MK:
BLZ mit 1 Mikrokern etc.; MK ges.: MK/1000BLZ; NPB: Nukleopasmabriicken/1000BLZ; NDI:
Nuclear Division Index; NDCI: Nuclear Division Cytotoxicity Index)
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Tabelle 20: Grad der Spattoxizitat der Studienpatienten nach LENT/SOMA-Kriterien

Patient

Spattoxizitat
Haut

Spattoxizitat
Rektum

Spattoxizitat
Blase

Sonstige
Toxizitat

Gesamttoxizitat

o

o

1

1 (Enteritis)

XN |UIDIW|IN(F

2 (Enteritis)

1 (Enteritis)

3 (Enteritis)

24

25

O|IOFR|IO|I0O|0O0O|0|0O(O|0O|FR|O(0O|0|0|O|O|N|O(O|O0 |00

OO |O|IOC|IONIN|O(O|O|O[R(O|0|O|O|O|IN|O(O|O0|W|O

O|OO|0|I0O|OO|W|OC(O|FR|O|OCO|I0|O|W|O|O|WO|O0|W|O

OO~ |O|ICIC|IWW|IFRIOIFPIFPIPINIOIO|WIOIN|W(O|O|W|O|F

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

2 (Enteritis)

39

40

41

42

43

44

45

O|0O|0(0O|0|0|0O|0O|0|O|0O|0|0O|0O|O |0 |00 (O

OO |0O(0O|0O|0O|0O(O|N|O|O|0|O0 |k |O|0O|O|0O |0

O|W|FR OO0 |hdO|IN|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O

2
(Nephrotoxizitat)

NIW R OO0~ NIN|O|O|O|O|R|O|O|O|O |0

46

0

0

N

N

47

0

1

o

=

48

0

2

0

N

(Gesamttoxizitat: hochster Grad der Spattoxizitat eines einzelnen Organs)
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Tabelle 21: Bestrahlungsart und Bestrahlungsvolumina
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Patient Bestrahlungsart Rektumzielvolumen- Rektumvolumen [cm?]
Erfassung [cm?]

1 3D 5127 2202
2 3D 5145 2117
3 3D 5137 1908
4 3D 5206 1382
5 3D 5085 1652
6 3D 5175 1357
7 3D 5210 1110
8 3D 5160 1037
9 3D 5168 1393
10 3D 5144 1165
11 3D 5089 1115
12 3D 5141 1099
13 3D 5093 1126
14 3D 5127 1456
15 3D 4746 1177
16 3D 5204 1292
17 3D 5134 1370
18 3D 5150 1240
19 3D 5094 1380
20 3D 5079 1204
21 3D 5100 1548
22 3D 5031 2450
23 3D 5132 1536
24 3D 5151 1164
25 3D 5072 1232
26 3D 5171 1253
27 VMAT 5201 1372
28 3D 5099 1247
29 3D+VMAT 5169 1168
30 3D+VMAT 5194 1433
31 3D 5213 1916
32 3D 5221 2137
33 3D 5139 1176
34 3D 5141 1113
35 3D 5174 999
36 3D 5160 1418
37 3D 5194 1764
38 3D 5125 1670
39 3D 5120 1674
40 3D 5116 1180
41 3D 5216 1399
42 3D 5167 1537
43 3D 4993 1118
44 IMRT 5103 1530
45 3D 5181 1435
46 VMAT 4975 1730
47 3D 5085 1545
48 VMAT 5070 1217

(3D: 3D-konformale Bestrahlung;
intensitatsmodulierte Radiotherapie)

VMAT: volumetric modulated arc therapy; IMRT:
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