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1. Einleitung und Fragestellung

1.1. Das Prostatakarzinom

Das Prostatakarzinom ist mit 25,7% aller Krebserkrankungen des Mannes die hé&ufigste
maligne Tumorerkrankung bei Mannern in Deutschland. In der Krebsregisterdatei des Robert
Koch-Institutes steht das Prostatakarzinom mit 10,5% an dritter Stelle der hdufigsten durch

Krebs bedingten Todesursachen des Mannes in Deutschland.

In den letzten 10 Jahren ist die Erkrankungsrate um 50% angestiegen. Dies ist durch die
Mdglichkeit der Fraherkennung mittels des prostataspezifischen Antigens (PSA) zu erkléren.
Auf Grund dieser Methode des Screenings sinkt die Sterberate fiir das Prostatakarzinom seit

2003 kontinuierlich ab und die 5-Jahres-Uberlebensrate ist auf 92% angestiegen.

Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 70 Jahren. Ménner im Alter unter 50 Jahren erkranken
dagegen kaum am Prostatakarzinom (Krebs in Deutschland 2007/2008, 8. Ausgabe 2012).

Die Inzidenz des Prostatakarzinoms unterscheidet sich deutlich von der Sterberate. So traten
im Jahr 2007 in den USA 240 890 Neuerkrankungen auf, allerdings starben im selben Jahr
nur 33 720 der Erkrankten (American cancer society 2011).

Haas et al. kamen in ihrer Studie zu dem Ergebnis, dass bei der Obduktion verstorbener
Patienten, welche im Vorfeld nicht am Prostatakarzinom erkrankt waren, bei mehr als 60%
der alteren Manner (Alter >80 Jahre) ein nicht diagnostiziertes Prostatakarzinom vorlag (Haas
et al. 2008).

Anhand der aktuellen Datenbasis des Robert Koch-Institutes von 2008 haben Manner ein
Lebenszeitrisiko von 13,0%, am Prostatakarzinom zu erkranken und ein Gesamtrisiko von
3,3% daran zu versterben (Krebs in Deutschland 2012).

Die Ursachen fur die Entstehung des Prostatakarzinoms sind bis heute unklar. Es wird
allerdings angenommen, dass das Alter einen wichtigen Risikofaktor darstellt, da mit
steigendem Alter des Mannes das Erkrankungsrisiko zunimmt (Krebs in Deutschland
2007/2008, 8. Ausgabe 2012). Weiterhin ist bekannt, dass Mé&nner mit einer positiven
Familienanamnese fur das Prostatakarzinom ein erhdhtes Erkrankungsrisiko haben (Johns und
Houlston 2003).



95% der malignen Prostatatumore sind Adenokarzinome. Der (brige Anteil setzt sich
zusammen aus selteneren Karzinomen wie z. B. dem Urothel- oder Plattenepithelkarzinom

(European Association of Urology EAU 2012).

1.2. Einteilung nach Gleason-Score und TNM-Klassifikation

Ein wichtiger Prognosefaktor fur das Adenokarzinom der Prostata ist der Gleason-Score,
welcher das Differenzierungsmuster der Zellen im Karzinom beschreibt. Anhand des
histologischen Bildes des Karzinoms werden 5 Grade der Zelldifferenzierung unterschieden
(Humphrey 2004). Der Gleason-Score setzt sich schlief3lich aus dem am haufigsten im Tumor
vorkommenden Gleason-Grad plus dem am schlechtesten differenzierten Gleason-Grad
zusammen. Somit kdnnen Gleason-Scores zwischen 2 und 10 vorkommen (Epstein et al.

2005). Ein niedriger Gleason-Score lasst eine bessere Prognose vermuten.



Tabelle 1

Histologische Einteilung der Gleason-Grade (Epstein et al. 2005 S. 1231).

Gleason-Grad

Histologisches Bild

Grad 1

gut abgegrenzter Tumorknoten ohne Infiltration,

dicht gepackte, uniforme Tumordriisen mittlerer Grofie

Grad 2

weitgehend abgegrenzter Tumorknoten mit kleinen Ausl&ufern,
dicht gepackte, gering variable Tumordrisen mittlerer GroRe

Grad 3

3A: unscharfe Tumorinfiltrate, unregelmaRige Tumordriisen
3B: wie 3A, aber kleine oder sehr kleine Driisenschlauche
3C: kribriforme Strukturen

Grad 4

4A: fusionierte kleine, mittlere oder groRe Driisen, unregelmaRig
infiltrierend

4B: wie 4A, aber zahlreiche grofie Tumorzellen

Grad 5

5A: wie 3C, aber scharf begrenzte, runde Epithelhaufen mit
meist solidem und kribriformem Bau, gewdéhnlich mit
zentralen Nekrosen

5B: unregelmaliig begrenzte Formationen eines undifferenzierten
Karzinoms, das nur durch gerade noch erkennbare Drisen-

bildung oder Vakuolen als Adenokarzinom identifizierbar ist




PROSTATIC ADENOCARCINOMA
(Histologic Grades)

Abbildung 1

Darstellung der histologischen Gleason-Grade nach D. F. Gleason (Humphrey 2004 S. 293)



Die anatomische Klassifikation des Prostatakarzinoms erfolgt nach den TNM-Stadien der
UICC (2009).

Tabelle 2

TNM-Klassifikation nach UICC (2009 S. 243-48)

Stage Ausbreitung Primartumor
T1 Tumor weder tastbar noch sichtbar
Tla Histologischer Zufallsbefund in <5% des resezierten Gewebes
Tlb Histologischer Zufallsbefund in >5% des resezierten Gewebes
Tlc Befund durch Nadelbiopsie
T2 Tumor auf Prostata begrenzt
T2a Tumor in < der Hilfte eines Lappens der Prostata
T2b Tumor in > der Halfte eines Lappens der Prostata
T2C Tumor in beiden Lappen der Prostata vorhanden
T3 Tumor hat die Organkapsel durchbrochen
T3a Extrakapsulare Ausbreitung
T3b Infiltration der Samenblasen
T4 Tumor ist fixiert oder er infiltriert andere Nachbarstrukturen
Stage Ausbreitung Metastasen
NO Kein regionaler Lymphknoten befallen
N1 Regionaler Lymphknotenbefall
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen vorhanden

M1la Nichtregionaler Lymphknotenbefall
M1b Knochenbefall

M1c Andere Lokalisationen
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1.3. Therapiestrategien

Zur prognostischen Einschatzung und Therapieentscheidung kdnnen die Patienten anhand von

TNM-Stadium, Gleason-Score und PSA-Wert in 4 Risikogruppen eingeteilt werden (EAU-

Guidelines on Prostate Cancer 2012).

Tabelle 3

Einteilung der Risikogruppen nach EAU-Guidelines on Prostate Cancer (2012 S.45-49)

Risikogruppe Kriterien

Low-risk Tla-T2a und Gleason <6 und PSA <10ng/ml (N0, M0)
Intermediate-risk | T2b-T2c oder Gleason 7 oder PSA 10-20ng/ml  (NO, MO0)
High-risk T3a oder Gleason 8-10 oder PSA >20ng/ml (NO, MO0)

Very high-risk T3b-T4 und NO oder <T3bund N1 oder M1

Watchful waiting und Active surveillance

Unter Watchful waiting versteht man die verzdgerte beziehungsweise die symptomorientierte
Behandlung des Prostatakarzinoms bei Patienten mit einer Lebenserwartung <10 Jahre und
Tumor mit niedrigem Aggressivitatsgrad. Das Watchful waiting ist eine konservative
Therapieoption. Der Patient wird erst bei symptomatischer Progression des Prostatakarzinoms
palliativ behandelt. Der Grundgedanke dieses Therapieprinzips basiert auf der Tatsache, dass
sich das Prostatakarzinom im hohen Alter langsam entwickelt (Adolfsson 2008). Nur bei lokal
begrenzten Tumoren vom Stadium T1 bis T2 und NO, MO sollte das Watchful waiting als
Therapieoption in Betracht gezogen werden (Lu-Yao et al. 1997). Bei Prostatakarzinomen im
Stadium T1 bis T2 und Gleason-Score <7 betriigt die 10-Jahres-Uberlebensrate 80-95% (Lu-
Yao et al. 2009).

Beim Active surveillance steht der Patient aktiv unter Beobachtung. Der PSA-Wert wird

regelmaiig bestimmt und der Patient digital-rektal untersucht. Erst wenn eine Progression des
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Prostatakarzinoms sichtbar wird, erfolgt die Behandlung. Die Behandlungsziele dieser
Therapiestrategie sind kurativ. Das Konzept des Active surveillance wurde entwickelt, um die
Rate der Ubertherapierten Patienten der low-risk-Gruppe zu senken. Die Voraussetzung zur
Anwendung des Active surveillance ist das Tumorstadium T1 bis T2, ein Gleason-Score <7
und ein PSA-Wert <15-20 ng/ml (Adolfsson 2008).

Radikale Prostatektomie

Die radikale Prostatektomie ist das chirurgische Standardverfahren zur Entfernung der
gesamten Prostata zusammen mit beiden Vesiculae seminalis (Bianco et al. 2005). Bei
Patienten der intermediate- und high-risk-Gruppen werden oft zusétzlich die pelvinen
Lymphknoten auf beiden Seiten entfernt (Briganti et al. 2012). Die radikale Prostatektomie
wird vor allem bei Patienten mit low-risk und intermediate-risk mit lokal begrenztem
Karzinom und einer Lebenserwartung >10 Jahre empfohlen. Bei Patienten der high-risk-
Gruppen ist eine radikale Prostatektomie optional moglich und muss in einem ausfihrlichen
Gesprach zwischen Arzt und Patient erdrtert werden (EAU Guidelines on Prostate Cancer
2012). Bei Miénnern mit einer Lebenserwartung >10 Jahren ist das Ziel der radikalen
Prostatektomie, die Erkrankung vollstandig zu heilen und dabei moéglichst die Kontinenz und

Potenz zu erhalten (Bianco et al. 2005).

Chirurgisch unterscheidet man die offene radikale Prostatektomie von der minimal-invasiven
Methode. Im offenen Verfahren kann der Zugang retropubisch oder perineal erfolgen.
Minimal-invasiv  kann eine konventionell laparoskopische oder Roboter-assistierte
laparoskopische radikale Prostatektomie durchgefihrt werden. Hierbei bieten die minimal-
invasiven Methoden den Vorteil, dass der intraoperative Blutverlust und die Transfusionsrate

signifikant gesenkt werden (Ficarra et al. 2009).

Die Mortalitatsrate der Patienten mit radikaler Prostatektomie betragt 0 bis 1,5% (EAU
Guidelines on Prostate Cancer 2012). Ein grofRes Problem stellt die hohe Rate der
postoperativen  erektilen  Dysfunktion dar. Mit Hilfe wvon nervenschonenden
Operationstechniken kann das postoperative Risiko der erektilen Dysfunktion zwar gesenkt
werden, es betragt dennoch 30-40% (Bianco et al. 2005). Weitere Nebenwirkungen der
radikalen Prostatektomie sind: Inkontinenz 4,0 bis 50,0%, Urin-Leakage-Fistel 0,3 bis 15,4%,
groRe Blutungen 1,0 bis 11,5%, Striktur der Urethra 2,0 bis 9,0% und rektale Verletzungen 0
bis 5,4% (EAU Guidelines on Prostate Cancer 2012).
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Hormontherapie

Die Tumorzellen des Prostatakarzinoms wachsen zuerst testosteronabhangig. Auf Grund
dessen wird versucht, eine Hormonblockade entweder chirurgisch durch Orchiektomie oder
eine medikamentdse Kastration herbeizufiihren. Zur medikamentésen Kastration kann
einerseits eine Androgendeprivationstherapie durch die Gabe von LHRH-Agonisten
durchgefuhrt werden, welche die Testosteronbildung im Hoden hemmen. Andererseits kann
mit Hilfe der Antiandrogentherapie die Testosteronaufnahme und Wirkung an der
Prostatazelle blockiert werden. In diesem Fall konkurrieren die Antiandrogene mit dem
Testosteron um die Rezeptoren an der Tumorzelle der Prostata. Sie I6sen die Apoptose der
Tumorzellen aus und hemmen somit das Wachstum des Prostatakarzinoms. Kombiniert man
beide Prinzipien der Hormontherapie, wird eine komplette Androgenblockade durchgefuhrt.
Die hormonelle Kastration wird palliativ beim Prostatakarzinom mit Fernmetastasen und
Lymphknotenbefall sowie kurativ bei lokal begrenztem Karzinom in Kombinationstherapie
mit der radikalen Prostatektomie oder Radiotherapie eingesetzt (EAU Guidelines on Prostate
Cancer 2012).

Perkutane Strahlentherapie und Brachytherapie

Die Strahlentherapie wird unterteilt in perkutane Therapie und Brachytherapie. Bei der
perkutanen Therapie wird der Kdrper von auflen mit ionisierender Strahlung bestrahlt,
wéhrend bei der Brachytherapie die Strahlenquelle im Korper platziert wird. Brachytherapie
wird nur bei einem Prostatavolumen <60 ml durchgefuhrt. In der Strahlentherapie des
Prostatakarzinoms werden mehrere Bestrahlungstechniken und ihre Kombinationen

verwendet.

1. perkutane Radiotherapie (3D-Konformationstherapie, intensitdtsmodulierte
Radiotherapie: IMRT und RapidArc-Radiotherapie)

2. Brachytherapie mit niedriger Dosisrate (low-dose-rate, LDR-Technik) in Form

permanenter Implantate unter Verwendung von Jod-125 oder Palladium-103

3. Brachytherapie mit hoher Dosisrate (high-dose-rate, HDR—Technik) in Form
temporérer Implantate unter Verwendung von Iridium-192; diese Technik wird
angewendet in Kombination mit perkutaner Therapie: HDR + IMRT oder HDR +
RapidArc oder HDR + 3D- (Mehrfeld-) Konformationstherapie
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Die Auswahl des Bestrahlungsverfahrens wird fiir jeden Patienten individuell entschieden und
erfolgt anhand der Zuordnung zu einer Risikogruppe sowie der Prostatagrofie. Die Patienten
der low-risk-Gruppe werden je nach der ProstatagroRe mit perkutaner Strahlentherapie oder
LDR-Brachytherapie behandelt, wéhrend die Patienten der intermedidar- und high-risk-
Gruppen mit perkutaner Radiotherapie plus HDR-Brachytherapie behandelt werden.

Zu den perkutanen Bestrahlungsmdoglichkeiten gehoren die 3D-Konformationsradiotherapie,
IMRT und RapidArc-Bestrahlung. Bei diesen Techniken wird im Vorfeld eine
Planungscomputertomographie zur Erfassung der Tumormasse und Schonung des

umliegenden Gewebes durchgefihrt.

