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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Strategien der Tumorbehandlung

Maligne Tumore sind durch ihr rasches, infiltratives, invasives und
destruierendes Wachstum gekennzeichnet. Sie neigen haufig zur Bildung von
Metastasen und Lokalrezidiven. Bei Karzinomen im Kopf-Hals-Bereich kann es
haufig auch zur Bildung von Zweittumoren kommen. Dabei liegt die Haufigkeit
an einem Zweittumor zu erkranken bei etwa 14 % (Haughey et al., 1992). Bei
Tumoren im Kopf-Hals-Bereich werden die Tumorzellen meistens erst
lymphogen verschleppt und bilden spater Fernmetastasen Uber den
hamatogenen Weg. Dabei liegt die Wahrscheinlichkeit der Entstehung von

Fernmetastasen bei Uber 10 % (de Bree et al., 2000).

Die vorrangigen Ziele der Therapie von Kopf-Hals-Tumoren sind eine
dauerhafte oder moglichst lange lokoregionare Tumorkontrolle mit Erhaltung
des Lebens und der Lebensqualitdt des Patienten ohne funktionelle und
asthetische Einschrankungen. Es gibt drei Methoden, welche zur Therapie von
Neoplasien im Kopf-Hals-Bereich eingesetzt und unterschiedlich miteinander
kombiniert werden konnen: operative Entfernung des Tumors, Radiatio und
Chemotherapie (Abb. 1). Welche Art der Behandlung angestrebt wird, ist vom
Allgemeinzustand und der Compliance des Patienten, der histologischen
Beschaffenheit, dem Malignitatsgrad sowie der Lage, Grélke und Ausbreitung

des Tumors abhangig.
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Abb. 1: Therapieansatze bei Tumoren im Kopf-Hals-Bereich; modifiziert nach Dietz (2009)

1.1.1 Chirurgische Behandlung

Die vollstandige Entfernung des Tumors und der Lymphknotenmetastasen ist
das Ziel einer chirurgischen Therapie bei kurativer Intention. Ist es aufgrund der
Grolde primar nicht moglich den gesamten Tumor zu entfernen, kann dieser
durch eine neoadjuvante Radio- bzw. Chemotherapie im Sinne eines

Lzdown-gradings” vorbehandelt werden.

Bei frihen Tumorstadien (T1 NO G1/G2) ist eine alleinige Operation meist
ausreichend (Schwenzer-Zimmerer et al., 2010). Einen palliativen Therapie-
ansatz schlagt man ein, wenn aufgrund von anatomischen und/oder
funktionellen Grinden keine Vollresektion maoglich ist. Weitere Grinde daflr
konnen Fernmetastasen sowie eine lokale oder internistische Inoperabilitat
sein. Das vorrangige Ziel ist es, Symptome des Tumors zum Beispiel durch
Tumorverkleinerung oder Metastasenchirurgie zu lindern und damit die Lebens-

qualitat des Patienten zu erhdhen.
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1.1.2 Strahlentherapie

Das Ziel der Strahlentherapie ist eine maximale Remission des Tumorgewebes
und/oder der Metastasen bei gleichzeitig mdglichst minimaler Schadigung des
gesunden umliegenden Gewebes. Patienten mit Tumoren ab T2, welche gut
resektabel sind, sollten aufgrund der hohen Rezidivraten von Kopf-Hals-
Tumoren postoperativ strahlentherapeutisch behandelt werden (Rodgers et al.,
1993; Knecht, 2009; Schwenzer-Zimmerer et al.,, 2010). Die postoperative
Strahlentherapie sollte spatestens sechs Wochen nach der Operation erfolgen.
Des Weiteren sollte die Behandlung 11 Wochen postoperativ abgeschlossen
sein, da ansonsten eine hdhere Lokalrezidivrate zu erwarten ist (Schwenzer-

Zimmerer et al., 2010).

Die Gesamtdosis wird in Einzeldosen, sogenannten Fraktionen, verabreicht. Bei
Plattenepithelkarzinomen wird eine Gesamtdosis von 60 bis 70 Gy angestrebt.
Die Normofraktionierung liegt bei 1,8 bis 2,0 Gy. Man unterscheidet zwischen

verschiedenen Vorgehensweisen:

e Konventionelle Fraktionierung:
Einzeldosen von 1,8 bis 2,0 Gy werden taglich fur funf Tage pro Woche
uber einen Zeitraum von funf bis sieben Wochen verteilt.

o Akzelerierte Fraktionierung:
Einzeldosen werden erhoht oder mehrfach tagliche Fraktionierungen von
1,8 bis 2,0 Gy eingesetzt, wodurch die Behandlungszeit auf zwei bis
zweieinhalb Wochen verkulrzt wird.

e Hyperfraktionierte Fraktionierung:
Konventionelle Einzelfraktionen werden auf zwei Einzeldosen von 1,0 bis
1,2 Gy am Tag verteilt auf funf Tage pro Woche fur funf bis sieben
Wochen.

o Hyperfraktionierte, akzelerierte Fraktionierung:
Mehrere Einzeldosen von 1,4 bis 1,6 Gy taglich mit erhdhter
Gesamtdosis, wodurch die Behandlungszeit auf zwei bis zweieinhalb

Wochen verkirzt wird.
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e Hypofraktionierte Fraktionierung:
Erhdhte Einzeldosis von 3,5 bis 5 Gy, daflr aber nur ein- bis zweimal

woOchentlich.

1.1.2.1 Biologische Wirkung ionisierender Strahlung

Fir die Therapie von Tumoren durch Bestrahlung wird ionisierende Strahlung
zur Schadigung der DNA verwendet (Dizdaroglu, 1992; Huang et al., 2011). Der
Effekt der Strahlung auf das Gewebe kann direkt oder indirekt sein. Bei der
direkten Wirkung finden die Energieubertragung und biologische Wirkung im
selben Biomolekul statt, welches durch Anregung und lonisation verandert wird.
Dagegen wird bei der indirekten Wirkung die Energie Uber die lonisation von
Wasser absorbiert und die biologische Wirkung erfolgt in unterschiedlichen
Strukturen. Die menschliche Zelle besteht zu 80 % aus Wasser, welches die
Energie der Strahlung absorbiert und durch Radiolyse Hydroxylradikale bildet
(Ward, 1988). Diese konnen mit Sauerstoff weiter zu Peroxidradikalen
reagieren. Die gebildeten lonen und Radikale fihren zu Veranderungen der
DNA-Struktur von Zellen. Bei locker ionisierender Strahlung entstehen 65 bis
70 % der Schaden aus der indirekten Wirkung, bei der dichten ionisierenden
Strahlung hingegen Uberwiegt der Anteil der direkten Wirkung. Des Weiteren
kann durch den Sauerstoffeffekt die Wirkung verstarkt werden und der Tumor
reagiert 2- bis 3,5-fach sensibler aufgrund der hoheren Ausbeute wahrend der
Wasserradiolyse. In Tumoren mit Hypoxie oder Anoxie wirkt die Bestrahlung
daher schlechter als in Tumoren mit ausreichender Durchblutung und héherem
Sauerstoffgehalt (Littbrand und Revesz, 1969). Die Folge der direkten und
indirekten ~ Strahlenwirkung sind Basenschaden, Strangbriche, DNA-
Vernetzung, Schadigung der Wasserstoffbricken und ,bulky lesions*. Die Zelle
kann auf die erfolgte DNA-Schadigung durch Apoptose, Reparatur-
mechanismen oder Zellzyklusarrest reagieren. Die Reparaturmechanismen in
Tumoren erfolgen jedoch langsamer als in der gesunden Zelle (Barranco et al.,
1971). Durch Fraktionierung kann sich das gesunde Gewebe wieder erholen,
wahrend die Tumorzellen maximal geschadigt werden. Zellen sind in der Mitose
und der G2-Phase am strahlenempfindlichsten, wahrend sie in der S-Phase

strahlenresistenter sind.



1 Einleitung

1.1.2.2 Intensitatsmodulierte Strahlentherapie

Bei der konventionellen Strahlentherapie weist jeder Punkt des Bestrahlungs-
feldes die gleiche Intensitat auf. Dies kann bei Tumoren, welche sich in der
Nahe von Risikoorganen befinden, zu Problemen flhren. Die intensitats-
modulierte Strahlentherapie (/Intensity Modulated Radiation Therapy = IMRT)
bietet einen Ansatz zur Vermeidung dieses Problems. Bei dieser Art der
Bestrahlung wird die Intensitat innerhalb des Bestrahlungsfeldes flr jeden
Patienten individuell moduliert. Dadurch entsteht ein Strahlungsfeld mit vielen
kleinen Strahlenteilfeldern, welches sich als ein ,Dosisgebirge“ darstellt. IMRT
ermoglicht dadurch ein hdheres Zielvolumen am Tumor. Durch die gewlnschte
Inhomogenitat kommt es zur Verbesserung der Dosisverteilung am Zielvolumen
mit guten lokoregionaren Kontrollraten und gleichzeitiger Schonung der
umgebenden Strukturen (Lee et al.,, 2002; Kam et al., 2004). Das spielt vor
allem eine Rolle bei Tumoren, welche hypoxische Areale aufweisen, die
insbesondere bei aggressiven Phanotypen vorkommen (Koukourakis et al.,
2002) und im Zusammenhang mit einem Therapieversagen von Chirurgie,
Chemo- und konventioneller Strahlentherapie stehen (Nordsmark et al., 2005).
Die hypoxischen Areale liegen vor allem im Inneren des Tumors, wahrend die
Rander durch Diffusion oder Perfusion versorgt werden. Eine hohere Strahlen-
dosis im Tumorinneren kann deshalb die Tumorkontrolle verbessern (Pigorsch
et al., 2017). Diese Art der Bestrahlung ist vor allem fir Tumore geeignet,
welche sich in der Nahe von Risikoorganen befinden und welche eine konkave
Form aufweisen. Es konnten gute Ergebnisse fur Tumore mit knappen
Resektionsrandern, Beteiligung der Lymphknoten, groRere Tumorstadien als
T1 NO oder Rezidiven erzielt werden (Studer et al., 2006). Gerade bei Tumoren
im Kopf-Hals-Bereich kommt es haufig zu einer Xerostomie, da Speicheldrisen
im Bestrahlungsfeld liegen. Durch Schonung, zum Beispiel der Parotis, kann
dies vermindert und die Lebensqualitat des Patienten gesteigert werden
(Kwong et al., 2004; Kam et al., 2007).
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1.1.3 Radiochemotherapie

Durch die Kombination einer Radiatio mit einer Chemotherapie wird angestrebt,
die Kontrolle des Tumors durch additive und supraadditive Effekte zu
verstarken und damit die Fern- und Mikrometastasierung einzuschranken. Da
Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich chemosensibel reagieren, sollten
sich Patienten mit erhdhtem Rezidivrisiko zusatzlich zur Operation einer Radio-
chemotherapie unterziehen (Bernier et al., 2004; Cooper et al., 2004). Zu den
Faktoren flr ein erhohtes Rezidivrisiko zahlen Patienten mit positiven
Resektionsrandern, extrakapsularem Wachstum befallener Lymphknoten
(Bernier et al., 2005), Befall der kaudojugularen Lymphknoten und der
Lymphknoten des posterioren Dreiecks, Metastasen in zwei und mehr
Halslymphknoten, Tumoren ab T3, perineuraler Invasion und Gefalinvasion
(Cooper et al., 1998). Bereits bei Vorliegen nur eines Risikofaktors sollte eine
Radiochemotherapie in Betracht gezogen werden. Fiur die Kombination von
Chemo- und Strahlentherapie konnten eine Verbesserung der Tumorkontrolle
und eine rezidivfreie Gesamtuberlebensrate von 8 % nachgewiesen werden
(Pignon et al., 2009). Die Radiochemotherapie fuhrt allerdings zu einer hdheren
Strahlentoxizitat, wie zum Beispiel Mukositis. Eine alleinige Chemotherapie
fuhrt bei Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren nicht zur einer Verbesserung der
Tumorkontrolle oder Uberlebensvorteilen (Pignon et al., 2000). Sie wird daher

nur im Rahmen der palliativen Behandlung eingesetzt.