Die Konformationsradiotherapie ist eine Mehrfeldertechnik, bei welcher das Prostatakarzinom
uber 4 kreuzférmig angeordnete Bestrahlungsfelder bestrahlt wird. Somit entsteht die
Maximaldosis im Bereich der Prostata, indem sich alle 4 Felder lberlappen (Karstens et al.
2010).

Hinter der Bezeichnung IMRT verbirgt sich die intensitdtsmodulierte Radiotherapie. Bei
dieser Technik wird versucht, die umliegenden strahlensensitiven Risikoorgane wie Harnblase
und Rektum besser zu schonen. Dazu werden die Bestrahlungsfelder in bis zu 15 Segmente
aufgeteilt. Zusatzlich kann die Strahlendosis innerhalb der Segmentflache durch
Zwischenschaltung sog. Modulatoren zwischen Patient und Strahlenquelle moduliert werden
(Karstens et al. 2010).

Der Begriff RapidArc-Bestrahlung bezeichnet ein neues Verfahren der perkutanen
Radiotherapie. Bei diesem wird eine intensitdtsmodulierte Bestrahlung (IMRT) mit einem um
den Patienten rotierenden Therapiegerat durchgefuhrt. Dies ermdglicht eine bessere Schonung
des umliegenden Normalgewebes bei gleichzeitig hoherer Strahlendosis im Prostatakarzinom-
Zielvolumen. (http://www.strahlentherapie.med.uni-goettingen.de/html/
technik/rapidarc.html).

Bei der Brachytherapie ist die Strahlenquelle direkt im Tumor oder in Tumornéhe lokalisiert.
Dadurch kann eine hohe Strahlendosis im Tumor erreicht werden. Die Brachytherapie wird
allein (bei low-risk-Prostatakarzinom) oder in Kombination mit perkutaner Radiotherapie (bei
intermediate- und high-risk-Prostatakarzinom) eingesetzt. Zu den Verfahren in der
Brachytherapie gehdren die Low-Dose-Rate-Brachytherapie (LDR) und die High-Dose-Rate-
Brachytherapie (HDR).
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Bei der LDR werden mehrere radioaktive Implantate, sog. Seeds, tiber eine diinne Hohlnadel
unter sonografischer Kontrolle an vorher geplante Stellen im Prostatakarzinom platziert. Als
Seeds werden Jod-125 oder Palladium-103 mit Halbwertszeiten von 59,4 Tagen bzw. 17
Tagen verwendet. Die applizierte Zielvolumendosis betragt 144 Gy bzw. 124 Gy. Die

Implantate verbleiben dauerhaft in der Prostata (Karstens et al. 2010).

Die HDR st dagegen ein Verfahren, bei dem erst nicht-strahlende Applikatoren im
Prostatakarzinom platziert werden. Mit Hilfe eines Fuhrungsschlauches wird dann die
Strahlenquelle aus einem Strahlenschutzbehélter in die Prostata motorisch gesteuert
transportiert. Dies wird als Afterloading bezeichnet. Als Strahlenquelle wird Iridium-192
verwendet, das nach Erreichen von einer 10 bis 12 Gy Zielvolumen-Dosis anschlielend
motorisch gesteuert wieder entfernt wird. Eine gesamte fraktioniert verabreichte HDR-Dosis
von 30 Gy wird in Kombination mit externer Bestrahlung mit etwa 40 bis 50 Gy kombiniert
(Karstens et al. 2010).

Experimentelle Verfahren

Neben den konventionellen Therapieverfahren kann das Prostatakarzinom experimentell

mittels Kryotherapie oder HIFU (high-intensity focused ultrasound) behandelt werden.

Bei der Kryotherapie werden unter transrektaler Ultraschallkontrolle sog. Kryonadeln in der
Prostata platziert. Durch die Kryonadeln wird die Prostata zweimal bei -40°C tiefgefroren und

die Tumorzellen somit abgetdtet.

Die HIFU-Therapie wirkt genau gegenteilig. Durch transrektalen Ultraschall wird die Prostata
punktgenau auf >65°C erhitzt und somit die Tumorzellen zerstort (EAU Guidelines on
Prostate Cancer 2012).
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1.4. Nebenwirkungen der Strahlentherapie

Die Strahlentherapie hat in der Behandlung des Prostatakarzinoms einen hohen Stellenwert
eingenommen. Dennoch leiden viele Patienten unter den unerwiinschten Nebenwirkungen der
Strahlentherapie. Die Auspragung der Nebenwirkungen ist allerdings bei jedem Patienten

individuell unterschiedlich.

Die unerwinschten Nebenwirkungen der Strahlentherapie bei Patienten mit Prostatakarzinom
werden eingeteilt in akute und spéate Nebenwirkungen. Als akute Nebenwirkungen bezeichnet
man die Nebenwirkungen im Zeitraum wahrend der Therapie bis einschlieRlich 90 Tage nach
Bestrahlungsende. Die spaten Nebenwirkungen treten >90 Tage nach Therapieende auf
(Zelefsky et al. 2008).

Anhand der Common Toxicity Criteria (CTC) kdnnen die Nebenwirkungen in 5 Grade
eingeteilt werden. Hierbei beschreibt Grad 0 keine Nebenwirkungen und Grad 4 entspricht
schweren Nebenwirkungen, teilweise mit Todesfolge (CTC 2.0, 1999). Aktuell ist bereits eine
Uberarbeitete 4.0-Version der Common Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE)
von 2009 vorhanden. In dieser Dissertation werden allerdings Nebenwirkungen ausgewertet,
deren Einteilung noch anhand der CTC 2.0 erfolgte, weil diese Studie vor dem Jahr 2009

begonnen wurde.

Als Nebenwirkungen der Strahlentherapie des Prostatakarzinoms sind vor allem die Proktitis
und die Zystitis zu nennen. Die Proktitis ist gekennzeichnet durch Blutung und Schmerzen
beim Stuhlgang sowie vermehrten Stuhldrang. Bei der Zystitis treten vor allem Dysurie,

Pollakisurie, krampfartige Schmerzen der Harnblase sowie Hamaturie auf.



Tabelle 4
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Einteilung der Akutnebenwirkungen der Harnblase nach den Common Toxicity Criteria
(CTC) Version 2.0 (Trotti et al. 2000)

Nebenwirkung | Grad 0 Grad 1 Grad 2 Grad 3 Grad 4
Blasenkrampfe | keine leichte Blasen- | Symptome, schwere
Symptome | krdmpfe, nicht | die eine Symptome, die
behandlungs- spasmolytische | eine Gabe von
bedrftig Medikation Betdubungs- -
erfordern mitteln
erfordern
Dysurie keine leichte Symptome, die | Symptome, die
Symptome | Symptome, durch Therapie | trotz Therapie
nicht behand- gelindert nicht gelindert .
lungsbedurftig | werden kdnnen | werden kénnen
Pollakisurie kein leicht maRig stark vermehrter
vermehrter | vermehrter vermehrter Harndrang mit
Harndrang | Harndrang oder | Harndrang mit | Frequenz mehr
Nykturie <2 x Frequenz >2 x | als 1 x/Stunde -
der der Normal- oder
Normalfrequenz | frequenz aber | Katheterisierung
<1/Stunde erforderlich
Hamaturie keine mikroskopisch | intermittierende | persistierende Nekrosen
Blutung nachweisbar makroskopisch | makroskopisch | oder blutende,

sichtbare
Blutung ohne

Gerinnsel

sichtbare
Blutung oder
Gerinnsel, die
eventuell eine
Katheterisierung
oder Bluttrans-

fusion erfordern

tiefe
Ulcerationen,
die eventuell
einen
chirurgischen
Eingriff

erfordern




Tabelle 5
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Einteilung der Spatnebenwirkungen der Harnblase nach den Kriterien der RTOG-EORTC

(Cox et al. 1995)

Grad 0 Grad 1 Grad 2 Grad 3 Grad 4

keine Symptome | leichte epitheliale | méRige schwere Nekrosen,
Atrophie, Pollakisurie, Pollakisurie und | Blasen-
geringe generalisierte Dysurie, kontrakturen mit

Teleangiektasien,

Mikrohamaturie

Teleangiektasien,
intermittierende

Makrohamaturie

generalisierte
Teleangiektasien,
haufig mit
Petechien-
bildung,

héufig
Makroh&maturie,
Reduktion der
Blasenkapazitat
<150 mi

Reduktion der
Kapazitat

<100 ml,
schwere
hamorrhagische

Zystitis




Tabelle 6
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Einteilung der Akutnebenwirkungen am Enddarm nach den Common Toxicity Criteria (CTC)

Version 2.0 (Trotti et al. 2000)

Nebenwirkung | Grad 0 Grad 1 Grad 2 Grad 3 Grad 4
Proktitis keine erhohte Stuhl- | erhohte erhohte Perforation,
Symptome | frequenz, Stuhl- Stuhl- Blutung,

gelegentlich frequenz, frequenz/ Nekrose oder
Blut- rektale Diarrhoe, andere
auflagerung im | Blutung, parenterale | lebens-
Stuhl oder Schleim- Substitution | bedrohliche
rektale absonderung, | erforderlich, | Komplika-
Beschwerden rektale starke tionen, die
(einschlieBlich | Beschwerden, | rektale einen
Héamorrhoiden), | Analfissuren, | Blutung, die | chirurgischen
keine Medikation eine Blut- Eingriff
Medikation erforderlich transfusion | erfordern
erforderlich erfordert (z.B. Anlage

oder persis- | Kolostoma)

tierende

Schleim-

absonderung

mit

Vorlagen-

nutzung
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Tabelle 7

Einteilung der Spatnebenwirkungen am Enddarm nach den Kriterien der RTOG-EORTC
(Cox et al. 1995)

Grad 0 Grad 1 Grad 2 Grad 3 Grad 4

keine Symptome | leichte Diarrhoe, | maRige Diarrhoe | Obstruktion oder | Nekrosen,

leichte und Kolik, Blutung, die Perforationen,
Bauchkrampfe, | Stuhlabgang: einen Fisteln
Stuhlabgang: >funfmal chirurgischen

finfmal taglich, | taglich, Eingriff

geringe rektale | GberméRiger erfordern

Absonderung rektaler

oder Blutung Schleimabgang
oder
intermittierende

Blutung

Auf Grund der individuell unterschiedlich ausgepragten Nebenwirkungen ware es hilfreich,
Korrelationen oder Testverfahren zu finden, die im Idealfall eine schnelle und individuelle
Patiententestung vor Beginn der Therapie ermdglichen wirden, um Nebenwirkungen zu
vermeiden. Die Vorhersage der individuellen Strahlensensitivitit vor Beginn der
Radiotherapie konnte so z. B. bei Patienten mit hoher Strahlensensitivitat zur Verminderung

der Gesamtdosis fiihren, um die unerwinschten Nebenwirkungen zu reduzieren.

Zur Untersuchung der Strahlenwirkung auf den menschlichen Korper eignen sich u.a. die
Lymphozyten aus dem peripheren Blut. Zu den wichtigsten zelluldren Wirkungen der
ionisierenden Strahlung gehort die Induktion von strahleninduzierten Chromosomen-
aberrationen, die aus fehlreparierten strahleninduzierten DNA-Doppelstrangbriichen
resultieren. Die  Chromosomenaberrationen  konnen  mittels  Fluoreszenz-in-situ-

Hybridisierung mikroskopisch detektiert und analysiert werden.
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Brzozowska et al. analysierten in ihrer Studie die individuelle Radiosensitivitat von Patienten
mit Prostatakarzinom mit und ohne Nebenwirkungen nach einer Strahlentherapie. Dazu haben
sie Lymphozyten von diesen Patienten in vitro in der G2-Phase bestrahlt. Im Vergleich dazu
untersuchten sie in vitro bestrahlte Lymphozyten von gesunden Probanden. In den
Lymphozyten von Patienten mit Prostatakarzinom traten mehr Chromatidaberrationen auf als
in den in vitro bestrahlten Lymphozyten der gesunden Probanden. Es zeigte sich allerdings
kein signifikanter Unterschied zwischen den Chromatidaberrationsraten in Patienten mit und
ohne Strahlentherapie-Nebenwirkungen (Brzozowska et al. 2012). Die mdgliche Testung mit

dem sogenannten G2-Assay scheidet also aus.

Henriquez-Hernandez et al. beschaftigten sich mit dem Vergleich von Studien, die sich mit
der Mdoglichkeit der Vorhersage von strahleninduzierter Toxizitdt im Normalgewebe
befassten. Alle bisherigen Studien sprechen dafiir, dass strahleninduzierte DNA-Schaden in
Lymphozyten des peripheren Blutes zur Pradiktion der strahleninduzierten Toxizitat im
Normalgewebe geeignet sind. Dabei erscheint aufgrund der widersprichlichen Ergebnisse die
Menge der initialen DNA-Schaden fir die Toxizitatspradiktion leider nicht sehr zuverlassig.
Bei der strahleninduzierten Apoptose scheint das Verhéltnis umgekehrt zu sein: je hoher die
Apoptoserate in den Lymphozyten des Patienten ist, desto geringer ist die spater auftretende
Toxizitat. Die ersten Studien zur Rolle der individuellen Expression sind vielversprechend.
Bisher ist aber kein préadiktiver Test zur Vorhersage strahleninduzierter Toxizitat gentgend

validiert und generell anerkannt (Henriquez-Hernandez et al. 2012).

1.5. Chromosomenaberrationen

Die ionisierende Strahlung induziert Schéden in allen Zellen und ihren Bestandteilen. Die
Schéadigungen der DNA sind besonders toxisch, weil sie unrepariert zum Zelltod oder zu
Mutationen flhren kénnen und weil sie falsch repariert, ebenfalls den Zelltod, Mutationen
und Chromosomenaberrationen hervorrufen kénnen. Nicht-letale Anderungen konnen zu
maligner Zelltransformation fuhren. Besonders schwerwiegend sind die strahleninduzierten
DNA-Doppelstrangbriiche, da in der DNA die Informationen fur alle Molekile des Kérpers

verschlisselt sind. Die Reparaturmechanismen der Zelle sind dabei vielféltig. Da an der
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Reparatur mehrere Mechanismen beteiligt sind, die von unterschiedlichen Genen kodiert
werden, kdnnen die Reparaturmechanismen der Patienten individuell unterschiedlich sein. Bei
Patienten, die genetisch bedingt defekte Reparaturmechanismen haben, kdnnen mehr
Fehlreparaturen entstehen und dies kénnte mit starkeren Nebenwirkungen wéhrend und nach

der Strahlentherapie verbunden sein.