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, die beiden Behandlungsmethoden mit-
einander zu kombinieren. Bei der simultanen Radiochemotherapie finden beide
Behandlungen zeitnah innerhalb eines Tages statt. Im Unterschied dazu
erfolgen bei der sequenziellen Radiochemotherapie beide Therapien separat.
Meistens werden dabei der Radiatio zwei bis drei Zyklen Chemotherapie
vorgeschaltet. Bei der alterierenden Chemotherapie wechseln sich Chemo- und
Strahlentherapie in bestimmten Abstanden ab. Die Chemotherapeutika kdnnen
sowohl im Rahmen einer Monotherapie als auch in Kombination verwendet

werden.
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1.1.3.1 Biologische Wirkung von Chemotherapeutika wahrend
Radiochemotherapie

Es gibt zwei madgliche Wirkungsweisen der Radiochemotherapie: zum einen
durch eine raumliche Kooperation und zum anderen durch eine lokale
Wirkungsverstarkung. Beim ersten Effekt kontrollieren die Zytostatika durch ihre
systemische Wirkung zum Beispiel Mikrometastasen, wahrend der Tumor durch
die Strahlentherapie angegriffen wird. Beide Therapien agieren dabei
voneinander unabhangig und sollten auch zeitlich getrennt voneinander durch-
gefuhrt werden. Diese Art der Chemotherapie wird zum Beispiel bei malignen
Lymphomen angewendet. Bei dem zweiten Effekt unterscheidet man zwischen
supraadditiver und additiver Wirkung (Steel und Peckham, 1979). Bei der
supraadditiven Wirkung ist die Summationswirkung groRer als die Addition der
Einzeleffekte. Dadurch kommt es zu einer Verbesserung der lokalen
Strahlenwirkung am Tumor, weshalb die Zytostatika auch als Radiomodulatoren
bezeichnet werden. Dazu gehdren die Radiosensitizer wie Cisplatin und
5-Floururacil. Diese Variante findet zum Beispiel bei soliden Platten-
epithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich im Rahmen einer simultanen
Radiochemotherapie Anwendung. Bei der additiven Wirkung entspricht die
Summationswirkung der Addition der Einzeleffekte. Dabei wirken Strahlen- und
Chemotherapie getrennt am Tumor.

Zytostatika hemmen oder verhindern die Proliferation von Zellen. Man differen-
ziert zwischen drei verschiedenen Gruppen von Chemotherapeutika, welche

sich in ihren Angriffspunkten unterscheiden:

e Zyklusabhangige und phasenspezifisch wirkende Zytostatika greifen nur
in bestimmten Phasen des Zellzyklus sich teilender Zellen an.

e Zyklusabhangige und phasenunspezifisch wirkende Zytostatika greifen in
allen Phasen des Zellzyklus sich teilender Zellen an.

e Zyklusunabhangig wirkende Zytostatika greifen auch Zellen in der Go-

Phase an.
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1.1.3.2 Cisplatin

Cisplatin ist ein seit 1979 in Deutschland zugelassener Radiosensitizer und hat
sich als Chemotherapeutikum fur Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich
in den letzten Jahrzehnten gut bewahrt. In einer Studie konnte gezeigt werden,
dass durch eine Radiotherapie mit simultaner Gabe von Cisplatin das
Dreijahresgesamtuberleben deutlich von 23 % auf 37 % verbessert werden
konnte (Adelstein et al., 2003). Es ist ein anorganischer, wasserloslicher
Platinkomplex und gehort zur Gruppe der Alkylanzien (Abb. 2). Man kann
Cisplatin sowohl als alleiniges Chemotherapeutikum einsetzen als auch gut mit

anderen Zytostatika kombinieren.
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Abb. 2: Strukturformel Cisplatin

Extrazellular liegt Cisplatin ungeladen vor und kann somit durch passive
Diffusion in das Zellinnere gelangen. Durch die dort vorliegende niedrige
Chloridionen-Konzentration werden die Chloratome des Cisplatins gegen
Wasserreste ausgetauscht, wodurch ein hochreaktiver Aquakomplex entsteht
(Rosenberg et al.,, 1969). Aufgrund der positiven Ladung konnen diese
Komplexe die Zelle kaum verlassen. Cisplatin bildet durch kovalente Bindungen
mit der DNA innerhalb der Zelle DNA-Intrastrang- und Interstrang-
quervernetzungen und hemmt somit die DNA-Synthese (Garcia Sar et al.,
2008). Die bevorzugte Bindestelle von Cisplatin ist das N7-Atom von Guanin
und Adenin. Es wird ebenfalls angenommen, dass Cisplatin die DNA-Reparatur

von subletalen Zellen hemmt (Coughlin und Richmond, 1989).
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1.1.3.3 5-Floururacil

Seit 1962 ist 5-Floururacil (5-FU) auf dem Markt erhaltlich und ein in der
Tumortherapie haufig genutztes Chemotherapeutikum. Es konnte gezeigt
werden, dass die simultane Chemotherapie mit 5-FU und Cisplatin die lokale
Kontrolle von 32 % auf 64 % und die Uberlebensrate nach finf Jahren von 9 %
auf 21 % steigert (Merlano et al., 1996). 5-FU ist ein Pyrimidinanalogon und
entwickelt seine zytostatische Wirkung erst nach enzymatischer Aktivierung
(Abb. 3) und gehdrt zu den zyklusabhangigen und phasenspezifisch wirkenden
Zytostatika, wobei der Angriffspunkt von 5-FU in der S-Phase liegt (Peters et
al., 2000).

Hemmung
FdUrd — FAUMP <Thymidylatsynthetase
5-FU FAUDP —— FdUTP —— DNA
FUrd — FUMP —— FUDP —— FUTP —— RNA

Abb. 3: Wirkungsmechanismus von 5-Floururacil (5-FU); modifiziert nach Miura et al. (2010)

FdUrd: 5-Flouro-desoxyuridin; FAUMP: 5-Flouro-desoxyuridinmonophosphat;
FAUDP: 5-Flouro-desoxyuridindiphosphat; FAUTP: 5-Flouro-desoxytriphosphat;
FUrd: 5-Flourouridin; FUMP: 5-Flourouridinmonophosphat; FUDP: 5-Flouro-
uridindiphosphat; FUTP: 5-Flourouridintriphosphat

5-FU wird in der Zelle zu 5-Flourdesoxy-Uridinmonophosphat (FAUMP)
bioaktiviert. Dieser aktive Metabolit wiederum hemmt die Thymidylatsynthetase,
welche von Bedeutung fur die DNA-Synthese ist. Wie in Abbildung 3 dargestellt
wird des Weiteren FAUTP, welches aus FAUMP metabolisiert wird, aufgrund
der Strukturahnlichkeit falschlicherweise an Stelle des Pyrimidins Thymidin in
die DNA eingebaut. Dies fuhrt durch Hemmung der Verlangerung der DNA-
Ketten und einer reduzierten DNA-Stabilitdt zu Einzelstrangbrichen und
Stérungen der DNA-Replikation. Die RNA-Synthese wird durch den Einbau von
FUTP anstelle von Uracil, welches vermehrt in Tumorzellen eingebaut wird
(Heidelberger et al., 1957), gestort.
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1.1.3.4 Cetuximab

Cetuximab gehort zu den neueren Wirkstoffen in der Therapie von Kopf-Hals-
Tumoren im Rahmen der Immuntherapie. Es ist seit 2004 fur die Behandlung
von Kolorektalkarzinomen zugelassen und 2008 wurde die Zulassung dann
auch auf Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich erweitert. Bei Kopf-
Hals-Tumoren wird der Wirkstoff zusatzlich zur Strahlentherapie fur lokal
fortgeschrittene Tumore oder bei rezidivierenden und/oder metastasierenden
Erkrankungen mit auf Platin basierenden Zytostatika kombiniert eingesetzt. Die
Kombination von Cetuximab zur Strahlentherapie mit einer platinhaltigen
Chemotherapie alleine oder zusatzlich mit 5-Floururacil erhéht die Uberlebens-
chancen deutlich (Burtness et al., 2005; Bourhis et al., 2006; Vermorken et al.,
2008). Bei alleiniger Gabe von Cetuximab zur Strahlentherapie verbessern sich
sowohl die Zweijahrestumorkontrolle als auch die progressionsfreie
Uberlebensrate um etwa 10 % ohne eine Zunahme der Strahlentoxizitét
(Bonner et al., 2010).

Bei Cetuximab handelt es sich um einen monoklonalen Antikorper der Gruppe
IgG1. Er bindet an die Rezeptor-Tyrosinkinase EGFR-1, welche fur die
Proliferation von Zellen von Bedeutung ist. Auf Tumorzellen wird vermehrt
EGFR-1 exprimiert, womit es durch die Bindung des epidermalen Wachstums-
faktors zu der charakteristischen Beschleunigung der Zellteilung in Tumoren
kommt, was mit einer schlechteren Prognose flr den Patienten assoziiert ist
(Rubin Grandis et al., 1998). Die Wirkung von Cetuximab beruht damit auf der
Hemmung der Proliferation von Tumorzellen (Huang et al., 1999) und hat eine

5- bis 10-fach hohere Affinitat zu EGFR-1 als korpereigene Wachstumsfaktoren.