Seit circa 20 Jahren befasst sich die Forschung in diversen Studien mit den
Reparaturmechanismen von Fehlern und Schaden im chromosomalen Material der
eukaryotischen Zellen. Dabei stellen die DNA-Doppelstrangbriiche die gravierendsten Fehler
im chromosomalen Material dar. Aktuell sind mindestens 10 effiziente Mechanismen zur
Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen bekannt. (z. B. Karahalil et al. 2012; Malkova und
Haber 2012; Parsons und Dianov 2013; Kavanagh et al. 2013; Yang et al. 2013; Jensen et al.
2013; Yasui 2013; Edelbrock et al. 2013; Wang et al. 2013)

Zu den einfachen Chromosomen-Austauschaberrationen gehtéren die einfachen
Translokationen und die dizentrischen Chromosomen. Bei der einfachen Translokation
kommt es zum Austausch von chromosomalen Material zwischen zwei Chromosomen in
einer Zelle. Bei dizentrischen Chromosomen kommt es zu einer Fusion von zwei
Chromosomen, die vorher jeweils ein abgebrochenes Chromosomenfragment verloren haben.
Die von beiden beteiligten Chromosomen abgebrochenen Fragmente fusionieren in ca. 90%
zusammen. Dieses abgebrochene, chromosomale Material liegt dann frei als azentrisches
Fragment im Zellkern.

Der Begriff multiple chromosomale Austauschaberration bezieht sich auf das VVorhandensein
von mehreren einzelnen Austauschaberrationen in einer einzelnen Zelle. Eine komplexe
chromosomale Austauschaberration liegt vor, wenn in einer Zelle ein Austausch von
chromosomalem Material stattgefunden hat, an dem mindestens zwei Chromosomen und drei
Briiche beteiligt sind.

Eine Aneuploidie liegt vor, wenn in einer Zelle eine numerische Abweichung vom euploiden
(diploiden) Chromosomensatz vorkommt. Der euploide Chromosomensatz des Menschen
besteht aus 22 autosomalen Chromosomenpaaren und entweder zwei X-Chromosomen oder
einem X- und einem Y-Chromosom, also aus 46 Einzelchromosomen. Zu den aneuploiden
Verénderungen gehoren z.B. die Trisomie, bei der ein Chromosom in dreifacher Ausfiihrung
vorliegt oder die Monosomie, bei der nur ein Chromosom des entsprechenden

Chromosomenpaares vorhanden ist. (Buselmaier und Tariverdian 2007)
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1.6. Fragestellung

In dieser Arbeit sollen Strahlenwirkungen auf Lymphozyten von Patienten mit
Prostatakarzinom nach Strahlentherapie mit verschiedenen Techniken untersucht und
verglichen werden. Als MaR fir die Strahlenwirkung sollen die einfachen chromosomalen
Austauschaberrationsraten mit Hilfe der 3-Farben-FISH Methode untersucht werden.
Retrospektiv soll dann eine mdgliche Korrelation zwischen diesen Aberrationsraten und den
beobachteten Nebenwirkungen der unterschiedlichen Strahlentherapie-Modalitaten untersucht
werden. Hierzu sollen strahleninduzierte Chromosomenaberrationen in Lymphozyten von
unterschiedlich therapierten Patienten mit einem Prostatakarzinom bis maximal T3-, NO- und
MO-Stadium untersucht werden. Die Lymphozyten des peripheren Bluts dieser Patienten
sollen zu verschiedenen Zeitpunkten vor und nach der Strahlentherapie mikroskopisch
untersucht werden, um die Chromosomenaberrationsraten zu bestimmen und zu vergleichen.
Bei diesem Vergleich sollen zusatzlich zu den verschiedenen Therapieoptionen auch die

anamnestischen Belastungsfaktoren in die Bewertung einbezogen werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Patientenkollektiv

Im Zeitraum von Januar 2009 bis Dezember 2011 wurden 62 Patienten mit primdrem
Prostatakarzinom im Alter von 51 bis 84 Jahren in die Studie aufgenommen. Das Medianalter
betragt 72 Jahre. Es wurde darauf geachtet, dass das Tumorstadium der Probanden nach
TNM-Klassifikation maximal T3, NO und MO betrug.

Die Teilnahme der Patienten an der durch die Ethikkommission der Universitat Goéttingen
bewilligten Studie erfolgte freiwillig. Im Vorfeld wurden die Probanden ausfuhrlich tiber den
Inhalt der Studie aufgekl&rt und unterschrieben eine Einwilligungserklarung.

Die Patienten erschienen zu maximal 3 Blutentnahmeterminen. Zusatzlich wurden Daten Uber
den Raucherstatus, die Familienanamnese und den aktuellen oder ehemaligen Beruf des
Probanden erhoben. Des Weiteren konnten Informationen Uber die akuten und spaten

Nebenwirkungen aus der jeweiligen Patientenakte entnommen werden.

Die Patienten wurden kodiert mit PA 1 bis PA 62. Die gewonnenen Blutproben wurden den
kodierten Patientennummern wie folgt zugeordnet: .0 fur die Kontrollabnahme vor Beginn der
Strahlentherapie, .1 fur die Blutentnahme 8 bis 18 Monate nach Beendigung der Bestrahlung,

.2 fir die Abnahme 19 bis 28 Monate nach Beendigung der Bestrahlung.

Anhand der durchgefiihrten Strahlentherapie wurden die Probanden in die Gruppe 1: HDR,
Gruppe 2: RapidArc, Gruppe 3: IMRT und Gruppe 4: andere Bestrahlungsregime (LDR, 4-
Felder-Bestrahlung, 5-Felder-Bestrahlung) eingeteilt. Die Gruppe HDR wurde genauer
unterteilt in HDR + IMRT, HDR + RapidArc, HDR + 4-Felder und HDR + 5-Felder.

Das Patientenkollektiv ist in den Tabellen 8-11 aufgelistet.



Tabelle 8

Bestrahlungsregime und Alter der Patienten des Patientenkollektivs Gruppe 1: HDR

Patienten-|Bestrahlungs-| Alter in
nummer regime* |Jahren**
PA1l la 70
PA 2 la 71
PA 7 la 76
PA 13 la 69
PA 38 la 60
PA S 1b 71
PA 6 1b o7
PA 8 1b 73
PA9 1b 73
PA 11 1b 64
PA 14 1b 56
PA 15 1b 73
PA 16 1b 62
PA 18 1b 69
PA 21 1b 72
PA 22 1b 71
PA 31 1b 72
PA 32 1b 75
PA 33 1b 69
PA 39 1b 68
PA 42 1b 73
PA 46 1b 70
PA 48 1b 74

* la: HDR + IMRT; 1b: HDR + RA; 1c: HDR + 4-Felder; 1d: HDR + 5-Felder; 2: RA; 3: IMRT; 4: LDR;
5: 4-Felder; 6: 5-Felder

** Alter zum Zeitpunkt der Manifestation der Erkrankung, d. h. das Alter vor Beginn der Bestrahlung.



Fortsetzung Tabelle 8

Patienten-|Bestrahlungs-| Alter in
nummer regime* |Jahren**
PA 52 1b 72
PA 54 1b 70
PA 55 1b 71
PA 58 1b 75
PA 61 1b 77
PA 24 1c 72
PA 35 1c 67
PA 40 1c 75
PA 50 1c 65
PA 51 1c 62
PA 4 1d 74
PA 57 1d 75
Tabelle 9

Bestrahlungsregime und Alter der Patienten des Patientenkollektivs Gruppe 2: RapidArc

Patienten-|Bestrahlungs-| Alter in
nummer regime* |Jahren**
PA3 2 69
PA 10 2 65
PA 17 2 77
PA 19 2 73
PA 23 2 78
PA 27 2 71

*la: HDR + IMRT; 1b: HDR + RA; 1c: HDR + 4-Felder; 1d: HDR + 5-Felder; 2: RA,; 3: IMRT; 4: LDR,;
5: 4-Felder; 6: 5-Felder
** Alter zum Zeitpunkt der Manifestation der Erkrankung, d.h. das Alter vor Beginn der Bestrahlung.



Fortsetzung Tabelle 9

Patienten-|Bestrahlungs-| Alter in
nummer regime* |Jahren**
PA 29 2 62
PA 30 2 84
PA 37 2 77
PA 41 2 74
PA 43 2 77
PA 44 2 70
PA 47 2 75
PA 49 2 72
PA 53 2 72
PA 56 2 72
PA 59 2 72
PA 60 2 67
PA 62 2 70
Tabelle 10

Bestrahlungsregime und Alter der Patienten des Patientenkollektivs Gruppe 3: IMRT

Patienten-|Bestrahlungs-| Alter in

nummer regime* |Jahren**

PA 20 3 73
|RA 34 3 76

|RA 36 |3 72

*la: HDR + IMRT; 1b: HDR + RA; 1c: HDR + 4-Felder; 1d: HDR + 5-Felder; 2: RA; 3: IMRT; 4: LDR,;
5: 4-Felder; 6: 5-Felder

** Alter zum Zeitpunkt der Manifestation der Erkrankung, d. h. das Alter vor Beginn der Bestrahlung.
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Tabelle 11

Bestrahlungsregime und Alter der Patienten des Patientenkollektivs Gruppe 4: andere

Bestrahlungsregime

Patienten-|Bestrahlungs-| Alter in

nummer regime* |Jahren**

PA 12 4 o1
PA 28 4 73
PA 45 3) 68
PA 26 6 67

Bei Patient PA 25, der zum Zeitpunkt der ersten Blutentnahme vor der Therapie 69 Jahre alt

war, erfolgte keine Radiotherapie.

*la: HDR + IMRT; 1b: HDR + RA; 1c: HDR + 4-Felder; 1d: HDR + 5-Felder; 2: RA,; 3: IMRT; 4: LDR,;
5: 4-Felder; 6: 5-Felder
** Alter zum Zeitpunkt der Manifestation der Erkrankung, d. h. das Alter vor Beginn der Bestrahlung.
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2.2. Strahlentherapeutische Optionen

Wie bereits in 2.1. erwéhnt, wurden die Probanden mit unterschiedlichen Verfahren bestrahit.
Der grofite Teil des Patientenkollektives wurde mit RapidArc- oder HDR-Bestrahlung
therapiert. Da zum Zeitpunkt der Durchfiihrung der Studie weniger Patienten mittels IMRT
bestrahlt wurden, ist diese Gruppe entsprechend klein ausgefallen. Auch die Anzahl der

Patienten in der Gruppe mit den anderen Bestrahlungsregimen ist gering.

In Tabelle 12 sind die unterschiedlichen Bestrahlungsgruppen mit der Gesamtdosis und der
Dosisrate der Strahlentherapie angegeben.

Tabelle 12
Bestrahlungsregime und die entsprechende Gesamtdosis und Dosisrate.

Bestrahlungsregime Gesamtdosis Gy Dosisrate Gy/min
Gruppe RapidArc 61,0-72,0 2,15-4,78
Gruppe HDR 68,0-86,0 0,87-3,93
Gruppe IMRT 71,0-72,0 1,03-1,8

2.3. Lymphozytenkulturen

Pro Patient wurden 15 ml heparinisiertes Vollblut (2x 7,5 ml Heparin-Monovette von
Sarstedt) mittels Venenpunktion entnommen. Die erste Blutentnahme erfolgte vor Beginn der
Strahlentherapie. Die zweite Blutprobe wurde jeweils 8 bis 18 Monate spater nach
Beendigung der Therapie gewonnen. Bei einigen Patienten war es moglich, eine dritte
Blutentnahme nach insgesamt 19 bis 28 Monaten durchzufiihren. Es wurde jedoch beachtet,
dass der Zeitabstand zwischen der zweiten und der dritten Blutprobe mindestens 3 Monate
oder langer betrug.

Das Patientenblut wurde im Kiihlschrank bei 4°C gelagert und innerhalb von 2 Tagen nach

der Abnahme verarbeitet.
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Das im Kihischrank gelagerte Blut wurde an einer sterilen Werkbank (Heraeus)
aufgearbeitet. Dabei wurden je 5 ml Blut und 45 ml Kulturmedium mittels einer sterilen
Einmalpipette (Greiner bio-one) in je 2 Zellkulturflaschen (Greiner bio-one) umgefullt.
AnschlieBend wurde zur Stimulation der Lymphozytenproliferation in  beide
Zellkulturflaschen jeweils 500 ul Phytohdmagglutinin (PHA von Biochrom-AG) aus dem
Kihlschrank dazugegeben. Die Lymphozytenkulturen wurden nun fur 48 Stunden im
Warmeschrank (Heraeus) bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

Das Kulturmedium setzte sich zusammen aus einer Packung RPMI 1640 (Biochrom), welches
mit 5 | Aqua bidest aufgefullt wurde. Zusatzlich wurde 10% fetales Kélberserum (Biochrom)
zum Kulturmedium hinzugegeben, welches vorher bei 56°C fiir 30 Minuten hitzeinaktiviert

wurde.

2.4. Metaphase-Préaparate und FISH

Herstellung von Metaphase-Préaparaten

Nach 46 Stunden Inkubation im Brutschrank wurden in die Zellkulturflaschen jeweils 1000 pl
Colcemid (Gibco) gegeben und die Proben anschlielend fiir weitere 2 Stunden inkubiert. Das
Colcemid diente dabei als Spindelgift, um die in die Mitose eingetretenen Zellen in der
Metaphase anzuhalten und anzureichern.

Nach Ablauf der Inkubationszeit von 48 Stunden wurden je 10 ml der Lymphozytenkultur in
jeweils 10 beschriftete Zentrifugenréhrchen (Greiner bio-one) umgefillt und 10 Minuten mit
1200 U/min bei 24°C zentrifugiert (Heraeus). Der entstandene Uberstand wurde vorsichtig
mit einer Pipette abgenommen und verworfen. AnschlieBend erfolgte unter stdndigem
Vortexen tropfchenweise die Zugabe von jeweils 7 ml KCI-L6ésung pro Rohrchen, welche
vorher im Wasserbad (Heraeus) bei 37°C erwarmt wurde.