1.2 Mikrokerntest

Mikrokerne dienen als Biomarker fur gentoxische Expositionen zur naheren
Erforschung der Einflusse der Umwelt, des Berufes, der Lebensweise und der
Erndhrung auf das Zellsystem (Holland et al., 2008). Unter Biomarkern versteht
man Merkmale, die objektiv gemessen werden kdnnen und als Indikatoren fur

normale oder pathogene Prozesse sowie fur pharmakologische Reaktionen auf
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eine therapeutische Behandlung dienen (Biomarkers Definitions Working,
2001). Der Mikrokerntest wurde zum ersten Mal von Boller und Schmid (1970)
im Rahmen einer Studie beschrieben und seitdem stetig weiterentwickelt und
verbessert. Eine Standardisierung des Mikrokerntests an Mundschleimhaut-
zellen wurde vor allem im Rahmen des HUMN (The Human Micronucleus
Projekt) im letzten Jahrzehnt vorangetrieben. Da der Zugang zum Proben-
material ohne grol’e Beeintrachtigung fur den Patienten mdglich ist, eine
unbegrenzte Zahl an Zellen zur Verfigung steht und er in vivo durchgefuhrt
werden kann, wird er vor allem fur epidemiologische Studien herangezogen.

Man wendet ihn in Erythrozyten, Lymphozyten und Epithelzellen an.

Mit 90 % entwickelt sich der grofdte Teil der Tumore aus Epithelzellen (Cairns,
1975). Die Mundschleimhaut ist die erste Barriere, wenn es um die Aufnahme
von Substanzen geht. Die Schleimhaut der Wange besteht wie alle
auskleidenden Schleimhaute aus einem mehrschichtigen unverhornten
Plattenepithel und einer Lamina propria. Sie lasst sich in ein Stratum
germinativum, Stratum intermedium und Stratum superficiale unterteilen. In der
untersten Schicht befinden sich die mitotisch aktiven Basalzellen, welche
wahrend ihrer Differenzierung an die Oberflache wandern. Die oberste
Zellschicht wird dann im Laufe der Zeit abgeschilfert. Da die Zellen nicht

verhornen, sind bis in die oberste Schicht Zellkerne zu beobachten.

Mikrokerne (MK) sind chromatinhaltige Strukturen, welche neben dem normalen
Zellkern im Zytoplasma anzufinden sind und eine Doppelmembran mit Poren
aufweisen. Sie kdnnen entweder ganze Chromosomen durch Schadigung der
Spindel und/oder des Kinetochors enthalten, in diesem Fall spricht man von
einem aneugenen Schaden, oder DNA-Fragmente, einem sogenannten
klastogenen DNA-strangbrechenden Schaden (Abb. 4) (Schmid, 1975).

11
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Entstehung mikrokernhaltiger Zellen wahrend der

Mitose aus ganzen Chromosomen (3a) oder Chromosomenfragmenten (3b); dar-
gestellt sind die Ausgangszelle (1), Metaphase (2), Anaphase (3a und b) und die
abgeschlossene Zellteilung mit Mikrokernen aus aneugenen (4a) und klastogenen
Schaden (4b); modifiziert nach Andrae (1996)

Vorrausetzung fur die Bildung von Mikrokernen ist eine erfolgreiche Zellteilung.
Zellen teilen sich nach Verdoppelung der Chromosomen in der S-Phase in der
Mitose, die in funf Phasen eingeteilt ist. Wahrend der Prophase kondensieren
die Chromosomen, die Zentrosomen teilen sich und bilden mit Spindel-
Mikrotubuli den Spindelapparat. Durch den Zerfall der Kernhille in der
Prometaphase koénnen sich die Chromosomen an die Mikrotububli des
Spindelapparates heften. Die Chromosomen werden in der Metaphase durch
den Zug des Spindelapparates in die Mitte der Spindel gezogen. Sobald sich
die Chromatiden trennen tritt die Anaphase ein und die Schwesterchromatiden
werden zum entsprechenden Zellpol transportiert. In der anschlieRenden
Telophase dekondensieren die Chromatiden und eine neue Kernhille wird
gebildet. Die Spindelapparate bilden sich zurlick und die Zellleibdurchtrennung
beginnt. Die Proliferation wird durch die Zytokinese, der vollstandigen
Zellteilung, beendet.

Man geht davon aus, dass Mikrokerne wahrend der Mitose gebildet werden,
indem wahrend der Anaphase das Chromosom oder ein Chromosomen-
fragment durch eine fehlerhafte Erfassung des Spindelapparats nicht in den
Zellkern integriert werden kann und dadurch in der Aquatorialebene verbleibt
(Fenech et al., 1999; Fenech und Crott, 2002). Daher sind Mikrokerne ein
Zeichen fur eine chromosomale Instabilitat. Die Genomschadigung ist ein
Hinweis auf eine Entartung der Zelle und in der Phase der Initiation der

Kanzerogenese zu beobachten. Mikrokerne kdnnen sowohl spontan entstehen
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als auch durch endogene und exogene Faktoren begunstigt werden (Bonassi et
al., 2011). Auch wenn die Bildung der Mikrokerne wahrend der Mitose erfolgt,
kann die eigentliche chromosomale Schadigung vor oder wahrend der Mitose
stattfinden. Durch DNA-reaktive, gentoxische Kanzerogene, wie zum Beispiel
ionisierende Strahlung, bilden sich in der Basalschicht der Mundschleimhaut-
zellen Mikrokerne. Wahrend ihrer Differenzierung wandern die Zellen in das
Stratum superficiale, wo man mit Hilfe eines Abstrichs Zellproben entnehmen
kann. Da dieser Prozess ungefahr sieben bis 21 Tage bendtigt, kdnnen
Expositionen mit Kanzerogenen erst nach einiger Zeit mit Hilfe des
Mikrokerntests nachgewiesen werden (Thomas et al., 2009). Sein
Anwendungsgebiet ist daher vor allem beim Nachweis von aktuellen oder
chronischen Expositionen zu sehen.

Uber den weiteren Verbleib mikrokernhaltiger Zellen gibt es verschiedene
Theorien. So besteht die Mdglichkeit, dass entweder der Mikrokern aus der
Zelle ausgeworfen wird, er wieder in den Zellkern integriert wird, der Mikrokern
abgebaut wird, er in der Zelle verbleibt oder Uber Apoptose die mikrokernhaltige
Zelle untergeht (Hintzsche et al., 2018).

Neben der Anwesenheit von Mikrokernen (Micronucleated Cells) kbnnen auch
andere nukleare Anomalien in den Zellen beobachtet werden (Abb. 5). lhr

genauer Ursprung ist jedoch noch nicht vollstandig geklart.

—————————— Normal genome ———»
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Abb. 5: Schematische Darstellung der Entstehung nuklearer Anomalien (Thomas et al.,
2009); mit Genehmigung des Verlages
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Zu diesen nuklearen Anomalien gehdren zum Beispiel doppelkernige Zellen
(Binucleated Cells), welche wahrscheinlich durch eine fehlerhafte Zytokinese
entstehen. Einige Zelltypen bringt man mit verschieden Zeitpunkten des
Zelluntergangs in Verbindung. Bei kondensiertem Chromatin (Condensed
Chromatin) geht man davon aus, dass es in einer frihen Phase der Apoptose
auftritt, wahrend man bei einer Fragmentierung des Zellkerns (Karyorrhexis)
eine Endphase der Apoptose annimmt. In karyolytischen Zellen (Karyolysis) ist
keine DNA mehr vorhanden und es handelt sich wahrscheinlich um eine sehr
spate Phase der Apoptose bzw. Nekrose. Pyknotische Zellen (Pyknosis)
durchlaufen vermutlich eine spezielle Art des Zelltodes und stehen in Zusam-
menhang mit der Differenzierung und Reifung von Epithelzellen. Kernknospen
(Nuclear buds) sind mikrokernahnliche Fragmente, welche mit dem Zellkern
verbunden sind. Man nimmt an, dass es sich dabei um Uberschissig gebildete
DNA handelt (Thomas et al., 2009; Torres-Bugarin et al., 2014).

1.3 Mikrokernbildung im Zusammenhang mit Radiotherapie

Die Studie von Stich et al. im Jahr 1983 war die Erste, welche sich mit dem
Einfluss von ionisierender Strahlung auf die Mikrokernanzahl in Mundschleim-
hautzellen befasste. Das Ziel war, die Adaptation der DNA-Reparatur-
moglichkeiten auf verschiedene exogene Einflisse in menschlichen Zellen
dazustellen. Nach Ansicht der Autoren sind viele Bioassays dafur nicht optimal
geeignet, da dabei Zellen herangezogen werden, welche nicht flr die
Entstehung der Mehrheit der Tumore verantwortlich sind. Sie befurworten den
Mikrokerntest, da dieser an Epithelzellen angewendet werden kann, dem
Ursprungsgewebe der meisten Tumore und damit ein geeignetes Verfahren zur
Darstellung von Genomschadigung auf die menschliche Zelle durch exogene
Einflisse ist. Es wurden die Mundschleimhautzellen eines Patienten, welcher
im Kopfbereich mit einer Gesamtdosis von 34 Gy bestrahlt wurde, Uber einen
Zeitraum von dreieinhalb Wochen untersucht. Es wurden insgesamt vier Proben
entnommen. Dabei konnte gezeigt werden, dass es im Laufe der Behandlung
zu einer Steigerung der Mikrokernrate kommt. Aufllerdem wurden sieben
Patienten nach abgeschlossener Strahlentherapie mit einer Gesamtdosis von

50 bis 60 Gy untersucht. Es wurden dafur sechs Proben in einem Zeitraum von
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24 Tagen entnommen. Die Mikrokernrate begann nach funf bis sieben Tagen
zu sinken bis sie am Ende wieder im Normalbereich war.

In der Arbeit von Sarto et al. (1987) wurde die Mikrokernbildung an Mund-
schleimhautzellen untersucht, um genauer zu differenzieren unter welchen
Einflissen Mikrokerne aus ganzen Chromosomen oder Chromosomen-
fragmenten entstehen. Dabei haben sie sich unter anderem mit der Entstehung
von Mikrokernen im Zusammenhang mit ionisierender Strahlung beschaftigt.
Dazu beobachteten sie zwei Patienten, welche sich aufgrund eines Tumors im
Kopf-Hals-Bereich einer Strahlentherapie mit einer Einzeldosis von 2 Gy fur funf
Tage die Woche unterzogen haben. Die Untersuchung musste aufgrund von
einer Mukositis nach Tag 15 bzw. Tag 18 beendet werden. Sie konnten aber
dennoch einen linearen Anstieg der Mikrokernrate mit der kumulativen Dosis
nachweisen. Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass es ab einer Gesamt-
dosis von 22 Gy zu einer Absenkung der Anzahl der Mikrokerne kam und dass
nach sieben bis 12 Tagen die Mikrokernraten nach Bestrahlungsende wieder im
Normbereich lagen. Laut ihrer Studie werden Mikrokerne durch ionisierende
Strahlung vorwiegend durch Chromosomenbruch gebildet.