Die osmotisch wirksame KCI-Losung wurde aus 2,8 g KCI (Merck) und 500 ml Aqua bidest
hergestellt. Die entstandene Zellsuspension wurde nun fur 20 Minuten im Warmeschrank
(Heraeus) bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Danach wurde die Zellsuspension erneut 10
Minuten mit 1200 U/min bei 24°C zentrifugiert (Heraeus). Der entstandenen Uberstand wurde
mit einer Pipette abgenommen und verworfen. Unter erneutem Vortexen erfolgte

tropfchenweise die Zugabe von jeweils 7 ml FIX-Ldsung pro Rohrchen. Anschlieend wurde
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die Zellsuspension wieder 10 Minuten mit 1200 U/min bei 24°C zentrifugiert. Die FIX-
Losung wurde aus Eisessig (Merck) und Methanol (Merck) im Verhaltnis 1:3 erzeugt und
diente dem Waschen und Fixieren der Zellen. Der VVorgang des Zentrifugierens, der Abnahme
des Uberstandes und der Resuspendierung mit FIX-Lésung erfolgte 2 bis 3 mal nacheinander,
bis die Proben ausreichend gewaschen waren und als helles Pellet erschienen. Zum Schluss
wurden die Zellen aller Zentrifugenréhrchen mit Hilfe einer Transferpipette (Sarstedt) in ein
Réhrchen vereinigt, mit FIX-Losung aufgeflllt, mit einem Stopfen verschlossen und im

Kihlschrank (Siemens) bei 3°C gelagert.

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) der Metaphase-Préparate

Zur Herstellung der FISH-Praparate wurde das Zellpellet mit Hilfe einer Transferpipette
(Sarstedt) resuspendiert und 20 pul der Metaphase-Zellsuspension auf einen mit Aqua bidest
angefeuchteten Objekttrager (Knittel Glaser) mittig aufgetropft. Das an den Rand verdrangte
Wasser, wurde mit Zellstoff aufgesaugt. Durch eine mikroskopische Kontrolle wurde
sichergestellt, dass sich eine ausreichende Anzahl von Metaphase-Chromosomen auf dem
Objekttrager befand. AnschlieRend wurde der Objekttrager tber Nacht luftgetrocknet.

Am zweiten Tag wurde der Objekttrager fiir 30 Minuten in einer Kuvette mit Pre-wash-Puffer
im Wasserbad (Heraeus) bei 37°C gewaschen. Der Pre-wash-Puffer wurde aus 2-fach SSC
(Biochrom) und 0,5 prozentigem Igepal (Biochrom) bei Einhaltung des pH-Werts 7,0
hergestellt. Anschliefend wurde der Objekttrager in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%,
80%, 95% EtOH) (Biochrom) flr jeweils 2 Minuten denaturiert und danach fir 10 Minuten
luftgetrocknet.

Im Anschluss wurden im abgedunkelten Zimmer 10 pl des Farbgemisches auf den
Objekttrager mit Hilfe einer Pipette (Eppendorf) aufgetragen. Das Farbgemisch setzte sich
zusammen aus 3 pl der grinen Farbsonde fiir Chromosom 1 (Meta Systems GmbH), 3 pl der
roten Sonde fur Chromosom 2 (Meta Systems GmbH) und jeweils 2 pl griner und 1 pl roter
Sonde fur Chromosom 4 (Meta Systems GmbH). Die Sondenmischung fiir das Chromosom 4
ergab eine gelbe Farbung.

Die mit dem Farbgemisch bedeckte Stelle des Objekttragers wurde mit einem 22 x 22 mm
grollen Deckglas (Menzel- Glaser) abgedeckt und mit Fixogum (Marabu) abgedichtet. Nach
Erhitzen des Objekttrégers auf einer Heizplatte (Medax) bei 75°C fiir 5 Minuten erfolgte die
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Inkubation in einer feuchten Kammer im Warmeschrank (Heraeus) bei 37°C ohne CO, fiir 24
Stunden.

Am dritten Tag wurde zuerst das Deckglas mit dem Fixogum vom Objekttrager entfernt und
dieser anschliefend in einer Kivette mit 0,5 fach SSC (Biochrom) bei pH 7,0 fiir 5 Minuten
im Wasserbad (VWR) bei 65°C gewaschen. Nach kurzem Abkihlen wurde der Objekttrager
in einer Kuvette mit 1-fach PBD (Biochrom) fir 5 Minuten bei Raumtemperatur gewaschen.
AnschlieRend wurden 10 pl DAPI (Meta Systems GmbH) auf den nassen Objekttrager
pipettiert und dieser mit einem Deckglas 24 x 32 mm (Menzel-Gléser) abgedeckt. Als letztes
wurden alle 4 Kanten des Deckglases mit farblosem Nagellack (Basic) versiegelt und die
Objekttrager im Gefrierschrank bei -20°C (Siemens) fur maximal 2 Wochen bis zur

mikroskopischen Auswertung gelagert.

Abbildung 2
Eine normale Metaphase-Zelle mit hybridisierten Chromosomen 1 (rot), 2 (griin) und 4 (gelb).

Die anderen Chromosomen sind mit DAPI (blau) gegengeféarbt.
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Mikroskopische Auswertung

Die mikroskopische Auswertung der bis dahin bei -20°C gelagerten Objekttrager erfolgte im
abgedunkelten Raum mit einem Fluoreszenz-Mikroskop (Zeiss) mit speziellen Farbfiltern flr
die Grun-, Rot- und Gelbfluoreszenzfarbung der Chromosomen. Die Chromosomen wurden
mit 1000-facher VergroBerung unter Olimmersion betrachtet. Von den Blutproben zum
Zeitpunkt vor der Therapie wurden pro Patient 500 sich in Mitose befindliche Zellkerne der
Lymphozyten ausgewertet. Von den Blutproben nach der Therapie wurden pro Patient 300
Mitosen analysiert. Dabei wurden Mitosen mit und ohne Chromosomenaberrationen
unterschieden und ausgezahlt. Die Chromosomenaberrationen wurden noch einmal genauer
unterteilt in einfache Austauschaberrationen (Chromosomen-Austausch zwischen 2
Chromosomen), komplexe Austauschaberrationen (Chromosomen-Austausch zwischen mehr
als 2 Chromosomen) und multiple Austauschaberrationen (mehrere einfache
Austauschaberrationen in einer Zelle) sowie aneuploide Zellen (einzelne Chromosomen sind

mehr oder weniger als zweimal und Y-Chromosom mehr oder weniger als einmal vorhanden).

Bei der Auswertung der Austauschaberrationen wurde die partielle Rate an einfachen
Austauschaberrationen pro Zelle ys.e. berechnet. Diese ist definiert als Anzahl der einfachen
chromosomalen Austauschaberrationen, beobachtet in Chromosomen 1, 2 und 4, geteilt durch

die Anzahl der ausgewerteten Zellen.

2.5. Statistische Analyse

Die chromosomalen Austauschaberrationen wurden in jeweils 500 Zellen der Kontrollproben
vor Beginn der Therapie und jeweils 300 Zellen in den 1 und 2 Jahre nach Ende der Therapie
entnommenen Blutproben ausgezéhlt. Flr jeden Zeitpunkt und jeden Patienten wurden die
Chromosomenaberrationsraten ys.e. berechnet. Da es sich bei den chromosomalen
Austauschaberrationen um seltene Ereignisse handelt, folgen diese Daten der Poisson-
Verteilung und die ys.e.-Werte reprasentieren die Mittelwerte der entsprechenden Poisson-

Verteilungen.
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Anhand der Poisson-Verteilung wurden die 95%-Vertrauensbereiche fiir die Raten der
chromosomalen Austauschaberrationen bestimmt. Zusétzlich wurde der Median anhand der
ys.e.-Werte jeweils fir die Blutproben vor Beginn der Therapie, nach 1 und nach 2 Jahren

berechnet.

Mit Hilfe des Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests wurden jeweils die Patienten mit niedriger’ und
hoher” Chromosomenaberrationsrate verglichen. Dieser Vergleich wurde jeweils fir die
Blutproben der Kontrollgruppe, die Blutproben 1 Jahr nach Ende der Therapie und die
Blutproben 2 Jahre nach Therapieende durchgeftihrt. Der Test wurde auf dem Niveau a = 0,05

berechnet.

Durch den Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest wurden die chromosomalen Aberrationsraten der
Kontrollproben mit denen der Blutproben 1 Jahr nach Ende der Therapie und mit denen der
Blutproben 2 Jahre nach Therapieende untereinander verglichen. Dabei wurden die ys.g.-
Werte der Kontrollproben, die Werte nach 1 und nach 2 Jahren jeweils zu einer Ranggruppe
zusammengefasst und als Gruppen untereinander verglichen. Der Test wurde auf dem Niveau
a = 0,05 durchgefiihrt.

Mit Hilfe des Chi-Quadrat-Test wurde auf dem Niveau o = 0,05 die Signifikanz der Werte
(Kontrollwert, nach 1 und 2 Jahren) jeweils nur eines Patienten verglichen.

Auch hier wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Chromosomenaberrationsrate eines
Patienten nach 1 und 2 Jahren post-Therapie nicht mehr signifikant erhoht ist.

! Werte < des Wertes des oberen 95%-Vertrauensbereiches

2 Werte > des Wertes des oberen 95%-Vertrauensbereiches
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3. Ergebnisse

3.1. Chromosomenaberrationsraten in Patientenlymphozyten vor der Therapie sowie ein
und zwei Jahre nach der Therapie

In den Metaphase-Lymphozyten, die aus dem peripheren Blut der Patienten hergestellt
wurden, wurden die einfachen  chromosomalen  Austauschaberrationen  ys.g.
fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet. In Abb. 3 sind Chromosomenaberrationsraten ys.g. in
Lymphozyten der Patienten vor Beginn der Therapie (1), 1 Jahr (2) und 2 Jahre (3) nach
Beendigung der Therapie aufgetragen. Die Ergebnisse sind als Boxplots dargestellt, die die
Mediane sowie die 25%- und 75%-Quantile beinhalten.

Anhand der Abb.3 wird ersichtlich, dass die ys.e.-Werte in Lymphozyten der Patienten zum
Zeitpunkt 1 Jahr und 2 Jahre nach Ende der Therapie gegentiber den Kontrollwerten vor der
Therapie signifikant (Mann-Whitney-U-Test, p <0,05) erhoht sind.
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Abbildung 3

Aberrationsraten ys.e. in Lymphozyten der Patienten vor Beginn der Therapie (1), 1 Jahr nach
Ende der Therapie (2) und 2 Jahre nach Ende der Therapie (3). In den grauen Boxen befinden
sich jeweils die mittleren 50% der ys.c.-Werte. Die vertikalen Linien unterhalb der Boxen
veranschaulichen die 25% der kleinsten Werte und die vertikalen Linien oberhalb der Boxen
beinhalten die 25% der hoéchsten Werte. Die horizontalen schwarzen Linien in den grauen

Boxen stellen jeweils den Median dar.
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3.2. Chromosomale Austauschaberrationen vor Beginn der Therapie

In Abb.4 sind die Kontrollwerte, d.h. die Spontanaberrationsraten ys.e. vor Beginn der
Therapie, geordnet entsprechend dem aufsteigendem ys.e.—Wert, aufgetragen. Bei den
Patienten 4, 10, 13 und 20 fehlte die Kontrollprobe vor der Therapie. Die ys.e.—Werte liegen
in den Kontrollproben zwischen 0 und 0,236 Austauschaberrationen pro Zelle. Der Median
liegt bei 0,01.
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Abbildung 4

Einfache chromosomale Austauschaberrationsraten ysg in den unbestrahlten Blutproben vor Beginn der Therapie (@), geordnet nach aufsteigendem
ys.e-Wert. Die vertikalen Balken | reprisentieren die 95%-Poisson-Vertrauensbereiche. Die schwarze Linie — représentiert den Median 0 = 0,01

und die gepunkteten Linien -+ reprasentieren die 95%-Vertrauensbereiche des Medians <0,008; 0,012>.
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3.3. Chromosomale Austauschaberrationen nach der Therapie

In Abb.5 sind die Aberrationsraten ys.g. der Lymphozyten, welche den Patienten 1 und 2 Jahre
nach der Therapie entnommen wurden, dargestellt zusammen mit den entsprechenden
Kontrollwerten vor Beginn der Therapie. Bei den Patienten 4, 10, 13 und 20 fehlt die
Kontrollprobe vor der Therapie.

Der Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest zeigte, dass die ys.e.-Werte der Ranggruppe 1 Jahr nach
Ende der Therapie im Vergleich zu den ys.e -Werten der Ranggruppe der Kontrollproben vor
Beginn der Therapie signifikant unterschiedlich sind (p<0,05). Auch die ys.e-Werte der
Ranggruppe 2 Jahre nach Ende der Therapie unterscheiden sich signifikant, auf dem 95%-

Niveau, von den ys.e -Kontrollwerten vor Beginn der Therapie.

Die ys.e-Werte zum Zeitpunkt 2 Jahre nach der Therapie erscheinen im Diagramm
trendmaRig niedriger, als die Werte 1 Jahr nach der Therapie. Der Wilcoxon-Vorzeichen-
Rangtest zeigt jedoch, dass die ys.e-Werte 1 und 2 Jahre nach der Therapie nicht signifikant

voneinander unterschiedlich sind (p>0,05).

Vergleicht man die ys.e-Werte (Kontrollwert, Wert nach 1 und 2 Jahren) jeweils eines
einzelnen Patienten mit Hilfe des Chi—Quadrat-Tests untereinander, so wird ersichtlich, dass
fast alle ys.e-Werte zum Zeitpunkt 1 und 2 Jahre nach der Therapie bis auf wenige
Ausnahmen im Vergleich zu den Kontrollwerten vor Beginn der Therapie auf dem 95%-

Niveau signifikant erhoht sind.

Beim Vergleich des Kontrollwertes mit dem Wert zum Zeitpunkt 1 Jahr nach der Therapie ist
bei fast allen Patienten der ys.g -Wert signifikant erhoht. Nur bei den Patienten 34, 43 und 44
ist der Wert nach 1 Jahr nicht signifikant erhoht. Allerdings liegen bei diesen drei Patienten
besonders hohe Kontrollwerte vor, sodass eine weitere Erhéhung durch die Therapie deshalb

nicht nachzuweisen war.

Beim Vergleich des Kontrollwertes mit dem Wert nach 2 Jahren waren lediglich die Werte

der Patienten 11 und 23 nicht mehr signifikant erhoht.
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Abbildung 5

Einfache chromosomale Austauschaberrationsraten yse in den unbestrahlten Blutproben vor Beginn der Therapie (®), 1 Jahr nach Ende der Therapie (¢),
2 Jahre nach Ende der Therapie (A) nach aufsteigendem ys.e.-Kontrollwert geordnet. Die vertikalen Balken 4 reprisentieren die 95%-Poisson-

Vertrauensbereiche, welche auf Grund der Ubersichtlichkeit nur fiir die unbestrahlten Kontrollproben dargestellt sind.
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In Abb.6 und Abb.7 sind jeweils die Patienten in Gruppen mit niedriger und hoher
Aberrationsrate zum Zeitpunkt 1 und 2 Jahren nach Ende der Therapie eingeordnet. Die
vertikal verlaufende Punkt-Strich-Linie trennt dabei die Gruppen mit der niedrigen und hohen
chromosomalen Aberrationsrate. Diese Grenzlinie wurde gewahlt als der obere 95%-

Vertrauensbereich des Medians.