Der Ansatz fir die Studie von Tolbert et al. (1992) war ein anderer. Sie wollten
eine Validierung des Mikrokerntests an Mundschleimhautzellen erreichen,
indem die Auswertungskriterien genauer definiert werden. Diese Arbeit war
auch die erste, welche die Bedeutung des Erfassens von nuklearen Anomalien
aufzeigte. In der Arbeit wurde zusatzlich zu den Mikrokernen zwischen
doppelkernigen Zellen, Broken Eggs, Pyknose, kondensiertem Chromatin,
fragmentierten Zellkernen und Karyolyse unterschieden. Es ist wichtig, diese zu
differenzieren, um eine genaue Abgrenzung zu den Mikrokernen zu erreichen
und somit falsch-positive Ergebnisse zu vermeiden. Dadurch ist eine
Unterscheidung zwischen genomschadigenden und zytotoxischen Einflissen
moglich. Um dies darzustellen wurden funf Patienten untersucht, welche eine
Strahlentherapie mit einer kumulativen Dosis von ca. 10 Gy innerhalb der
letzten drei Wochen erhalten haben. Es wurde jeweils nur eine Probe pro
Patient entnommen. Eine Probe war jedoch nicht verwertbar. Es konnte bei
allen vier Patienten eine erhdhte Mikrokernrate im Vergleich zu den

Negativkontrollen nachgewiesen werden.
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Moore et al. (1996) haben durch eine Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung und
der damit sequenzspezifischen Farbung die Prazision des Mikrokerntests an
Mundschleimhautzellen verbessert, um dadurch eine deutlichere Abgrenzung
zwischen den verschiedenen Phanomenen moglich zu machen. Sie haben
daflr einen Patienten wahrend einer neunwdchigen Strahlentherapie mit einer
Gesamtdosis von 64 Gy vor der Behandlung, wahrend der dritten und sechsten
Woche der Therapie sowie nach der Behandlung untersucht. Sie konnten einen
Anstieg der Mikrokernrate wahrend der Behandlung feststellen und auf3erdem
beobachten, dass drei Wochen nach abgeschlossener Behandlung die Werte
wieder unter dem Ausgangwert lagen. Aufgrund der sequenzspezifischen
Farbung konnte wie schon bei Sarto et al. (1987) gezeigt werden, dass durch
die ionisierende Strahlung die Mikrokerne vorwiegend durch klastogene
Schaden entstehen.

Zur Bestimmung der Sensitivitat verschiedener Testsysteme zur Darstellung
von Genomschadigungen haben Cao et al. (2002) Proben von neun Patienten
untersucht, welche sich aufgrund eines nasopharyngealen Karzinoms einer
siebenwdchigen Radiotherapie unterzogen haben. Die Proben vor Beginn der
Behandlung wurden als Negativkontrolle verwendet und weitere Proben wurden
nach kumulativen Dosen von 4, 10, 28, 48 und 68 Gy entnommen. Sie konnten
dabei einen Anstieg der Mikrokernrate feststellen, wobei es ab einer
kumulativen Dosis von 28 Gy nur noch zu einem unmerklichen Anstieg kam.
Bezuglich der unterschiedlichen Testsysteme haben sie festgestellt, dass
Verfahren wie der ,Cytokinesis-Block Micronucleus Test“ der beste Nachweis
zur Darstellung von Genomschadigung ist. Da dieses Verfahren jedoch sehr
aufwendig ist, stellt der Mikrokerntest an Mundschleimhautzellen eine gute
Alternative dar.

Die Arbeit von Bindu et al. (2003) beschaftigte sich mit der Fragestellung, ob es
aufgrund von zellularen Veranderungen wahrend einer Bestrahlung moglich ist,
eine Prognose Uber ein eventuelles Rezidiv zu stellen. Dafur wurden bei 68
Patienten, welche an einem Tumor in der Mundhdhle erkrankt sind, Mund-
schleimhautproben vor Beginn der Behandlung und vier Proben wahrend einer
dreiwochigen Strahlentherapie entnommen. Die Patienten erhielten eine
Gesamtdosis von 52,5 Gy in 15 Fraktionen im Rahmen einer akzelerierten

Bestrahlung. Es konnte dabei ebenfalls ein Anstieg der Mikrokernrate gezeigt
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werden, welche ab einer kumulativen Dosis von 28 Gy nur noch geringfugig
gestiegen ist. Nach der Behandlung wurden die Patienten bezuglich eines
moglichen Rezidivs fur mindestens 18 Monate weiterverfolgt. Sie konnten dabei
einen Zusammenhang zwischen einer erhdhten Mikrokernrate und einer
verringerten Rezidivrate feststellen. Tumore mit hoheren Mikrokernraten
reagierten strahlensensibler und hatten damit eine bessere Prognose.

Die unterschiedliche Wirkung von ionisierender Strahlung auf Mundschleim-
hautzellen und Lymphozyten untersuchten Minicucci et al. (2005). Sie
schlossen dabei 26 Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren ein, welche eine
Gesamtdosis von 45 bis 70,4 Gy innerhalb einer funf- bis siebenwdchigen
Behandlung erhalten haben. Es gab insgesamt drei Zeitpunkte der
Probenentnahme: vor, wahrend und nach abgeschlossener Behandlung. Es
konnte dabei gezeigt werden, dass es zu einem geringen Anstieg der
Mikrokernrate in Mundschleimhautzellen wahrend der Behandlung kam,
welcher nach abgeschlossener Behandlung wieder gesunken ist. Bei den
Lymphozyten hingegen konnte ein deutlich starkerer Anstieg wahrend der
Behandlung festgestellt werden, welcher auch nach abgeschlossener
Behandlung leicht gestiegen ist.

Tak et al. (2014) haben die Mikrokernrate bei Patienten mit Tumoren in der
Mundhdhle untersucht, indem sie die Mundschleimhautzellen der Wange
gegenuber der Lasion entnommen haben. Es lagen insgesamt 30 Proben von
verschiedenen Patienten vor, welche zu unterschiedlichen Zeitpunkten der
Therapie entnommen wurden. Sie konnten, obwohl die Mundschleimhautzellen
nicht direkt am Tumor entnommen wurden, eine erhdohte Mikrokernrate im
Vergleich zu den Negativkontrollen feststellen. Es konnte ebenfalls ein Anstieg
der Mikrokernrate durch ionisierende Strahlung gezeigt werden, jedoch konnten
sie im Vergleich zu den voran erwahnten Studien keinen Zusammenhang zur

Strahlendosis feststellen.
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Dass ionisierende Strahlung zu Veranderungen in der menschlichen DNA fuhrt,
ist bereits bekannt (Dizdaroglu, 1992). Da mikrokernhaltige Zellen aufgrund
ihrer aneugenen oder klastogenen Schadigung ein Anzeichen genomischer
Instabilitat sind, dient der Mikrokerntest als Nachweis exogener Einflisse auf
das Genom. Wie bereits gezeigt, wurden bereits verschiedene Arbeiten
veroffentlicht, welche sich mit dem Einfluss von ionisierender Strahlung auf die
Mikrokernanzahl in Mundschleimhautzellen befasst haben. Jedoch wurden in
diesen Studien entweder nur geringe Patientenzahlen bericksichtigt, nur
wenige Proben wahrend der Behandlung oder keine Proben nach Abschluss
der Behandlung entnommen. In dieser Arbeit wurden daher Proben von
insgesamt 25 Patienten vor Beginn der Behandlung sowie in der 2., 4. und 6.
Bestrahlungswoche entnommen. Bei diesen sowie bei neun weiteren Patienten
wurden neun bis 12 Wochen nach Behandlungsbeginn ebenfalls Proben
entnommen. Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt in der Untersuchung der
Mikrokernrate in Mundschleimhautzellen von Patienten mit malignen Kopf-Hals-
Tumoren wahrend einer sechswdchigen Strahlentherapie. Es soll geklart
werden, ob es durch ionisierende Strahlung zu einer Veranderung der
Mikrokernrate kommt und wenn ja, ab welchem Zeitpunkt diese erkennbar ist
und wie sich die Anzahl der Mikrokerne Uber die Behandlungszeit verandert.
Auch soll die Frage geklart werden, ob die Mikrokernanzahl einige Woche nach
abgeschlossener Strahlentherapie wieder sinkt oder ob es durch ionisierende
Strahlung zu dauerhaften Veranderungen im Genom kommt. Da maligne
Tumore durch genetische Mutationen entstehen und Mikrokerne eine
Chromosomenmutation darstellen, soll die Frage geklart werden, ob Patienten
mit malignen Kopf-Hals-Tumoren generell eine erhdhte Mikrokernanzahl im
Vergleich zu nicht erkrankten Probanden aufweisen. Ebenfalls soll untersucht
werden, ob eine zusatzliche Kombination mit einer Chemotherapie, das
Geschlecht und das Alter der Patienten sowie auch das Grading und T-Stadium

des Tumors einen Einfluss auf die Anzahl der Mikrokerne haben.
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3 Material und Methoden

3.1 Probandenkollektiv

Es liegt eine Genehmigung der Ethikkommission der medizinischen Fakultat der
Universitat Warzburg (Nr. 203/08) vor. Die Patienten haben freiwillig an der
Studie teilgenommen und wurden sowohl mundlich als auch schriftlich Gber die
Studie aufgeklart. Die schriftlichen Einverstandniserklarungen der Patienten

liegen vor.

3.1.1 Tumorpatienten

Das Probandenkollektiv bestand aus 35 Patienten der Klinik und Poliklinik far
Strahlentherapie der Universitat Wirzburg. Diese wurden alle aufgrund von
histologisch nachgewiesenen malignen Tumoren mit verschiedenen Auspra-
gungsgraden im Bereich des Kopfes und Halses behandelt. Dabei handelte es
sich bei allen Patienten um eine postoperative adjuvante Therapie. Die
haufigste Ursache flir eine Radio-/Radiochemotherapie war ein Tumor im
Bereich der Mundhdhle (17 Patienten), gefolgt von Tumoren im Bereich des
Pharynx (sechs Patienten) sowie Tonsillen- (vier Patienten) und Larynx-
karzinomen (zwei Patienten). Die funf restlichen Patienten wiesen Neoplasien in

anderen Bereichen des Kopfes und Halses auf.

Im Zeitraum von 03/2010 bis 07/2011 wurden den Patienten in bestimmten
Abstanden mithilfe eines Wattestdbchens Mundschleimhautabstriche ent-
nommen. Es gab insgesamt funf Zeitpunkte der Probenentnahmen: vor der
ersten Bestrahlung (Woche 0), in der 2., 4. und 6. Bestrahlungswoche und in
der 9. bis 12. Woche ab Behandlungsbeginn in der Phase der Nachsorge.

Da ein Patient schon vor Beginn der Behandlung einen sehr hohen
Ausgangswert an Mikrokernen (MK) aufwies (> 100 MK/1000 Zellen), wurde
dieser aus der Studie ausgeschlossen. Der Patient wies einen Tumor im
Bereich der Wangen und Lippen auf, so dass es wahrscheinlich nicht mdglich

war eine Probe von einer intakten Mundschleimhaut zu erhalten. Von 25
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Patienten wurden in den oben genannten Abstanden Proben entnommen.
Davon erhielten 12 Patienten eine alleinige Radiotherapie, 13 wurden noch
zusatzlich mit einer Chemotherapie behandelt. Aufgrund der teilweise mangeln-
den Compliance der Patienten oder wegen des Wunsches, die Nachsorge in
einer niedergelassenen Praxis durchfuhren zulassen, gab es fur den Zeitpunkt
der letzten Probenentnahme nach Behandlungsabschluss nur wenige Proben.
Daher wurden bei neun Patienten in der Phase der Nachsorge nur jeweils eine
Probe entnommen. Bei diesen Patienten lagen die gleichen Bedingungen wie
bei den anderen in dieser Arbeit berticksichtigten Patienten vor. Davon erhielten
zwei Patienten eine alleinige Radiotherapie und sieben eine Radiochemo-

therapie.