Mit Hilfe des Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests konnte gezeigt werden, dass zu allen 3
Zeitpunkten der Blutentnahme jeweils bei der Patientengruppe mit der hdoheren
chromosomalen  Aberrationsrate  eine signifikant hoéhere  Anzahl an einfachen

Austauschaberrationen vorlag (p<0,05).
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Abbildung 6

Einfache chromosomale Austauschaberrationen 1 Jahr nach Ende der Therapie (¢) nach
aufsteigendem  ys.e.-Wert geordnet. Die schwarze Linie —— représentiert den
Median 0 = 0,075 und die gepunkteten Linien ««-- reprasentieren die 95%-Vertrauensbereiche
des Medians <0,06; 0,133>. Die Punkt-Strich-Linie I trennt die Gruppen mit niedriger und

hoher chromosomaler Aberrationsrate.
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Abbildung 7

Einfache chromosomale Austauschaberrationen 2 Jahre nach Ende der Therapie (A) nach
aufsteigendem  ys.e.-Wert geordnet. Die schwarze Linie —— reprasentiert den
Median 0 = 0,083 und die gepunkteten Linien - reprasentieren die 95% Vertrauensbereiche
des Medians <0,06; 0,107>. Die Punkt-Strich-Linie : trennt die Gruppen mit niedriger und

hoher chromosomaler Aberrationsrate.
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3.4. Multiple chromosomale Austauschaberrationen

Bei 7% der Kontrollblutproben vor Beginn der Therapie traten in mehreren Zellen multiple
chromosomale Austauschaberrationen auf (Abb.8). Bereits nach 1 Jahr (Abb.9) hat sich die
Anzahl der Proben mit mehreren betroffenen Zellen verzehnfacht (72%) und auch 2 Jahre
nach Ende der Therapie (Abb.10) ist die Anzahl der Proben mit mehreren Zellen mit
multiplen Austauschaberrationen nicht gesunken (74%). Auffallig ist, dass 1 Jahr nach Ende
der Therapie (Abb.9) in den Proben, in denen mehrere betroffenen Zellen vorhanden sind, in
15% der Falle mehr als 10 Zellen mit multiplen chromosomalen Austauschaberrationen

vorliegen. Diese Erhéhung ist 2 Jahre nach Ende der Therapie wieder verschwunden.

Insgesamt sind bei 29% der Patienten vor der Therapie, 85% der Patienten nach 1 Jahr und
84% der Patienten 2 Jahre nach Ende der Therapie Zellen mit multiplen chromosomalen

Austauschaberrationen zu beobachten.

7%

B keine Zelle
m1 Zelle
@ 2-7 Zellen

Abbildung 8

Relative Anzahlen von Lymphozyten mit multiplen Austauschaberrationen in den Blutproben

vor Beginn der Therapie.
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Abbildung 9

44

Relative Anzahlen von Lymphozyten mit multiplen Austauschaberrationen in den Blutproben

1 Jahr nach Ende der Therapie.

74%

10%

Abbildung 10

B keine Zelle
@1 Zelle
@2-7 Zellen

Relative Anzahlen von Lymphozyten mit multiplen Austauschaberrationen in den Blutproben

2 Jahre nach Ende der Therapie.
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3.5. Komplexe chromosomale Austauschaberrationen

Bei den Kontrollproben vor Beginn der Therapie sind komplexe chromosomale
Austauschaberrationen selten. Lediglich bei 10% der Patienten liegt jeweils eine Zelle mit
einer komplexen chromosomalen Austauschaberration vor (Abb.11). Der Ursprung dieser
komplexen Aberration ist unbekannt. 1 Jahr nach Ende der Therapie hat sich die Anzahl der
Proben mit betroffenen Zellen verdreifacht (Abb.12). Zusétzlich sind zu den Blutproben mit
einer betroffenen Zelle (26%) Patientenproben mit mehreren betroffenen Zellen (18%)
vorhanden, sodass nach einem Jahr insgesamt 44% der Patienten Zellen mit komplexen

chromosomalen Austauschaberrationen aufwiesen.

Auch 2 Jahre nach Ende der Therapie liegt immer noch bei 32% der Patienten eine Zelle mit

komplexen chromosomalen Austauschaberrationen vor (Abb.13).

Insgesamt sind bei 10% der Patienten vor der Therapie, bei 44% der Patienten 1 Jahr nach
Ende der Therapie und bei 32% der Patienten nach 2 Jahren Zellen mit komplexen

chromosomalen Austauschaberrationen vorhanden.

10%

90%

Bkeine Zelle
m1 Zelle

Abbildung 11

Relative Anzahl von Lymphozyten mit komplexen chromosomalen Austauschaberrationen in
den Blutproben vor Beginn der Therapie.
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Relative Anzahlen von Lymphozyten mit komplexen chromosomalen Austauschaberrationen

in den Blutproben 1 Jahr nach Ende der Therapie.

68%

Abbildung 13

Ekeine Zelle
@1 Zelle

Relativ Anzahl von Lymphozyten mit komplexen chromosomalen Austauschaberrationen in

den Blutproben 2 Jahre nach Ende der Therapie.
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3.6. Aneuploide Zellen

In den Patientenblutproben traten als aneuploide Verédnderungen Mono- oder Trisomien auf.
Bei allen aneuploiden Zellen, egal zu welchem Zeitpunkt die Blutentnahme erfolgte, war
meist nur eins der Chromosomen 1,2 oder 4 betroffen. Dabei kamen Mono- und Trisomien

gleichhaufig vor.

Bei den Kontrollproben vor der Therapie sind bei 9% der Patienten bereits Zellen mit

aneuploidem Chromosomensatz vorhanden (Abb.14).

1 Jahr nach Ende der Therapie (Abb.15) hat sich die Anzahl der Blutproben mit aneuploiden
Zellen verdreifacht (33%).

Nach 2 Jahren ist die Anzahl der Patienten mit aneuploiden Zellen allerdings wieder auf 5%
gesunken (Abb.16).

9%

Bohne aneuploide
Zellen

Emit aneuploiden
Zellen

Abbildung 14

Relative Anzahl von aneuploiden Lymphozyten in den Blutproben vor Beginn der Therapie.
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Relative Anzahl von aneuploiden Lymphozyten in den Blutproben 1 Jahr nach Ende der

Therapie.

5%

Abbildung 16

Bohne aneuploide
Zellen

Emit aneuploiden
Zellen

Relative Anzahl von aneuploiden Lymphozyten in den Blutproben 2 Jahre nach Ende der

Therapie.
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3.7. Einfluss des Alters auf die einfachen chromosomalen Austauschaberrationen in den

Kontrollblutproben vor Beginn der Therapie

Das Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Kontrollblutentnahme vor Beginn der Therapie lag
zwischen 51 und 84 Jahren. Das Medianalter betragt 72 Jahre. Bei den Patienten 4, 10, 13 und
20 fehlt die Blutprobe vor Beginn der Therapie. Zur einfacheren Veranschaulichung wurde
das Alter der Patienten in 5-Jahres-Gruppen aufgetragen. Das Diagramm in Abb.17 zeigt, dass
die Mehrheit der spontanen ys g -Werte in einem Bereich zwischen 0 und 0,02 liegt. Lediglich

4 Patienten haben Outliner-Werte auRerhalb dieses Bereiches bis zu 0,102.

Daraus wird ersichtlich, dass das Alter keinen Einfluss auf das AusmaR der einfachen
chromosomalen Awustauschaberrationen hat, sondern die Chromosomenschaden vor der

Therapie unabhéngig vom Alter auftreten.
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Abbildung 17

Einfache chromosomale Austauschaberrationsraten ys.c. (@) in den unbestrahlten Blutproben vor Beginn der Therapie, geordnet nach dem aufsteigendem

Alter der Patienten.
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3.8. Tumorstaging und chromosomale Austauschaberrationsraten in Lymphozyten der
Kontrollblutproben vor Beginn der Therapie

Zur besseren Veranschaulichung wurden die Patienten beziiglich der TNM-Klassifikation
ihres Prostatakarzinoms in Abb.18 in 3 Gruppen eingeteilt (T1c, T2a bis T2c und T3a bis
T3c). Bei den Patienten 4, 10, 13 und 20 fehlen die Blutproben vor Beginn der Therapie.

Aus dem Diagramm wird ersichtlich, dass in allen 3 Gruppen jeweils niedrige und hohe ys.g.-
Werte vorhanden sind, unabhangig davon, ob ein niedriges oder hohes TNM-Stadium vorlag.
Daraus lasst sich  schlieRen, dass die Rate an einfachen chromosomalen
Austauschaberrationen vor Beginn der Therapie nicht vom TNM-Stadium des

Prostatakarzinoms abhéangig ist.
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Abbildung 18

Einfache chromosomale Austauschaberrationsraten ys.e. (@) in den unbestrahlten Blutproben vor Beginn der Therapie, geordnet nach der TNM-

Klassifikation des Prostatakarzinoms.
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3.9. Einfluss von Belastungsfaktoren auf die einfachen chromosomalen
Austauschaberrationen in den Kontrollblutproben vor Beginn der Therapie

Einfluss der beruflichen Schadstoffexposition

Bei 24 von 37 Patienten (65%) lag eine berufliche Schadstoffexposition vor. Bei 25 von 62
Patienten fehlt die Berufsanamnese. Die Patienten mit beruflicher Schadstoffexposition sind
in Abb.19 dargestellt.

Der Median der ys.e.-Werte fiir einfache chromosomale Austauschaberrationen bei Patienten
mit beruflicher Schadstoffbelastung betrédgt 0,008. Der sich als Outliner darstellende ys.g.-
Wert von Patient 43 wurde nicht mit in die Medianberechnung einbezogen, da es sich am

wahrscheinlichsten um eine genetische Disposition dieses Patienten handelt.

Im Vergleich dazu ist der Median der ys.e.-Werte bei Patienten ohne berufliche

Schadstoffexposition mit 0,01 nahezu gleich grol?.

Zum einem wird daraus ersichtlich, dass der Grofteil der Patienten mit Prostatakarzinom im
Beruf schadstoffexponiert war. Zum anderen zeigt sich, dass es allerdings in diesem Fall
keinen Unterschied im Ausmal} der chromosomalen Vorschédigung in den Lymphozyten im

Vergleich zu den Patienten ohne berufliche Schadstoffexposition gibt.
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Abbildung 19

Einfache chromosomale Austauschaberrationen ys.e. in den unbestrahlten Blutproben vor
Beginn der Therapie (®) bei Patienten mit beruflicher Belastung, geordnet nach

aufsteigendem Alter. Die vertikalen Balken -  reprdsentieren die 95%-Poisson-

Vertrauensbereiche.

Einfluss mehrerer gleichzeitig vorhandener Belastungsfaktoren

Von den Patienten mit beruflicher Schadstoffexposition und negativer Familienanamnese sind
25% Raucher. Dies wird in Abb.20 ersichtlich. Daraus ergibt sich, dass bei 75% der Patienten
mit negativer Familienanamnese nur ein Belastungsfaktor vorliegt (berufliche
Schadstoffexposition) und bei 25% als zweiter Belastungsfaktor der positive Nikotinstatus

vorhanden ist.
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In Abb.21 sind die Patienten mit beruflicher Belastung sowie positiver Familienanamnese mit
und ohne Nikotinkonsum dargestellt. Es wird ersichtlich, dass bei 40% der beruflich
Schadstoffexponierten insgesamt 3 Risikofaktoren vorliegen.

E Nikotin positiv
B Nikotin negativ

Abbildung 20

Relative Anzahl von Prostatakrebspatienten mit beruflicher Belastung und negativer

Familienanamnese mit und ohne Nikotinkonsum.

@ Nikotin positiv

B Nikotin negativ

Abbildung 21

Relative Anzahl von Prostatakrebspatienten mit beruflicher Belastung und positiver
Familienanamnese mit und ohne Nikotinkonsum.
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3.10. Nebenwirkungen an Harnblase und Darm

Akute Nebenwirkungen an Harnblase und Darm

Insgesamt 56 von 61 Studienteilnehmern (92%) wiesen akute Nebenwirkungen an Harnblase
oder Darm oder an beiden Organen auf. In Abb.22 und Abb.23 sind die akuten
Nebenwirkungen an Harnblase und Darm zur einfacheren Veranschaulichung jeweils getrennt
dargestellt. Bei mehr als der Halfte der Patienten (57%) traten allerdings akute

Nebenwirkungen sowohl an der Harnblase als auch am Darm auf.

Die akute Zystitis und die akute Proktitis traten jeweils bei etwa 75% der Patienten auf
(Abb.22, Abb.23). Bei beiden Organen Uberwogen die Nebenwirkungen 1. Grades (51-54%).
Die Nebenwirkungen I1l. Grades kamen nur sehr selten vor (2%). Ein Viertel der Patienten

hatte jeweils keine akuten Nebenwirkungen an Harnblase oder Darm.

Zusammenfassend wird ersichtlich, dass die akuten Nebenwirkungen an Harnblase oder Darm

jeweils fast gleich haufig auftraten.

2%

Bkeine NW
B Grad I

O Grad I1

@ Grad I1I

54%

Abbildung 22

Relative Haufigkeiten der akuten Nebenwirkungen verschiedener Grade an der Harnblase.
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2%

B keine NW
B Grad I
OGrad IT

@ Grad 11T

51%

Abbildung 23

Relative Haufigkeiten der akuten Nebenwirkungen verschiedener Grade am Darm.

Akute Nebenwirkungen in Abhangigkeit von der Bestrahlungstechnik

Zur Veranschaulichung der akuten Nebenwirkungen in Abhéngigkeit wvon der
Bestrahlungstechnik sind in Abb.24 und Abb.25 die Patienten mit akuten Nebenwirkungen an

Harnblase und Darm in einem Diagramm zusammengefasst.

Aus den Diagrammen wird ersichtlich, dass es keine Unterschiede im Ausmall der
Nebenwirkungen zwischen den verschiedenen Bestrahlungsoptionen gibt. Sowohl die Hélfte
der Patienten mit RapidArc- oder HDR + RapidArc-Bestrahlung (Abb.24) als auch die Halfte
der Patienten mit anderen Bestrahlungstechniken* (Abb.25) wiesen nur leichte
Nebenwirkungen . Grades auf. Circa 20% der Patienten in beiden Gruppen litten unter
schweren Nebenwirkungen I1. oder Ill. Grades. Weitere rund 20% aller Patienten gaben
gleichzeitig leichte und schwere Nebenwirkungen von Grad | und Grad Il oder Il an. Nur
circa 10% der Patienten hatten, unabhangig von der jeweiligen Bestrahlungstechnik, keine
akuten Nebenwirkungen an Harnblase und Darm.