Die Patienten wurden mit Einzeldosen von 1,7 bis 2,2 Gy mit 30 bis 33
Fraktionen durch eine intensitatsmodulierte Strahlentherapie behandelt. In der
Klinik und Poliklinik fur Strahlentherapie der Universitat Wirzburg kamen im
Rahmen dieser Studie funf unterschiedliche Chemotherapieansatze zur
Anwendung: Cisplatin  wodchentlich, Cisplatin  mono, Cisplatin/5-FU,
Cisplatin/Cetuximab und Cetuximab/Cisplatin/5-FU. Der detaillierte Ablauf der
verschiedenen Chemotherapiezyklen ist im Anhang unter 8.1 Chemotherapie-

ansatze in den Tabellen 1 bis 5 zu finden.

Es wurde neben dem genauen Therapieverfahren, das Alter und Geschlecht
sowie die Lokalisation, das T-Stadium und das Grading des Tumors fur jeden
Patienten erfasst. Die Daten sind im Anhang unter 8.2 Auswertungsergebnisse
in Tabelle 6 zu finden. Die Einteilung der TumorgroRe erfolgte nach der TNM-
Klassifikation fir Tumore der Lippen, Mundhdhle sowie Hypo- und Oropharynx
(Brierley et al., 2017):

Tis Carcinoma in situ

T0 Kein Anhalt fur Primartumor

T Tumor <2 cm

T2 Tumor 2 bis 4 cm

T3 Tumor erreicht Organgrenze oder > 4 cm

T4 Tumor bricht in Nachbarorgan oder benachbarte Strukturen ein
X Primartumor kann nicht beurteilt werden
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Die Grading-Einteilung erfolgte nach folgender Einteilung:

G1 gut differenziert

G2 mafRig differenziert
G3 schlecht differenziert
G4 undifferenziert

3.1.2 Negativkontrollen

Es wurden insgesamt zehn Probanden als Negativkontrollen verwendet. Dabei
handelte es sich um Erwachsene aus dem Bekanntenkreis der Autorin, welche
freiwillig an dieser Studie teilgenommen haben. Voraussetzung war, dass die
Probanden weder zu dem Zeitpunkt der Probenentnahme noch davor eine
Bestrahlungs- und/oder Chemotherapie erhalten haben und nicht an einem
Tumor im Kopf-Hals-Bereich erkrankt sind.

Funf der zehn Probanden haben die Proben im selben Rhythmus wie die
Tumorpatienten (Woche 0, 2, 4, 6, 9-12) abgegeben. Bei den weiteren funf
Probanden wurde nur eine einmalige Probe entnommen.

Das Alter der Probanden lag zwischen 21 und 38 Jahren und betrug im
Durchschnitt 32 Jahre. Es haben funf Frauen und funf Manner an der Studie
teiigenommen. Die einzelnen Daten sind im Anhang unter 8.2

Auswertungsergebnisse in Tabelle 7 zu finden.

3.2 Materialien
Eine genaue Auflistung der verwendeten Materialien, Chemikalien, Gerate

sowie angesetzter Losungen ist im Anhang unter 8.3 Verwendete Materialen in

den Tabellen 9 bis 11 zu finden.
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3.3 Methoden

3.3.1 Herstellung der Praparate

Es wurden 101 Proben der Tumorpatienten von Mitarbeitern der Klinik und
Poliklinik flr Strahlentherapie der Universitatsklinik Wurzburg sowie neun
Proben durch die Autorin entnommen. Die insgesamt 30 Proben der
Negativkontrollen wurden ausschlieRlich durch die Autorin enthommen. Dabei
wurden mit leichtem Druck mithilfe eines Wattestdbchens viermal jeweils in
jeder Wangeninnenseite durch rollende Bewegungen Mundschleimhautzellen
(MSH-Zellen) aufgenommen. Die von beiden Wangen entnommen Zellen
wurden als eine Probe aufbereitet und ausgewertet.

Da die Aufbereitung der Mundschleimhautzellen kurz nach der Entnahme
erfolgen musste, wurden 76 Proben durch technische Assistenten der
Arbeitsgruppe von Frau Professor Stopper des Instituts flr Toxikologie der
Universitat Wuarzburg sowie 64 durch die Autorin selber aufbereitet. Dafur
wurden die Wattestabchen mit den MSH-Zellen in ein Falconréhrchen mit 4 ml
NaCl (0,9 %) getaucht und damit von dem Wattestdbchen geldst. Die so ent-
nommenen Mundschleimhautzellen wurden mehrmals mit einem MSH-Puffer
gewaschen. Dazu wurden 10 ml MSH-Puffer zu den Zellen gegeben und diese
funf Minuten bei 1500 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis auf ein
Restvolumen von 0,5 bis 1,0 ml abpipettiert. Nun wurden 5 ml MSH-Puffer
hinzugegeben und erneut zentrifugiert. Wieder wurde der Uberstand bis auf
Restvolumen von 0,5 bis 1,0 ml verworfen. Dieser Vorgang des Waschens
wurde dreimal wiederholt. Die Zellen wurden anschlie®end in 1,0 bis 1,5 ml
MSH-Puffer resuspendiert. Mit Hilfe des Casy-Counters wurde die Zellzahl
bestimmt. Durch die Cytospinpraparation wurden pro Probe sechs Objekttrager
mit jeweils 8000 Zellen hergestellt. Die Praparate wurden in Methanol bei

-20 °C fur mindestens eine Stunde fixiert und anschlieRend verblindet.
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3.3.2 Farbung der Praparate

In einer vorangegangenen Studie des Instituts fur Pharmakologie und
Toxikologie der Universitat Wirzburg hat die Farbung mit dem Antikorper
anti-a-Tubulin  und mit Chromomycin As im Zusammenhang mit dem
Mikrokerntest fUr Mundschleimhautzellen gute Ergebnisse erzielt und wurde
daher auch fur diese Arbeit verwendet (Hintzsche und Stopper, 2010). Die
Farbung der 140 Praparate erfolgte ausschlielich durch die Autorin. Sobald die
Praparate nach der Entnahme aus dem Methanol getrocknet waren, wurde
15 yl der Tubulingebrauchslosung auf die Zellen gegeben und mit einem
Deckglas bedeckt. Die Praparate wurden nun fur eine Stunde bei 37 °C in einer
feuchten Kammer inkubiert. Nach dem Abspulen der Farbelésung mit
destilliertem H2O wurden die Zellen mit 15 pyl der Chromomycinldsung bedeckt
und erneut mit einem Deckglas geschutzt. Nach drei Minuten Einwirkzeit
wurden die Ldésung und das Deckglas mit destilliertem H>O abgespllt.
Nachdem die Objekttrager getrocknet waren, wurden die Zellen mit 15 pl
DABCO eingedeckt und mit einem Deckglas bedeckt. Die gefarbten Praparate

sind verschlossen bei 4 °C einige Monate haltbar.

3.3.3 Mikrokerntest

Die Auswertung erfolgte am Mikroskop unter 40-facher VergroRerung. Bei
Verwendung einer anti-a-Tubulin/Chromomycin Az Farbung in Kombination mit
einem FITC-Filter fluoreszieren das Zytoplasma der Zelle grin und der Zellkern
gelb. Die Auswertung der 140 Praparate erfolgte ausschlief3lich durch die
Autorin. Pro Probe eines Patienten wurden jeweils zwei Objekttrager
ausgewertet. Bei jedem Praparat wurden je 1000 Zellen gezahlt. Dabei wurde
der Objekttrager systematisch in Bahnen von oben nach unten durchgearbeitet.
Unterschieden wurde zwischen einkernigen Zellen, doppelkernigen Zellen,
kondensiertem Chromatin, fragmentierten Kernen, Pyknose, Karyolyse, einem
Mikrokern pro Zelle, zwei Mikrokernen pro Zelle, mehr als zwei Mikrokernen pro
Zelle und Sonstiges. Kernknospen wurden in dieser Arbeit nicht bertcksichtigt.

Der Anteil der mikrokernhaltigen Zellen/1000 Mundschleimhautzellen wird in der
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weiteren Arbeit in Promille (%0) angegeben. Die einzelnen Ergebnisse sind im

Anhang unter 8.2 Auswertungsergebnisse in den Tabellen 7 und 8 zu finden.

Die Kriterien zur Beurteilung der Zellen waren folgende (Tolbert et al., 1992;
Thomas et al., 2009):

Es wurden nur Zellen gewertet, bei denen ein Zellkern sicher seiner Zelle
zugeordnet werden konnte. Das bedeutet, dass Zellanhaufungen oder
Uberlappungen, wie sie haufig durch das Zentrifugieren entstehen, nicht
bertcksichtigt wurden. Das Zytoplasma und der Zellkern sollten intakt und die
Zellen verhaltnismalig flach auf dem Praparat fixiert sein. Die Zellen sollten
annahernd rein von Verschmutzungen und Fremdkorpern sein.