* HDR+IMRT, HDR+4-Felder, HDR+5-Felder, IMRT, LDR, 4-Felder, 5-Felder
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Abbildung 24

Enur Grad I
mnur Grad II oder I1I
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oder III

Bkeine akuten
Nebenwirkungen
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Relative Haufigkeiten der akuten Nebenwirkungen verschiedener Grade an Harnblase und

Darm bei Patienten, die mit RapidArc- und HDR + RapidArc-Techniken behandelt wurden.

10%

Abbildung 25

@Enur Grad I
@ nur Grad II oder I1I

O Grad I plus Grad II
oder III

B keine akuten
Nebenwirkungen

Relative Haufigkeiten der akuten Nebenwirkungen verschiedener Grade an Harnblase und

Darm bei Patienten, die mit anderen Bestrahlungstechniken* behandelt wurden.

* HDR+IMRT, HDR+4-Felder, HDR+5-Felder, IMRT, LDR, 4-Felder, 5-Felder
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Spéate Nebenwirkungen an Harnblase und Darm

Insgesamt 20 von 59 Studienteilnehmern (34%) wiesen spate Nebenwirkungen an Harnblase
oder Darm oder an beiden Organen auf. Im Vergleich zu den akuten Nebenwirkungen sind
2/3 der Patienten weniger betroffen. In Abb.26 und Abb.27 werden die spéten
Nebenwirkungen an Harnblase und Darm zur einfacheren Veranschaulichung erneut jeweils
getrennt betrachtet. Nur bei 14% der Patienten traten sowohl spéate Nebenwirkungen an der

Harnblase als auch am Darm auf.

Bei den spaten Nebenwirkungen kehrt sich das Verhaltnis zwischen Patienten mit und ohne
Nebenwirkungen im Vergleich zum Verhaltnis bei den akuten Nebenwirkungen um. Spéte
Nebenwirkungen an der Harnblase wurden bei 27% der Studienteilnehmer beobachtet und
ebenfalls nur 20% der Patienten litten unter Nebenwirkungen am Darm. Bei beiden Organen
uberwiegen die spaten Nebenwirkungen I. Grades (13 bis 19%), ahnlich wie bei den akuten
Nebenwirkungen. Die Nebenwirkungen II. und Ill. Grades kamen nur selten vor (7 bis 8%).
Im Gegensatz zu den akuten Nebenwirkungen hatten etwa 75% der Patienten keine spaten

Nebenwirkungen an Harnblase oder Darm.

Auch bei den spaten Nebenwirkungen traten Zystitis und Proktitis jeweils fast mit gleicher

Haufigkeit auf.

5% 3%

B keine NW
B Grad I
OGrad IT

@ Grad 11T

Abbildung 26

Relative Haufigkeiten der spaten Nebenwirkungen verschiedener Grade an der Harnblase.
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50, 2%

B keine NW
B Grad I
OGrad IT

@ Grad 11T

Abbildung 27

Relative Haufigkeiten der spaten Nebenwirkungen verschiedener Grade am Darm.

Spate Nebenwirkungen in Abhangigkeit von der Bestrahlungstechnik

Zur Veranschaulichung der spaten Nebenwirkungen in Abhéngigkeit von der
Bestrahlungstechnik sind in Abb.28 und Abb.29 die Patienten mit spaten Nebenwirkungen an

Harnblase und Darm ebenfalls in einem Diagramm zusammengefasst.

Auch in diesen Diagrammen wird ersichtlich, dass das Verhaltnis von Patienten mit und ohne
spate Nebenwirkungen im Vergleich zu den akuten Nebenwirkungen umgekippt ist. Sowohl
die Patienten mit RapidArc- oder HDR + RapidArc-Bestrahlung (Abb.28) als auch die
Patienten, die mit anderen Bestrahlungstechniken* behandelt wurden (Abb.29), wiesen zu fast
70% keine spaten Nebenwirkungen an Harnblase oder Darm auf. Es féllt auf, dass bei den
ubrigen Patienten mit RapidArc- oder HDR + RapidArc-Bestrahlung (Abb.28) liberwiegend
leichte Spatnebenwirkungen 1. Grades auftraten und bei den restlichen Patienten mit anderen
Bestrahlungstechniken* (Abb.29) hingegen hauptsachlich schwere Nebenwirkungen Il. oder
I11. Grades auftraten.

* HDR+IMRT, HDR+4-Felder, HDR+5-Felder, IMRT, LDR, 4-Felder, 5-Felder
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Abbildung 28

Enur Grad I
Enur Grad II oder I1I
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Bkeine spiten
Nebenwirkungen
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Relative Haufigkeiten der spaten Nebenwirkungen verschiedener Grade an Harnblase und

Darm bei Patienten, die mit RapidArc- und HDR + RapidArc-Techniken behandelt wurden.

0%

0%

Abbildung 29

@Enur Grad I
®nur Grad IT oder I1I

O Grad I plus Grad II
oder III

B keine spiten
Nebenwirkungen

Relative Haufigkeiten der spaten Nebenwirkungen verschiedener Grade an Harnblase und

Darm bei Patienten, die mit anderen Bestrahlungstechniken* behandelt wurden.

* HDR+IMRT, HDR+4-Felder, HDR+5-Felder, IMRT, LDR, 4-Felder, 5-Felder
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Des Weiteren erfolgte ein Vergleich des Verteilungsmusters der spaten Nebenwirkungen an
Harnblase oder Darm bei Patienten der Gruppe RapidArc (Abb.30), Patienten der Gruppe
HDR + RapidArc (Abb.31) und Patienten mit anderen Bestrahlungstechniken* (Abb.32). In
allen drei Gruppen wies die Hélfte der Patienten keine spaten Nebenwirkungen auf. Auch die
Verteilung von Zystitis und Proktitis stellte sich in allen drei Bestrahlungsgruppen mit 20 bis

30% der Patienten fast identisch dar.

Somit wird ersichtlich, dass unabhéngig von der Bestrahlungstechnik, egal ob RapidArc oder
HDR + RapidArc oder andere Bestrahlungstechniken*, kein signifikanter Unterschied
zwischen dem Verteilungsmuster der spaten Nebenwirkungen besteht und die Art der

Bestrahlung keinen Einfluss auf dieses Muster hat.

@ an der Harnblase
Eam Darm

O ohne Nebenwirkungen

Abbildung 30

Relative Haufigkeiten der spaten Nebenwirkungen der Patienten der Gruppe RapidArc.

* HDR+IMRT, HDR+4-Felder, HDR+5-Felder, IMRT, LDR, 4-Felder, 5-Felder
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@ an der Harnblase

mam Darm

Oohne Nebenwirkungen

Abbildung 31

Relative Haufigkeiten der spaten Nebenwirkungen bei den Patienten der Gruppe HDR +
RapidArc.

@ an der Hamblase

mam Darm

O ohne Nebenwirkungen

Abbildung 32

Relative Haufigkeiten der spaten Nebenwirkungen bei den Patienten mit anderen

Bestrahlungstechniken*.

* HDR+IMRT, HDR+4-Felder, HDR+5-Felder, IMRT, LDR, 4-Felder, 5-Felder
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Einfluss des Alters auf die Nebenwirkungen der Strahlentherapie

Insgesamt traten bei den akuten und spéaten Nebenwirkungen an der Blase und am Darm bei
den Patienten im Alter von 51 bis 84 Jahren keine Unterschiede hinsichtlich der Haufigkeiten
der verschiedenen Grade und der Organverteilung beziglich der Nebenwirkungen auf.
Sowohl die ,,jlingeren* als auch die ,,dlteren” Studienteilnehmer wiesen jeweils akute und
spate Nebenwirkungen 1. bis Ill. Grades auf. Daraus lasst sich schlieRen, dass das Alter auf

die Nebenwirkungen keinen grofRen Einfluss hat.
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurden Chromosomenaberrationen in  Lymphozyten  von
Prostatakrebspatienten jeweils vor Beginn der Therapie sowie 1 und 2 Jahre nach Ende der
Strahlentherapie untersucht. Dazu wurden die Lymphozyten stimuliert, kultiviert,
aufgearbeitet und mikroskopisch in der Metaphase ausgewertet. Die Patienten wurden anhand
ihrer Bestrahlungstechnik in verschiedene Gruppen unterteilt. Zusatzlich wurden retrospektiv
Daten tber Nebenwirkungen der Strahlentherapie und mogliche Belastungsfaktoren der
Patienten erhoben.

Die mikroskopische Untersuchung der Lymphozyten erfolgte mit Hilfe der 3-Farben-FISH-
Féarbung fir die Chromosomen 1, 2 und 4. Die Anzahl der ausgewerteten chromosomalen
Aberrationen wird hierbei allerdings unterschatzt, da nur 3 Chromosomen (circa 22,5% des
Genoms) reprasentativ ausgewertet wurden und die restlichen Chromosomen nicht separat
angefarbt wurden. Eine 24-Farben-FISH-Farbung und somit spezifische Anfarbung aller
Chromosomen einer Zelle war bei der Auswertung von jeweils 500 Zellen pro Patient vor
Beginn der Therapie und jeweils 300 Zellen pro Patient 1 und 2 Jahre nach Ende der Therapie
wegen des zu groRen Zeitaufwandes nicht mdoglich. Die genomischen (gesamten)
chromosomalen Aberrationsraten sind also hoher als die in dieser Arbeit ermittelten partiellen

Raten der einfachen Austauschaberrationen ysg .

Bei fast allen Patienten war die Aberrationsrate ys e der Blutproben 1 Jahr nach Therapieende
im Vergleich zum Kontrollwert vor Beginn der Therapie signifikant erhoht. Bei 3 Patienten
(PA 34, PA 43, PA 44) war die chromosomale Aberrationsrate nach 1 Jahr nicht signifikant
erhoht. Allerdings weisen diese 3 Patienten bereits sehr hohe Spontanwerte auf.
Moglicherweise ist auf Grund der Verwendung der 3-Farben-FISH-Féarbung eine weitere
Erhéhung der Aberrationsrate durch die Radiotherapie in Form von komplexen
Austauschaberrationen nicht nachweisbar, da die restlichen Chromosomen nicht angeférbt

wurden. Somit ware die Aberrationsrate vor allem nach der Radiotherapie unterschatzt.

Multiple chromosomale Austauschaberrationen traten bei 85% der Patientenproben 1 Jahr

nach Ende der Radiotherapie auf. Im Vergleich dazu waren bei 29% der Kontrollproben vor



66

Beginn der Therapie multiple Austauschaberrationen zu beobachten. Auch 2 Jahre nach
Therapieende ist die Anzahl der multiplen Austauschaberrationen noch nicht gesunken. Die
Rate liegt nach 2 Jahren weiterhin bei 84%. Dies ist vermutlich darauf zurlickzufiihren, dass
vor allem bei den Patientenproben, in denen mehrere betroffene Zellen vorhanden sind,
chromosomale Instabilitaten in den Stammzellen der Patienten vorliegen, sodass auch nach
einem langerem Zeitraum noch Lymphozyten mit Chromosomenschéden nachgebildet

werden.

In 10% der Patientenproben waren vor der Therapie komplexe chromosomale
Austauschaberrationen vorhanden. 1 Jahr nach Ende der Therapie hat sich die Anzahl der
komplexen Aberrationen vervierfacht (44%). Auch 2 Jahre nach Therapieende sank die Rate
nur leicht auf 32% ab. Auch dieses Ergebnis ist vermutlich auf chromosomale Instabilitat in

den Stammzellen der betroffenen Patienten zuriickzufiihren.

Die Anzahl der aneuploiden Zellen hat sich im Vergleich zu den Kontrollwerten vor
Therapiebeginn (9%) 1 Jahr nach Ende der Therapie verdreifacht (33%). 2 Jahre nach
Therapieende ist die Anzahl der Patienten mit aneuploiden Zellen jedoch wieder auf 5%
gesunken. Hierbei lasst sich vermuten, dass in den Zellen mit aneuploidem Chromosomensatz
schneller die Apoptose eingeleitet wird, sodass nach 2 Jahren fast alle aneuploiden Zellen

wieder verschwunden sind.

In den Abb. 33 und Abb. 34 sind die ysg-Werte nach der Bestrahlungstechnik des Patienten
geordnet aufgetragen: RapidArc oder HDR + RapidArc, jeweils zum Zeitpunkt der
Blutentnahme vor Beginn der Therapie und 1 Jahr nach Ende der Radiotherapie. Bei beiden
Bestrahlungstechniken sind Patienten mit hoheren und niedrigeren chromosomalen
Aberrationsraten ysg. 1 Jahr nach Therapieende vorhanden. Es scheint jedoch, dass bei den
Patienten der RapidArc-Gruppe trendmaRig hohere Aberrationsraten nach 1 Jahr vorliegen.
Die Ursache dafiir konnte sein, dass bei der alleinigen Bestrahlung mittels RapidArc im
Vergleich zur HDR + RapidArc-Radiotherapie das Knochenmark einer héheren Strahlendosis
ausgesetzt ist. Durch diese Bestrahlung werden chromosomale Aberrationen hervorgerufen,

die auch noch 1 Jahr nach Therapieende in den peripheren Lymphozyten nachweisbar sind.
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Da die Anzahl der Studienteilnehmer mit RapidArc-Strahlentherapie allerdings gering ist,
sind weitere Studien mit hoéherer Patientenanzahl erforderlich, um eine exaktere Aussage

dartber treffen zu konnen.
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Abbildung 33

Einfache chromosomale Austauschaberrationsraten ysg. in den unbestrahlten Blutproben vor
Beginn der Therapie (@) und 1 Jahr nach Ende der Therapie (¢) bei Patienten der Gruppe
RapidArc, nach aufsteigendem ys.e.-Kontrollwert geordnet. Die vertikalen Balken
reprasentieren die 95%-Poisson-Vertrauensbereiche, welche auf Grund der Ubersichtlichkeit

nur fur die unbestrahlten Kontrollproben dargestellt sind.
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Abbildung 34

Einfache chromosomale Austauschaberrationsraten ys g in den unbestrahlten Blutproben vor
Beginn der Therapie (@) und 1 Jahr nach Ende der Therapie (¢) bei Patienten der Gruppe

HDR + RapidArc, nach aufsteigendem ys.g.-Kontrollwert geordnet. Die vertikalen Balken
reprasentieren die 95%-Poisson-Vertrauensbereiche, welche auf Grund der Ubersichtlichkeit

nur fur die unbestrahlten Kontrollproben dargestellt sind.
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Unter den akuten Nebenwirkungen an Harnblase und/ oder Darm litten circa 90% aller
Patienten unabh&ngig davon, welche Bestrahlungstechnik angewendet wurde. Es hat sich
gezeigt, dass es keinen Unterschied im AusmaR der Akutnebenwirkungen zwischen
RapidArc, HDR + RapidArc und den anderen Bestrahlungstechniken gibt. Bei circa 30% der
Patienten traten spate Nebenwirkungen an Harnblase und/ oder Darm auf. Hier fallt allerdings

auf, dass bei den Patienten der Gruppen RapidArc oder HDR + RapidArc tberwiegend leichte

Nebenwirkungen I. Grades auftraten, wahrend die Patienten der anderen
Bestrahlungstechniken* vorwiegend unter schweren Nebenwirkungen II. oder Ill. Grades
litten.

Des Weiteren stellte sich die Frage, ob ein Zusammenhang zwischen den schweren
Nebenwirkungen I1. oder Ill. Grades und der entsprechenden chromosomalen Aberrationsrate
in den Lymphozyten der Patienten bestent. Hierzu wurden die spontanen
Chromosomenaberrationsraten (vor Therapiebeginn) sowie die entsprechenden ys g -Werte flr
1 und 2 Jahre nach Therapieende in jeweils eine Gruppe mit hohen und eine Gruppe mit
niedrigen yse-Werten aufgeteilt. Die Gruppeneinteilung erfolgte wie bereits in 3.3. anhand
des oberen 95%-Vertrauensbereiches des Median, d. h. Patienten mit ysg-Werten oberhalb
des 95%-Vertrauensbereiches des Median wurden der Gruppe der h6heren Aberrationsraten
zugeteilt und die Patienten mit ysg-Werten unterhalb des 95%-Vertrauensbereiches des

Median der Gruppe der niedrigeren Aberrationsraten.

Sowohl 37% der Patienten der Gruppe mit hoheren spontanen Aberrationsraten als auch 31%
der Patienten mit niedrigen spontanen Aberrationsraten zeigten Nebenwirkungen Il. oder IlI.
Grades. Somit liegt keine Korrelation zwischen den ysg-Werten und dem Ausmal der
Nebenwirkungen vor. Allerdings ist ein Trend erkennbar zur Gruppe der hoheren ys g -Werte.
Um eine genaue Aussage Uber die Korrelation zu treffen, missten in einer neuen Studie

wesentlich mehr Patienten untersucht werden.

* HDR+IMRT, HDR+4-Felder, HDR+5-Felder, IMRT, LDR, 4-Felder, 5-Felder
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1 Jahr nach Therapieende unterscheidet sich die Gruppe mit hoheren Aberrationsraten mit
27% nicht wesentlich von der Gruppe der niedrigeren Aberrationsraten mit 44%
Nebenwirkungen II. oder I1l. Grades. Auch bei den Werten 1 Jahr nach Ende der Therapie ist
lediglich ein Trend in Richtung der niedrigeren ysg-Werte erkennbar. Fur eine genauere

Aussage werden ebenfalls mehr Patienten bendtigt.

Bei den ysg-Werten 2 Jahre nach Therapieende ist auffallend, dass 100% der Patienten der
Gruppe mit den hoheren Aberrationsraten schwere Nebenwirkungen hatten und im Vergleich
dazu nur 38% der Gruppe mit den niedrigeren Aberrationsraten. Da die Gruppe mit den
hoheren Aberrationsraten lediglich aus 3 Patienten besteht, lasst sich keine zuverldssige

statistische Aussage treffen. Auch hierfiir missten mehr Patientendaten zur Verfiigung stehen.

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass sich in dieser Studie erste wichtige Trends beziiglich
des Zusammenhanges zwischen Nebenwirkungen 1l. bis Ill. Grades und dem Ausmal} der
chromosomalen Aberrationsraten angedeutet haben. Aus diesem Grund waére es sicherlich
sinnvoll, diesen Aspekt in einer Studie mit deutlich groRerem Patientenkollektiv genauer zu
untersuchen. Es ware zu erwarten, dass die Patienten, bei denen genetisch bedingt insgesamt
schlechtere Reparaturmechanismen fiir DNA-Doppelstrangbriiche vorhanden sind, eine
schlechtere Reparatur der Schédden des Normalgewebes durchgefiihrt wird. Somit wiirden bei
diesen Patienten mehr toxische Strahlenwirkungen nach der Radiotherapie auftreten.

Auf Grund der aktuellen Ergebnisse dieser Arbeit kann zur Pradiktion der Nebenwirkungen
die chromosomale Aberrationsrate noch nicht in Betracht gezogen werden, sondern musste in

einer groReren Studie genauer untersucht werden.

Auch in anderen Studien wurde bereits versucht, préadiktive GroRen fur die
Risikoeinschatzung der Entwicklung von Nebenwirkungen durch die Radiotherapie zu
erkennen. Lisowska et al. untersuchten in ihrer Studie die Lymphozyten von Patienten mit
Larynxkarzinom vor der Radiotherapie, um eine eventuelle Korrelation zwischen den
chromosomalen Aberrationsraten und den Nebenwirkungen der Strahlentherapie zu
entdecken. Daflr kultivierten und bestrahlten sie in vitro zum einen Lymphozyten von

Larynxkarzinompatienten vor Radiotherapie und zum anderen Lymphozyten von gesunden
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Probanden. Dabei stellte sich heraus, dass die spontanen und radioinduzierten chromosomalen
Aberrationsraten der Patienten mit Larynxkarzinom durchschnittlich héher waren, als bei den
gesunden Probanden. Auch Lisowska et al. entdeckten in ihrer Studie keine statistisch
signifikante Korrelation zwischen den Nebenwirkungen und der chromosomalen
Aberrationsrate der Patienten mit Larynxkarzinom. Dennoch koénnte die chromosomale
Radiosensitivitat in den Lymphozyten ein pradisponierender Marker fur die Entstehung von
Larynxkarzinomen sein (Lisowska et al. 2006).

Die Tatsache, dass Lisowska et al. in ihrer Studie keine statistisch signifikante Korrelation
beziglich der Nebenwirkungen und der chromosomalen Aberrationsrate bei Patienten mit
Larynxkarzinomen entdeckten, stimmt mit den Ergebnissen dieser Arbeit fur das

Prostatakarzinom uberein.

Ein anderer Ansatzpunkt auf der Suche nach pradiktiven Faktoren fur die Radiosensitivitat ist
die Mikronukleus-Induktion in Lymphozyten. T. Waldeyer analysierte in ihrer Studie die
Lymphozyten, vor allem von Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren vor Beginn der
Strahlentherapie sowie nach in vitro Bestrahlung. Es zeigte sich, dass die Patienten mit vielen
Nebenwirkungen signifikant hohere Mikronuklei-Werte aufwiesen als die Proben der
Patienten mit weniger Nebenwirkungen. Somit kann der direkte Mikronuklei-Wert als
pradiktiver Faktor fur strahlensensible Patienten anerkannt werden (T. Waldeyer, 2006).

A.-C. Miller beschéftigte sich in seiner Studie mit der Untersuchung des Comet Assay als
pradiktives Verfahren zur Testung der individuellen Strahlensensibilitdt bei gesunden
Probanden und Patienten mit Rektumkarzinom. Zusatzlich fiihrte er die Testung des Stoffes
Amifostin auf Radioprotektion durch. Hierfir entnahm er mehrmals Blut von den gesunden
Probanden. Bei den Patienten mit Rektumkarzinom erfolgten die Blutenahmen jeweils vor
und nach Amifostingabe und zwar vor Beginn der Radiotherapie. Die Lymphozyten wurden
aufgearbeitet, in vitro bestrahlt und anschlieBend mittels Comet Assay untersucht. Muller
stellte fest, dass Amifostin nur in durch alkalische Phosphatase aktiviertem Zustand
radioprotektiv wirkt und der Comet Assay als pradiktiver Test flr die individuelle
Strahlensensibilitat klinisch sinnvoll eingesetzt werden konnte (A.-C. Muller, 2004).

Pederson et al. untersuchten in ihrer Studie die spaten urogenitalen und gastrointestinalen

Nebenwirkungen in Patienten mit Adenokarzinom der Prostata nach IMRT-Radiotherapie. Sie
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analysierten die Daten von 296 erkrankten Mannern, die mit einer medianen Dosis von 76 Gy
bestrahlt wurden. 150 dieser Patienten erhielten zusatzlich zur Strahlentherapie eine
Androgen-Deprivationstherapie tber eine mediane Zeit von 4 Monaten. Die Einteilung der
spaten Nebenwirkungen erfolgte anhand der Common Toxicity Criteria Version 3.0.
Zusétzlich teilten sie die Patienten in Gruppen mit verschiedenem Dosis-Volumen an Blase
und Rektum ein (70 Gy, 65 Gy, 40 Gy). Die beobachteten Nebenwirkungen entsprachen

maximal Grad I1+.

Nach 4 Jahren litten noch 19% der Patienten an urogenitalen und 9% an gastrointestinalen
Nebenwirkungen maximal Grad I1+. Pederson et al. stellten fest, dass mit der Dosis der
Radiotherapie sowie mit der Bestrahlung des gesamten Beckens und mit der Durchfiihrung
der Androgen-Deprivationstherapie urogenitale Nebenwirkungen assoziiert waren. Bei
Patienten mit einer Dosis <76 Gy litten nach 4 Jahren nur 13% unter urogenitalen
Nebenwirkungen maximal Grad I1+, wahrend 24% der Patienten mit einer Dosis >76 Gy noch
an urogenitalen Spatnebenwirkungen litten. Die Patienten mit Bestrahlung des gesamten
Beckens hatten mehr urogenitale Spatnebenwirkungen (36%) als die Patienten, bei denen nur
die Prostata radiotherapiert wurde (17%). Auch die Patienten mit zusétzlicher Androgen-
Deprivationstherapie zeigten mehr urogenitale Spatnebenwirkungen (25%) als die Patienten

mit alleiniger Strahlentherapie (13%).

Die gastrointestinalen Nebenwirkungen maximal Grad I+ waren mit dem Alter der Patienten
und der gleichzeitigen Durchfiihrung einer Antikoagulation assoziiert. Patienten unter
gleichzeitiger Antikoagulation litten hdufiger unter gastrointestinalen Spatnebenwirkungen
(27%) als die Patienten ohne (8%).

Pederson et al. ziehen die Schlussfolgerung, dass die IMRT eine niedrige Rate an
gastrointestinalen und urogenitalen Spéatnebenwirkungen zur Folge hat und dass die
Absenkung der rektalen Strahlendosis spatere gastrointestinale Nebenwirkungen minimieren
kann (Pederson et al. 2012).

Akimoto et al. untersuchten in ihrer Studie die akute urogenitale Toxizitat bei Patienten mit
lokalisiertem  Prostatakarzinom nach Durchfiihrung einer HDR-Brachytherapie in
Kombination mit perkutaner Bestrahlung. Zusétzlich analysierten sie den Zusammenhang
zwischen der Strahlendosis, mit der die Urethra bestrahlt wurde und der Schwere der akuten

urogenitalen Nebenwirkungen. Dazu untersuchten sie Patienten, welche eine perkutane
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Radiotherapie von 51 Gy (pro Fraktion 3 Gy, 3 mal pro Woche) mittels 4-Felder-Technik
erhielten und im Anschluss daran die HDR-Brachytherapie mit unterschiedlicher Anzahl und
Dosis der Einzelfraktionierungen (5 Gy, 7 Gy, 9 Gy pro Fraktion, 2 mal pro Tag)
durchgefuhrt wurde. Alle Patienten bekamen zusatzlich eine Androgen-Ablation. Die
Nachsorge der Patienten erfolgte nach einer medianen Zeit von 14 Monaten. Die Einteilung
der Toxizitatsgrade erfolgte anhand der Kilassifikation nach RTOG/EORTC. Als
Hauptsymptome wurden die Dysurie, Pollakisurie und Nykturie analysiert.

Akimoto et al. stellten fest, dass es zwischen den Gruppen mit unterschiedlicher HDR-
Einzelfraktionierung keine signifikanten Unterschiede im Ausmal} der akuten urogenitalen
Nebenwirkungen gab. Insgesamt litten 56% der Patienten unter akuten urogenitalen
Nebenwirkungen Grad 0 bis | und 44% unter Nebenwirkungen Grad 1l bis IV. Des Weiteren
zeigte sich, dass Patienten mit 11 oder weniger HDR-Implantationsnadeln eine signifikant
hohere Anzahl an Nebenwirkungen Grad Il bis 1V hatten, im Vergleich zu den Patienten mit

12 oder mehr HDR-Implantationsnadeln.

Akimoto et al. kamen zu dem Ergebnis, dass die Dosiserhdhung der Einzelfraktionierung oder
die Reduzierung der Anzahl der Einzelfraktionierungen der HDR-Brachytherapie die Schwere
der akuten urogenitalen Toxizitat nicht beeinflusst. Nur das bestrahlte Volumen der Urethra
ist eng mit dem Ausmal der akuten urogenitalen Nebenwirkungen verbunden (Akimoto et al.
2005).

Das Resultat der Studie von Akimoto et al. ist vergleichbar mit den Ergebnissen dieser Arbeit,
in der 55% der Patienten der Gruppe mit HDR + RapidArc oder alleiniger RapidArc-
Bestrahlung akute Nebenwirkungen Grad 0 bis | und 45% Nebenwirkungen Grad Il bis IV an
Harnblase und Darm aufwiesen.

Auch wenn in dieser Arbeit kein direkter Zusammenhang zwischen den Nebenwirkungen und
der chromosomalen Austauschaberrationsrate gefunden wurde, spielen die chromosomalen
Schaden eine wichtige Rolle in der Radiotherapie von Tumorerkrankungen. In dieser Arbeit
wurde im Vorfeld angenommen, dass die ysg-Werte 1 und 2 Jahre nach Therapieende im
Vergleich zu den Kontrollwerten vor der Therapie nicht mehr signifikant erhoht werden. Mit
Hilfe des Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtests zeigte sich allerdings, dass sowohl die ysg-Werte
1 Jahr als auch 2 Jahre nach Therapieende im Vergleich zu den Kontrollwerten vor

Therapiebeginn signifikant erhoht blieben.
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Auch Hille et al. untersuchten in ihrer Studie spontane und strahleninduzierte einfache
Chromosomenaberrationen ysg. in Lymphozyten von Prostatakrebspatienten. Es wurden von
102 Prostatakarzinompatienten Blutproben vor der Radiotherapie entnommen. 10 dieser
Patienten wurden zu einer Untergruppe zusammengefasst, der eine Vergleichsgruppe von 10
gesunden Probanden gegeniiberstand. Bei diesen Patienten wurden jeweils die spontanen
einfachen chromosomalen Austauschaberrationen ys g der Chromosomen 2 und 4 vor Beginn
der Strahlentherapie mittels FISH-Farbung ausgewertet. Die Patienten mit Prostatakarzinom
wiesen eine hohere spontane Aberrationsrate auf als die gesunden Probanden. Von den 10
Prostatakarzinompatienten wurden weiterhin Blutproben wéhrend, am Ende und 1 Jahr nach
Ende der Therapie entnommen und mittels FISH auf einfache chromosomale
Austauschaberrationen untersucht. Die Aberrationsraten waren zwar wahrend der Therapie,
am Ende und nach der Therapie erhoht. Allerdings waren die Aberrationsraten am Ende der
Therapie und 1 Jahr nach der Therapie nicht signifikant erhoht (Hille et al. 2010).