Ein Mikrokern sollte minimal 1/16 bis maximal 1/3 der GroRRe des Zellkerns
entsprechen. Er sollte sich im Zytoplasma der Zelle befinden und eine runde bis
ovale Form aufweisen. Weitere wichtige Kriterien sind, dass der Mikrokern die
gleiche Farbintensitat und Struktur wie der Zellkern zeigt sowie eine scharfe
Abgrenzung aufweist (Abb. 6a und b). Einkernige Zellen besitzen einen ovalen
bis runden Zellkern und einen hohen Zytoplasmaanteil, wahrend doppelkernige
Zellen zwei Zellkerne der gleichen Grol3e und Farbintensitat aufweisen. Haufig
liegen die Zellkerne sehr nah aneinander oder beruhren sich (Abb. 6c). Bei
kondensiertem Chromatin ist in einigen Bereichen das Chromatin verdichtet. An
den verdichteten Stellen wir mehr Farbstoff eingelagert und der Zellkern wirkt
dadurch gestreift (Abb. 6d). Bei der destruktiven Fragmentierung des Zellkerns
und der damit verbundenen Verdichtung des Chromatins entsteht eine
blaschenartige Struktur (Abb. 6e). Ist der Zellkern stark geschrumpft, spricht
man von Pyknose. Der Durchmesser des Kerns betragt nur noch 1/3 bis 2/3
des ursprunglichen Zellkerns. Durch die Verdichtung des Chromatins ist der
Kern stark gefarbt (Abb. 6f). Bei karyolytischen Zellen 16st sich der Zellkern
durch Abbau der DNA auf. Dadurch, dass weniger DNA angefarbt werden kann,
erscheint der Zellkern heller und man sieht nur einen Schatten des Kerns
(Abb. 69).
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Abb. 6: Zellaufnahmen mit einer anti-a-Tubulin-Antikdrper/Chromomycin As Farbung unter
40-facher VergroRRerung: (a) 1 MK/Zelle (b) 2 MK/Zelle (c) doppelkernige und ein-
kernige Zelle (d) kondensiertes Chromatin (e) fragmentierter Zellkern (f) Pyknose
(g) Karyolyse
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3.4 Statistik

Zur statistischen Auswertung wurde die Software SPSS verwendet. Es wurden
sowohl der Mittelwert als auch der Standardfehler flr die Anzahl der mikrokern-
haltigen Zellen/1000 Mundschleimhautzellen berechnet. Um zu prafen, ob sich
die Mittelwerte zu den einzelnen Zeitpunkten signifikant unterscheiden, wurde
fur die statistische Auswertung der Wilcoxon-Test angewendet. Zur
Untersuchung der unterschiedlichen Patientengruppen sowie der Faktoren
Alter, Geschlecht, Grading und T-Stadium wurde der Mann-Whitney-U-Test
herangezogen. Der Signifikanzwert war p < 0,05. Die statistische Auswertung

erfolgte durch die Autorin.
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4 Ergebnisse

4.1 Probandenkollektiv

Das Alter der 34 Tumorpatienten lag zwischen 21 und 79 Jahren und betrug im
Durchschnitt 60 Jahre. Es gab keinen Altersunterschied zwischen Patienten mit
und ohne zusatzliche Chemotherapie. Sowohl Patienten mit Radiotherapie als
auch Patienten mit Radiochemotherapie waren im Durchschnitt 60 Jahre alt.
Mannliche Patienten waren zu Behandlungsbeginn 60 Jahre alt und Patient-

innen 59 Jahre.

An der Studie haben mehr Manner als Frauen teilgenommen. So lagen 23 der
insgesamt 34 Proben von Mannern vor. Von ihnen haben 12 Patienten eine
Radiotherapie und 11 Patienten eine Radiochemotherapie erhalten. Des
Weiteren lagen 11 Proben von Frauen vor, von denen zwei mit einer Radio-

therapie und neun mit einer Radiochemotherapie behandelt wurden.

Im Bezug auf die Tumorgrof3e lag bei neun Patienten ein T1-Stadium, bei acht
Patienten ein T2-Stadium, bei funf Patienten ein T3-Stadium und bei 11
Patienten ein T4-Stadium vor. Bei einem Patienten konnte der Primartumor

nicht beurteilt werden.
Die Tumore von funf Patienten waren gut differenziert (G1), von 18 Patienten

massig differenziert (G2) und bei zehn Patienten schlecht differenziert (G3). Bei

einem Patienten lagen keine Angaben zum Grading vor.
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4.2 Vergleich der Mikrokernraten der Wochen 0 bis 6

Zur Darstellung der Veranderung der Mikrokernrate wahrend der
sechswdchigen Strahlentherapie wurden im Folgenden die Mikrokernraten zu
den verschiedenen Zeitpunkten der Wochen 0 bis 6 miteinander verglichen und
in Abbildung 7 veranschaulicht. In diesem Vergleich wurden die Patienten mit
Radiotherapie und Radiochemotherapie zusammengefasst. Von 17 Patienten
lag jeweils eine vollstdndige Anzahl von Proben zu den Zeitpunkten vor

Behandlungsbeginn sowie in der 2., 4. und 6. Bestrahlungswoche vor.

Wahrend der gesamten Behandlung konnte ein Anstieg der Mikrokernanzahl
beobachtet werden. Den grof3ten Anstieg konnte man zwischen Woche 0 und
Woche 2 feststellen, in den weiteren Wochen wurde der Anstieg immer
geringer. Vor Beginn der Behandlung (Woche 0) lag die Mikrokernanzahl bei
5,4 %0 und ist dann signifikant auf 35,1 %0 in Woche 2 angestiegen. Die
Mikrokernanzahl stieg von Woche 2 zu Woche 4 ebenfalls signifikant auf
49,3 %o und von Woche 4 zu Woche 6 auf 51,1 %o ohne Signifikanz. Es konnte

bei Woche 2, 4 und 6 eine Signifikanz zu Woche 0 festgestellt werden.
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Abb. 7: Anzahl MK-haltiger Zellen/1000 Zellen von Patienten zu verschiedenen Zeitpunk-

ten wahrend der Behandlung: Woche 0 (vor Behandlungsbeginn), 2., 4. und 6. Be-
strahlungswoche; dargestellt ist der Mittelwert + Standardfehler, * p < 0,05 oder
**p < 0,01 im Vergleich zu Woche 0
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Des Weiteren wurde die Veranderung der Mikrokernrate bei den
unterschiedlichen Patientengruppen zu den verschiedenen Zeitpunkten der
Wochen 0 bis 6 untersucht. Die Ergebnisse wurden fir die Gruppen
Radiotherapie, Radiochemotherapie und Negativkontrollen in Abbildung 8
veranschaulicht. Fur die Auswertung wurde ebenfalls jeder Zeitpunkt der
jeweiligen Patientengruppe miteinander verglichen. Von funf Probanden der
Negativkontrollen, neun Patienten, welche eine Radiotherapie erhalten haben
und von acht Patienten, welche mit einer Radiochemotherapie behandelt

wurden, lagen Proben zu den Zeitpunkten Woche 0 bis Woche 6 vor.

Far die Negativkontrollen konnte wahrend des gesamten Zeitraums Kkein
signifikanter Anstieg der Mikrokernanzahl beobachtet werden. Die Werte lagen
von Woche 0 bis Woche 6 zwischen 1,1 %o und 2,2 %o.

Schon vor Beginn der Behandlung lagen die Werte der Patienten mit einer
Radiotherapie Uber denen der Negativkontrollen. Wahrend der gesamten
Behandlung konnte ein Anstieg Mikrokernanzahl beobachtet werden. Den
groften Anstieg konnte man zwischen Woche 0 und Woche 2 feststellen, in den
weiteren Wochen fand nur noch eine geringe Zunahme statt. Vor Beginn der
Behandlung lag die Mikrokernanzahl bei 5,4 %0 und ist dann signifikant auf
36,7 %0 in Woche 2 angestiegen. Die Mikrokernanzahl stieg von Woche 2 zu
Woche 4 auf 42,4 %0 und von Woche 4 zu Woche 6 auf 48,9 %e..

Die Werte der Patienten mit einer Radiochemotherapie lagen ebenfalls vor
Beginn der Behandlung Uber denen der Negativkontrollen. Wahrend der
Wochen 0 bis 4 konnte ein Anstieg der Mikrokernanzahl beobachtet werden,
welche dann in Woche 4 ein Plateau erreichte. Von Woche 0 bis 2 und Woche
2 bis 4 fand ein annahrend gleichmaliiger Anstieg statt. Vor Beginn der
Behandlung lag die Mikrokernanzahl bei 3,3 %0 und ist dann signifikant auf
29,7 %0 in Woche 2 angestiegen. Die Mikrokernanzahl stieg von Woche 2 zu
Woche 4 auf 53,6 %o und blieb ab Woche 4 konstant. Es konnte bei Woche 2, 4
und 6 eine Signifikanz zu Woche 0 fur die Gruppen Radiotherapie und

Radiochemotherapie festgestellt werden.
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Abb. 8:

MK-haltige Zellen/1000 Zellen

4 Ergebnisse
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Anzahl MK-haltiger Zellen/1000 Zellen von Patienten zu verschiedenen Zeitpunk-
ten wahrend der Behandlung: Woche 0 (vor Behandlungsbeginn), 2., 4. und 6. Be-
strahlungswoche; Ergebnisse flr Negativkontrollen (NK), Radiotherapie (RT) und
Radiochemotherapie (RCT); dargestellt ist der Mittelwert + Standardfehler,

* p < 0,05 im Vergleich zu Woche 0 derselben Gruppe
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4.3 Vergleich der Mikrokernraten bei Radio-/Radiochemo-
therapie zum selben Zeitpunkt

Es wurde ebenfalls untersucht, ob ein Unterschied in der Mikrokernrate der
verschiedenen Behandlungsvarianten Radiotherapie und Radiochemotherapie
festzustellen war. Daflr wurden die Ergebnisse fur beide Gruppen zum selben
Zeitpunkt miteinander verglichen und in Abbildung 9 veranschaulicht. Fur
Woche 0 lagen 12 Proben von Patienten mit Radiotherapie und 13 Proben von
Patienten mit Radiochemotherapie vor. Fur Woche 2 lagen 11 Proben von
Patienten mit Radiotherapie und 12 Proben von Patienten mit Radiochemo-
therapie vor. Flir Woche 4 lagen 12 Proben von Patienten mit Radiotherapie
und 11 Proben von Patienten mit Radiochemotherapie vor. Fir Woche 6 lagen
neun Proben von Patienten mit Radiotherapie und zehn Proben von Patienten
mit Radiochemotherapie vor. Fur Woche 9 bis 12 lagen funf Proben von
Patienten mit Radiotherapie und 11 Proben von Patienten mit Radiochemo-

therapie vor.

Patienten mit Radiotherapie hatten im Vergleich zu Patienten mit
Radiochemotherapie eine leicht erhdhte Mikrokernanzahl vor Beginn der
Behandlung und in Woche 2. Der Ausgangswert fuir Radiotherapie lag bei
7,0 %o und fur Radiochemotherapie bei 2,8 %.. In Woche 2 lagen die Werte fur
Radiotherapie bei 39,5 %o und fur Radiochemotherapie bei 30,4 %.. Patienten
mit Radiochemotherapie hatten im Vergleich zu Patienten mit Radiotherapie
eine erhohte Mikrokernanzahl in Woche 4 und Woche 6. Die Werte fur
Radiotherapie lagen bei 46,4 %o und flir Radiochemotherapie bei 63,9 %o in
Woche 4. In Woche 6 lagen die Werte fur Radiotherapie bei 48,9 %o und flr
Radiochemotherapie bei 53,6 %.. Patienten mit Radiotherapie und Patienten mit
Radiochemotherapie hatten die gleiche Mikrokernanzahl in Woche 9 bis 12. Die
Werte lagen bei 1,7 %. Es konnte zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter

Unterschied zwischen den beiden Patientengruppen festgestellt werden.
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Abb. 9:

4 Ergebnisse
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Anzahl MK-haltiger Zellen/1000 Zellen von Patienten zu verschiedenen Zeitpunk-
ten wahrend der Behandlung: Woche 0 (vor Behandlungsbeginn), 2., 4. und 6. Be-
strahlungswoche und 9-12 Wochen nach Behandlungsbeginn; Ergebnisse fir Ra-
diotherapie (RT) und Radiochemotherapie (RCT); dargestellt ist der Mittelwert +
Standardfehler, p < 0,05 im Vergleich RT zu RCT zum selben Zeitpunkt
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4.4 Vergleich der Mikrokernraten vor Behandlungsbeginn und
nach Behandlungsabschluss

Es wurde verglichen, wie sich die Mikrokernrate vor Behandlungsbeginn und
nach Behandlungsabschluss verhalt. In diesem Vergleich wurden sowohl die
Patienten mit Radiotherapie und Radiochemotherapie zusammengefasst und in
Abbildung 10 veranschaulicht. Zu dem Zeitpunkt Woche 0 und fur die Wochen 9

bis 12 lagen sieben Proben von den gleichen Patienten vor.