Die Resultate der Studie von Hille et al. stimmen teilweise iberein mit den Ergebnissen dieser
Arbeit. Die in dieser Dissertation signifikant erhohten ysg-Werte 1 Jahr nach Therapieende
weisen auf eine chromosomale Instabilitat (auf Grund mangelnder Reparaturmechanismen flr
strahleninduzierte DNA-Doppelstrangbriiche) hin. Die Tatsache, dass die Aberrationsraten 2
Jahre nach Therapieende noch immer signifikant erhoht sind im Vergleich zu den
Kontrollwerten vor der Therapie, aber die Aberrationsraten nach 2 Jahren nicht signifikant
erhoht sind im Vergleich mit denen 1 Jahr nach der Therapie, deutet darauf hin, dass die
Ursache der chromosomalen Instabilitit nicht von  suboptimalen  zelluldren
Reparaturmechanismen ausgeht, sondern von einer bergeordneten Ebene. Die tatséchliche
Ursache fur die konstante HOohe der Aberrationsraten 1 und 2 Jahre nach Therapieende
konnten vermutlich strahleninduzierte Verédnderungen in den Stammzellen im Knochenmark
sein, sodass die Lymphozyten bereits mit Chromosomenschaden im Knochenmark gebildet

und dann in die Peripherie des Korpers ausgeschwemmt werden.
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden die Chromosomen in den Lymphozyten von Patienten mit
Prostatakrebs vor Beginn der Radiotherapie sowie 1 und 2 Jahre nach Beendigung der
Radiotherapie untersucht. Die Patienten wurden entsprechend ihrer unterschiedlichen
Bestrahlungsregime in 4 Gruppen eingeteilt. Es erfolgte die mikroskopische Analyse der
Chromosomen in Bezug auf einzelne, komplexe und multiple Austauschaberrationen sowie

auf aneuploide Zellen.

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Chromosomenaberrationsraten bei den unterschiedlichen
Strahlentherapie-Modalitdten mittels FISH-Féarbung zu untersuchen und zu vergleichen sowie
retrospektiv eine mogliche Korrelation zwischen den Aberrationsraten und den beobachteten
Nebenwirkungen der einzelnen Bestrahlungsregime zu analysieren. Zusatzlich wurde ein
maoglicher Einfluss der familidren und beruflichen Belastungsfaktoren der Patienten sowie des

Patientenalters und des Tumorstaging auf die chromosomalen Aberrationsraten untersucht.

Unter Verwendung verschiedener statistischer Tests konnte gezeigt werden, dass die
chromosomalen Aberrationsraten ys.g. in den Lymphozyten zum Zeitpunkt 1 und 2 Jahre nach
Ende der Therapie im Vergleich zu den Aberrationsraten vor Therapie signifikant erhoht
waren. Die Aberrationsraten in den Proben 1 und 2 Jahre nach Ende der Therapie im
Vergleich zueinander sind nicht signifikant unterschiedlich. Auch 2 Jahre nach der Therapie
wurde also kein Absinken der Aberrationsraten auf das Spontanniveau beobachtet.

Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass sich sowohl 1 als auch 2 Jahre nach Therapieende die
Anzahl der Patienten mit multiplen Austauschaberrationen fast verdreifacht hat. Dies kdnnte
ein Hinweis auf eine strahleninduzierte genomische Instabilitat in den bestrahlten und sich
spater teilenden Knochenmarksstammzellen sein, da die mittlere Lebensdauer der wahrend

der Therapie bestrahlten Lymphozyten nur etwa 110 Tage betrégt.

Das Alter der Patienten sowie das Tumorstaging des Prostatakarzinoms vor Beginn der
Radiotherapie hatten keinen Einfluss auf die Aberrationsraten.

Durch die Patientenanamnese erfasste berufliche Schadstoffexposition zeigte, dass ein

Groliteil der Patienten (65%) mit Prostatakarzinom beruflich schadstoffexponiert war.
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Bei 40% der beruflich schadstoffexponierten Patienten lagen zusatzlich noch die
Risikofaktoren der positiven Familienanamnese fur Krebserkrankungen sowie ein positiver

Nikotinstatus vor.

Insgesamt 92% der Patienten wiesen, unabhdngig von der Bestrahlungstechnik, akute
Nebenwirkungen an Harnblase, Darm oder an beiden Organen auf. Im Vergleich dazu traten
bei 34% der Patienten auch spate Nebenwirkungen an Harnblase, Darm oder an beiden
Organen auf. Sowohl die Patienten der Bestrahlungsgruppe RapidArc und HDR + RapidArc
als auch die Patienten mit den anderen Bestrahlungsregimen wiesen nur in circa 30% der
Félle Spatnebenwirkungen auf. Die Patienten, welche mit RapidArc oder HDR + RapidArc
bestrahlt wurden, bekamen allerdings deutlich mildere Spatnebenwirkungen im Vergleich zu

den Patienten mit den anderen Bestrahlungsregimen.

Das Alter der Patienten hatte keinen Einfluss auf das Ausmal® der akuten und spéten

Nebenwirkungen.
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6. Anhang

6.1. Patienteninformation

Georg-August-Universitat Gottingen

Klinik fur Strahlentherapie und Radioonkologie

Direktor: Prof. Dr. rer. nat. Dr. med. C. F. Hess

Patienteninformation zur wissenschaftlichen Studie:

Genetisch determinierte Strahlen-Normalgewebsempfindlichkeit

Patientenaufkleber/Patientencode

Sehr geehrter Patient!

Bitte lesen Sie den folgenden Text als Vorinformation fir unser Gesprach sorgféltig durch

und fragen Sie uns bei Unklarheiten wahrend des Gespréches.

Aufgrund eines bdsartigen Tumors der Prostata (Prostatakarzinom) ist bei lhnen die
Durchfiihrung einer Strahlentherapie des Beckens/ der Prostata erforderlich. Dadurch kann es
u.a. zu akuten und spaten Nebenwirkungen am Enddarm und Dunndarm kommen. Die
genauen Ursachen fur das Auftreten dieser Nebenwirkungen sind noch nicht bekannt. Ein
zuverlassiges Erkennen der Ursachen konnte in der Zukunft eine individuelle Anpassung der
Strahlentherapie und damit eine Verminderung von Nebenwirkungen und/ oder eine hohere

Heilungsrate ermdglichen.
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Das Ziel dieser wissenschaftlichen Studie ist festzustellen, ob das Auftreten und die Starke
der Nebenwirkungen, sowie der therapeutische Erfolg der Behandlung im Zusammenhang
steht mit der normalen, angeborenen Variabilitat der Trager der Erbinformation (DNS). Wir
interessieren uns hier fur Genvarianten, die haufig in der Allgemeinbevdlkerung vorkommen,

so genannte Polymorphismen.

Zur Feststellung der klinischen Nebenwirkungen wird wéhrend der Strahlentherapie (1x in der
Woche), zum Therapieabschluss, 2 Wochen nach Therapieende und danach 1x jahrlich eine
klinische Untersuchung durchgefiihrt, wobei der Grad der aufgetretenen Nebenwirkungen
genau aufgezeichnet wird. Einige Parameter, die einen Hinweis auf Strahlenwirkungen geben
kénnen, wollen wir im Urin messen. Dazu wiirden lediglich Urinproben vor und wéhrend der
Strahlenbehandlung gesammelt. Fir die Bestimmung von Polymorphismen der DNS und fur
weitere funktionelle Messungen sind Blutzellen erforderlich. Dazu werden vor Beginn der
Strahlentherapie, wahrend der Strahlentherapie und nach Beendigung der Strahlentherapie
Blutentnahmen durchgefuhrt. Da zu diesen Zeitpunkten ohnehin Blut fur Kklinische
Kontrolluntersuchungen entnommen werden muss, kommt es nicht zu zusatzlichen
Blutentnahmen. Es wird lediglich pro Abnahmetag ca. 20-30 ml Blut zuséatzlich bendtigt,

verglichen mit einer Blutspende eine geringe Menge.

Die reguldren Blutentnahmen dienen der Kontrolle der Zusammensetzung des Blutes (Anzahl
roter und weiller Blutkdrperchen, Blutplattchen und Salzzusammensetzungen im Blut) und

des Wertes, der einen Zusammenhang mit dem bdsartigen Prostatatumor hat (PSA-Wert).

Fur wissenschaftliche Zwecke im Rahmen der Studie wird die Blutprobe aufgeteilt. Ein Teil
Ihrer codierten Blutprobe wird flr funktionelle Messungen biologischer Reaktionen von
Blutzellen auf Bestrahlung verwendet. Daraus entstehen fur Sie keine zusatzlichen Risiken, da
diese Untersuchungen alle auRerhalb des Korpers erfolgen. Die DNS-Polymorphismen sollen
ebenfalls in einer der entnommenen Blutproben bestimmt werden. Dafiir werden wir nur
solche Bereiche des menschlichen Genoms und deren Produkte auswéhlen, fir die wir einen
Zusammenhang mit Strahlennebenwirkungen vermuten, so etwa fir die DNS-
Reparaturfahigkeit, fur die Produktion und Verarbeitung reaktiver Sauerstoffverbindungen
und fur Wachstumsfaktoren (Zytokine). Da nicht alle wissenschaftlichen Untersuchungen
zeitgleich durchgeftihrt werden kénnen, missen Proben lhrer DNS und lhres Blutplasmas
eingelagert werden. Sollten sich aus den durchgefihrten Untersuchungen neue
Fragestellungen ergeben, so wirden Ihre verschlisselten Daten und DNS-Proben an weitere

Wissenschaftler weitergegeben werden, die weitergehende Untersuchungen zur
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Strahlenempfindlichkeit oder zur Entstehungsweise von Prostatakarzinomen durchfiihren

konnen.
Eine Weitergabe lhrer genetischen Daten an Sie ist nicht vorgesehen.

Ihr genetisches Material und daraus erhobene Daten werden entsprechend den gesetzlichen
Bestimmungen flr die Durchfiihrung klinischer Studien aufbewahrt, das sind nach aktueller
Gesetzgebung 15 Jahre nach Beendigung der klinischen Untersuchung. Dann werden Material
und Daten vernichtet. Sie konnen jederzeit die Vernichtung des von lhnen gewonnen
genetischen Materials und der daraus gewonnenen Daten verlangen — aus technischen
Griinden mit der Ausnahme von Daten auf ROM-Speichermedien (ROM = Read only
Memory), z. B. CD-ROMs, wie sie Ublicherweise fur Datensicherungen eingesetzt werden.

Eine gewerbliche Nutzung lhrer genetischen Daten ist nicht vorgesehen. Sollten sich in der
Zukunft Mdoglichkeiten einer wirtschaftlichen Verwertung aus der Analyse lhrer genetischen
Daten bei uns ergeben, ist eine Beteiligung Ihrerseits daran ausgeschlossen. Zusétzlich sind
regelmaRig Stuhlprobenentnahmen, die auf bestimmte Entziindungsmarker hin untersucht
werden sollen, erforderlich. Damit kann moglicherweise ein Zusammenhang zwischen der
Markermenge im Stuhl und den Symptomen einer akuten Proktitis hergestellt werden.
Zusétzlich lasst sich mdglicherweise eine Korrelation mit chronischen Proktitissymptomen
herstellen. Damit ergibt sich moglicherweise eine einfache, nichtinvasive Methode, um
individuell die Entwicklung akuter radiotherapie-induzierter Proktitis monitoren zu kdnnen
und mdglicherweise sogar spate Nebenwirkungen hervorsagen zu kénnen. Damit wird eine

Maglichkeit zur Optimierung der Therapie eréffnet.

Die Teilnahme an dieser klinischen Prifung ist freiwillig, es besteht ein Recht auf
Nichtteilnahme ohne Nachteil fur die Behandlung. Die Zustimmung kann jederzeit und ohne
Angabe von Griinden widerrufen werden, ohne dass sich dieser Entschluss nachteilig auf die
Behandlung durch den Arzt auswirkt.
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6.2. Patienteneinverstandniserklarung

Patienteneinverstandniserklarung zur wissenschaftlichen Studie:

Genetisch determinierte Strahlen-Normalgewebsempfindlichkeit

Uber das Ziel der Studie bin ich sowohl schriftlich als auch miindlich aufgeklart worden und

bin in Kenntnis dieser Information bereit, an der Studie teilzunehmen.

Ich habe den Aufklarungstext gelesen und verstanden. Ich hatte die Mdglichkeit, Fragen zu
stellen, und habe die Antworten verstanden und akzeptiere sie. Mein Arzt hat mich tber die
mit der Teilnahme an der Studie verbundenen Risiken und den moéglichen Nutzen informiert.
Es ist mir bewusst, dass ich selbst keinen Nutzen aus den Studienergebnissen gewinnen
werde. Es ist auch nicht abzusehen, ob die Behandlung kinftiger Patienten dadurch verbessert
werden kann. Ich hatte ausreichend Zeit, mich zur Teilnahme an dieser Studie zu entscheiden
und weil3, dass die Teilnahme an dieser wissenschaftlichen Untersuchung freiwillig ist. Ich
weil3, dass ich jederzeit und ohne Angaben von Grinden diese Zustimmung widerrufen kann,
ohne dass sich dieser Entschluss nachteilig auf die spatere Behandlung durch meinen Arzt

auswirken wird.

Mir ist bekannt, dass Proben meines Erbgutes (DNS) und meines Blutplasmas gelagert sowie
meine personlichen Daten in verschlisselter Form gespeichert werden. Sollte sich aus den
durchgefuhrten Untersuchungen eine neue Fragestellung ergeben, so bin ich mit der
Weitergabe meiner verschlisselten Daten sowie meiner DNS-Proben an weitere

Wissenschaftler einverstanden.

Ich habe eine Kopie der Patienteninformation und dieser Einwilligungserklarung erhalten. Ich

erklare hiermit meine freiwillige Teilnahme an dieser klinischen Studie.

Ort und Datum Name/ Unterschrift des Patienten

Ort und Datum Name/ Unterschrift des aufklarenden Arztes
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