Patienten hatten vor Beginn der Behandlung eine hohere Mikrokernanzahl als
nach Abschluss der Behandlung. Die Werte lagen vorher bei 4,9 %o, und

nachher bei 1,7 %0. Es konnte keine Signifikanz festgestellt werden.

100
80
60
40

20
0 T e —

vor Behandlungsbeginn nach Behandlungsabschluss
Zeitpunkt

MK-haltige Zellen/1000 Zellen

Abb. 10: Anzahl MK-haltiger Zellen/1000 Zellen von Patienten vor Behandlungsbeginn und
nach Behandlungsabschluss; dargestellt ist der Mittelwert + Standardfehler,
p < 0,05 im Vergleich zueinander

Es wurde ebenfalls verglichen, ob sich die Mikrokernrate bezuglich der
unterschiedlichen Patientengruppen vor Behandlungsbeginn und nach
Behandlungsabschluss unterscheiden. Fur die Auswertung wurden die
Ergebnisse vor Behandlungsbeginn und nach Behandlungsabschluss der
jeweiligen Patientengruppen miteinander verglichen. Die Ergebnisse wurden fur
die Gruppen Radiotherapie, Radiochemotherapie und Negativkontrollen in

Abbildung 11 veranschaulicht. Fir Woche 0 und fur die Wochen 9 bis 12 lagen
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funf Proben fur die Gruppe der Negativkontrollen, drei Proben von den gleichen
Patienten, welche mit einer Radiotherapie behandelt wurden und vier Proben
von den gleichen Patienten, welche mit einer Radiochemotherapie behandelt
wurden, vor.

Die Negativkontrollen hatten zu beiden Zeitpunkten eine annahernd gleich hohe
Mikrokernanzahl. Die Werte lagen vorher bei 1,8 %o und nachher bei 1,6 %o.
Patienten mit alleiniger Radiotherapie scheinen vor Beginn der Behandlung
eine hohere Mikrokernanzahl als nach Abschluss der Behandlung zu haben.
Die Werte lagen vorher bei 7,6 % und nachher bei 1,7 %0. Patienten mit
Radiochemotherapie hatten vor Beginn der Behandlung eine leicht hdhere
Mikrokernanzahl als nach Abschluss der Behandlung. Die Werte lagen vorher
bei 3,0 %0 und nachher bei 1,5 %o. Es konnte vor Behandlungsbeginn und nach
Behandlungsabschluss kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den

verschiedenen Patientengruppen festgestellt werden.
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Abb. 11: Anzahl MK-haltiger Zellen/1000 Zellen von Patienten vor Behandlungsbeginn und
nach Behandlungsabschluss; Ergebnisse flir Negativkontrollen (NK), Radiothera-
pie (RT) und Radiochemotherapie (RCT); dargestellt ist der Mittelwert + Standard-
fehler, p < 0,05 im Vergleich vor Behandlungsbeginn und nach Behandlungsab-
schluss derselben Gruppe
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4.5 Vergleich der Mikrokernraten nach Geschlecht

Es wurde untersucht, ob das Geschlecht der Patienten einen Einfluss auf die
Mikrokernrate hat. Dafur wurde die Mikrokernanzahl von Mannern und Frauen
zum selben Zeitpunkt verglichen und in Abbildung 12 veranschaulicht. Fur
Woche 0 lagen 20 Proben von mannlichen Patienten und finf von weiblichen
Patienten vor. Fir Woche 2 lagen 18 Proben von Mannern und funf von Frauen
vor. Fur Woche 4 lagen 18 Proben von mannlichen Patienten und funf von
weiblichen Patienten vor. Flir Woche 6 lagen 16 Proben von Mannern und drei
von Frauen vor. Fur Woche 9 bis 12 lagen neun Proben von mannlichen

Patienten und sieben von weiblichen Patienten vor.

Die Mikrokernanzahl wies zum Zeitpunkt Woche 0 und Woche 2 ahnliche Werte
auf. Sie betrug fur Manner 5 %o und flr Frauen 4,5 %o in Woche 0 und in
Woche 2 fur Manner 35 %o und fur Frauen 33,5 %.. Die Mikrokernanzahl wies in
Woche 4 einen erhdhten Wert bei den Frauen auf. Sie lag fur Manner bei
55,8 %o und fur Frauen bei 62,7 %.. In Woche 6 und Woche 9 bis 12 wies die
Mikrokernanzahl erneut ahnliche Werte auf. Sie betrug fur Manner 51,4 %o und
fur Frauen 51,3 %o in Woche 6 sowie in Woche 9 bis 12 fur Manner 1,7 %o und
fur Frauen 1,3 %o. Es konnte zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Einfluss des

Geschlechts auf die Mikrokernrate festgestellt werden.
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Abb. 12:

MK-haltige Zellen/1000 Zellen

4 Ergebnisse

100
80 -
60 - I
——
40 - Méanner
Frauen
20 -
0 —‘j I T T T =
0 2 4 6 9-12

Woche

Anzahl MK-haltiger Zellen/1000 Zellen von Patienten zu verschiedenen Zeitpunk-
ten wahrend der Behandlung: Woche 0 (vor Behandlungsbeginn), 2., 4. und 6. Be-
strahlungswoche und 9-12 Wochen nach Behandlungsbeginn; Ergebnisse flr
Manner und Frauen; dargestellt ist der Mittelwert + Standardfehler, p < 0,05 im
Vergleich Manner zu Frauen zum selben Zeitpunkt
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4.6 Vergleich der Mikrokernraten nach Alter

Es wurde untersucht, ob das Alter der Patienten einen Einfluss auf die
Mikrokernrate hat. Dafur wurde die Mikrokernanzahl von Patienten > 60 Jahre
und £ 60 Jahre zum selben Zeitpunkt verglichen und in Abbildung 13
veranschaulicht. Fir Woche 0 lagen 12 Proben von Patienten > 60 Jahre und
13 Proben von Patienten < 60 Jahre vor. Fur Woche 2 lagen 11 Proben von
Patienten > 60 Jahre und 12 Proben von Patienten < 60 Jahre vor. Fir Woche
4 lagen 11 Proben von Patienten > 60 Jahre und 12 Proben von Patienten < 60
Jahre vor. Fur Woche 6 lagen 12 Proben von Patienten > 60 Jahre und sieben
Proben von Patienten < 60 Jahre vor. Fur Woche 9 bis 12 lagen zehn Proben

von Patienten > 60 Jahre und sechs Proben von Patienten < 60 Jahre vor.

Die Mikrokernanzahl wies zum Zeitpunkt Woche 0 ahnliche Werte auf. Die
Werte lagen bei 4,9 %0 fur Patienten > 60 Jahre und bei 4,0 %o, flr
Patienten <60 Jahre. In Woche 2 sowie Woche 4 und 6 wies die
Mikrokernanzahl einen leicht erhdhten Wert bei den jungeren Patienten auf. Die
Werte lagen in Woche 2 bei 34,8 %o fur Patienten > 60 Jahre und bei 36,8 %o fur
Patienten < 60 Jahre. In Woche 4 lagen die Werte bei 54,8 %o fur
Patienten > 60 Jahre und bei 59,0 %o fur Patienten < 60 Jahre. Die Werte lagen
in Woche 6 bei 51,4 %, fur Patienten > 60 Jahre und bei 56,1 %0 fur
Patienten < 60 Jahre. Die Mikrokernanzahl wies zum Zeitpunkt Woche 9 bis 12
wieder ahnliche Werte auf. Die Werte lagen bei 1,4 %o flr Patienten > 60 Jahre
und bei 1,7 %o fir Patienten < 60 Jahre. Es konnte zu keinem Zeitpunkt ein

signifikanter Einfluss des Alters auf die Mikrokernrate nachgewiesen werden.
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Abb. 13: Anzahl MK-haltiger Zellen/1000 Zellen von Patienten zu verschiedenen Zeitpunk-
ten wahrend der Behandlung: Woche 0 (vor Behandlungsbeginn), 2., 4. und 6. Be-
strahlungswoche und 9-12 Wochen nach Behandlungsbeginn; Ergebnisse Patien-
tenalter > 60 Jahre und < 60 Jahre; dargestellt ist der Mittelwert + Standardfehler,
p < 0,05 im Vergleich der Altersgruppen zum selben Zeitpunkt
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4.7 Vergleich der Mikrokernraten nach Grading

Es wurde untersucht, ob das Grading des Tumors einen Einfluss auf die Mikro-
kernrate hat. Dafur wurde die Mikrokernanzahl der verschiedenen Differenzie-
rungsgrade zum selben Zeitpunkt miteinander verglichen und in Abbildung 14
veranschaulicht. Fur Woche 0 lagen vier Proben von Patienten mit G1, 12
Proben mit G2 und acht Proben mit G3 vor. Fur Woche 2 lagen vier Proben von
Patienten mit G1, 11 Proben mit G2 und acht Proben mit G3 vor. Fir Woche 4
lagen vier Proben von Patienten mit G1, 11 Proben mit G2 und sieben Proben
mit G3 vor. Fir Woche 6 lagen drei Proben von Patienten mit G1, zehn Proben
mit G2 und funf Proben mit G3 vor. Fur Woche 9 bis 12 lagen zwei Proben von

Patienten mit G1, neun Proben mit G2 und vier Proben mit G3 vor.

Die Mikrokernanzahl wies zum Zeitpunkt Woche 0 und Woche 2 ahnliche Werte
auf. Die Werte lagen in Woche 0 fur G1 bei 6,5 %o, fur G2 bei 5,4 %o und fur G3
bei 4,0 %o. In Woche 2 lagen die Werte fur G1 bei 36,9 %o, fur G2 bei 35,1 %o
und fur G3 bei 36,8 %o. Die Mikrokernanzahl wies in Woche 4 und Woche 6 bei
G1 und G2 ahnliche Werte auf. Die Werte von G3 waren zu beiden Zeitpunkten
im Vergleich etwas erhodht. Die Werte lagen fur G1 bei 50,1 %o, fur G2 bei
49,3 %o und flr G3 bei 59,0 %0 in Woche 4. In Woche 6 lagen die Werte fur G1
bei 50,1 %o, fur G2 bei 51,1 %o und fur G3 bei 59,0 %.. Die Mikrokernanzahl wies
zum Zeitpunkt Woche 9 bis 12 wieder ahnliche Werte auf. Die Werte lagen flr
G1 bei 1,3 %o, fur G2 bei 1,7 %0 und flir G3 bei 1,3 %o.. Es konnte zu keinem
Zeitpunkt ein signifikanter Einfluss des Gradings auf die Mikrokernrate

festgestellt werden.
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Abb. 14:
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Anzahl MK-haltiger Zellen/1000 Zellen von Patienten zu verschiedenen Zeitpunk-
ten wahrend der Behandlung: Woche 0 (vor Behandlungsbeginn), 2., 4. und 6. Be-
strahlungswoche und 9-12 Wochen nach Behandlungsbeginn; Ergebnisse Gradin-
geinstufungen (G) von G1 bis G3; dargestellt ist der Mittelwert + Standardfehler,

p < 0,05 im Vergleich der Gradings zum selben Zeitpunkt
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4.8 Vergleich der Mikrokernraten nach T-Stadium

Es wurde untersucht, ob die GroRe des Tumors einen Einfluss auf die
Mikrokernrate hat. Dafur wurde die Mikrokernanzahl der verschiedenen
T-Stadien zum selben Zeitpunkt miteinander verglichen und in Abbildung 15
veranschaulicht. Fir Woche 0 lagen acht Proben von Patienten mit T1, sieben
Proben mit T2, vier Proben mit T3 und funf Proben mit T4 vor. Fur Woche 2
lagen acht Proben von Patienten mit T1, sieben Proben mit T2, vier Proben mit
T3 und vier Proben mit T4 vor. Fur Woche 4 lagen acht Proben von Patienten
mit T1, sieben Proben mit T2, drei Proben mit T3 und vier Proben mit T4 vor.
Flr Woche 6 lagen vier Proben von Patienten mit T1, sieben Proben mit T2,
vier Proben mit T3 und vier Proben mit T4 vor. Fir Woche 9 bis 12 lagen vier
Proben von Patienten mit T1, zwei Proben mit T2, zwei Proben mit T3 und acht

Proben mit T4 vor.

Die Mikrokernanzahl wies zum Zeitpunkt Woche 0 und Woche 2 bei T1 bis T3
ahnliche Werte auf. Der Wert von T4 war zu beiden Zeitpunkten im Vergleich
etwas niedriger. Die Werte lagen in Woche 0 flr T1 bei 4,9 %o, flr T2 bei 5,7 %o,
fur T3 bei 4,6 %o und flr T4 bei 2,9 %o0. In Woche 2 lagen die Werte fur T1 bei
34,8 %o, fir T2 bei 34,4 %o, fur T3 bei 33,4 %o und fur T4 bei 26,2 %o.. Die
Mikrokernanzahl wies in Woche 4 bei T1 und T3 ahnliche Werte auf. Der Wert
von T2 war im Vergleich etwas niedriger, wahrend dieser von T4 erhdht war.
Die Werte lagen fur T1 bei 54,8 %., fur T2 bei 48,7 %o, fur T3 bei 53,5 %o und fur
T4 bei 65,9 %0. In Woche 6 wies die Mikrokernanzahl bei T2 bis T4 ahnliche
Werte auf. Der Wert von T1 war im Vergleich etwas niedriger. Die Werte lagen
fur T1 bei 44,4 %o, fur T2 bei 51,3 %o, fur T3 bei 53,5 %o und fur T4 bei 53,6 %o.
Die Mikrokernanzahl wies zum Zeitpunkt Woche 9 bis 12 bei T1 bis T4 ahnliche
Werte auf. Die Werte lagen flr T1 bei 1,6 %o, flr T2 bei 1,8 %o, fir T3 bei 2,5 %o
und flr T4 bei 1,7 %0. Wahrend sich in den Wochen 0, 4, 6 und 9 bis 12 kein
signifikanter Einfluss der TumorgroRe auf die Mikrokernrate zeigte, konnte in

Woche 2 eine Signifikanz zwischen T1 und T4 nachgewiesen werden.
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Anzahl MK-haltiger Zellen/1000 Zellen von Patienten zu verschiedenen Zeitpunk-
ten wahrend der Behandlung: Woche 0 (vor Behandlungsbeginn), 2., 4. und 6. Be-
strahlungswoche und 9-12 Wochen nach Behandlungsbeginn; Ergebnisse Tumor-
gréle (T) nach der TNM Kiassifikation von T1 bis T4; dargestellt ist der Mittelwert +
Standardfehler, * p < 0,05 im Vergleich der T-Stadien zum selben Zeitpunkt
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5 Diskussion

Epidemiologische Krebsregister schatzen, dass im Jahr 2013 knapp 500.000
Menschen in Deutschland an einem malignen Tumor erkrankt sind. Davon
erhalten etwa 17.500 Patienten die Diagnose eines bosartigen Tumors im Kopf-
Hals-Bereich (Robert-Koch-Institut, 2015; Robert-Koch-Institut, 2016). Das Ziel
der vorliegenden Arbeit war, die Mikrokernbildung in Mundschleimhautzellen
von Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren wahrend einer Radio-/Radiochemo-
therapie darzustellen. Dafir wurden Proben von insgesamt 25 Patienten vor
Beginn der Behandlung und in der 2., 4. und 6. Bestrahlungswoche entnommen
sowie bei diesen und neun weiteren Patienten neun bis 12 Wochen nach
Behandlungsbeginn. Neben der Darstellung der Veranderung der Mikrokernrate
wahrend einer sechswodchigen Strahlentherapie und einigen Wochen nach
abgeschlossener Radiatio, wurde auch Uberpruft, ob Patienten mit malignen
Kopf-Hals-Tumoren generell eine erhohte Mikrokernanzahl aufweisen. Weitere
Fragestellungen waren, ob eine zusatzliche Verabreichung einer Chemothera-
pie, das Geschlecht und das Alter der Patienten sowie auch das Grading und

T-Stadium des Tumors einen Einfluss auf die Anzahl der Mikrokerne haben.

Das Patientenkollektiv in dieser Arbeit bestand zu circa 70 % aus mannlichen
und nur zu 30 % aus weiblichen Patienten. Das Durchschnittsalter der 34
Probanden betrug 60 Jahre, das Durchschnittsalter der mannlichen Patienten
lag zu Behandlungsbeginn bei 60 Jahren und bei den weiblichen Patienten bei
59 Jahren. Es scheint keinen Zusammenhang zwischen dem Zeitpunkt des
Erkrankens und dem Geschlecht vorzuliegen. Alle Tumore gingen von einem
Plattenepithel aus und ein Karzinom im Bereich der Mundhdhle war der
haufigste Grund fur den Beginn einer Behandlung in dieser Studie.

Kopf-Hals-Tumore treten bei Mannern mit einer Neuerkrankungsanzahl von
13.000 deutlicher haufiger als bei Frauen mit 4.500 Neuerkrankungen pro Jahr
auf. Sie gehoren damit bei den Mannern in Bezug auf die Erkrankungsrate zu
der sechsthaufigsten Krebserkrankung in Deutschland, wahrend sie bei Frauen
erst an 15. Stelle stehen (Robert-Koch-Institut, 2015; Robert-Koch-Institut,
2016). Es konnte gezeigt werden, dass Frauen durch das Vorhandensein

zusatzlicher Tumorsuppressorgene auf dem zweiten X-Chromosom, welche der

43



5 Diskussion

embryonalen Inaktivierung entgehen kdnnen, seltener an Krebs erkranken als
Manner (Dunford et al., 2017). Des Weiteren weisen Manner einen hoheren
Alkohol- und Nikotinkonsum als Frauen auf (Krebsforschungszentrum, 2015;
GBD Alcohol Collaborators, 2018). Manner erkranken nicht nur haufiger an
Tumoren im Bereich der Mundhohle und des Rachens, sondern auch friher. So
liegt das durchschnittliche Alter der mannlichen Patienten bei 64 Jahren, bei
Frauen hingegen erst bei 66 Jahren. Das Risiko fur Mutationen steigt im
fortgeschrittenen Alter sowohl durch die standige Zellerneuerung im Laufe des
Lebens als auch durch einen langeren Zeitraum der Exposition mit
Kanzerogenen. Ebenfalls weisen Menschen im Alter von 50 bis 64 Jahren den
hdchsten Alkohol- und Nikotinkonsum auf (Krebsforschungszentrum, 2015;
GBD Alcohol Collaborators, 2018). Auch in Bezug auf die Langzeitprognose
unterscheiden sich beide Geschlechter. Die relative Uberlebensrate von funf
Jahren betragt bei Mannern 51 %, wahrend Frauen mit 61 % eine bessere
Langzeitprognose besitzen. Die Lokalisation des Tumors spielt dabei eine
wichtige Rolle fur die Heilungschancen. So besitzen Tumore an Lippen und
Speicheldrisen eine bessere Prognose als zum Beispiel Tumore des
Mundbodens, der Zunge und des Rachens. Das Plattenepithelkarzinom stellt
mit 90 % den groRten Teil der Tumore dar (Robert-Koch-Institut, 2015; Robert-
Koch-Institut, 2016).

Bei der Mehrheit der in dieser Arbeit vorkommenden Patienten lag ein hohes
T-Stadium und ein maRig bis schlecht differenziertes Tumorgewebe vor. So
wiesen 72 % aller Patienten eine groRere Tumorausdehnung als 2 cm auf,
wobei beim groften Anteil mit 11 Patienten ein T4-Stadium diagnostiziert
wurde. Ebenfalls den Grad der Tumordifferenzierung betreffend, zeigten 84 %
aller Patienten ein maRig bis schlecht differenziertes Gewebe, wahrend der
grofte Anteil mit 18 Patienten bei G2 lag.

Es konnte in einer Studie gezeigt werden, dass ein Grofteil der Patienten mit
einem Tumor im Kopf-Hals-Bereich erst beim Auftreten von Beschwerden oder
aufgrund der unspezifischen Symptome zu einem spaten Zeitpunkt vorstellig
wird, sodass dieser erst in einem fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert
wurde. Sie wiesen zu diesem Zeitpunkt meistens schon ein grofles

Tumorvolumen und den Befall von Lymphknoten auf (Guizard et al., 2017).
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Bei der Fragestellung, ob Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren eine hdhere
Mikrokernrate im Vergleich zu gesunden Probenden aufweisen, konnte diese
Arbeit zeigen, dass die Ausgangswerte von Tumorpatienten mit 5,4 %o Uber den
Werten der Negativkontrollen mit 2,0 %o lagen und damit erhéht waren. Maligne
Neoplasien entstehen durch Mutationen gesunder Zellen und der progressiven
Proliferation dieser. Es wird an den Ergebnissen deutlich, dass auch in
Mundschleimhautzellen von Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren eine erhdhte
Anzahl von Mikrokernen zu finden ist und damit dort eine erhohte
chromosomale Instabilitat herrscht. Ob diese aufgrund des malignen Tumors
entstanden ist oder eine genetische Disposition darstellt, ist nicht
nachvollziehbar. Ein weiterer Aspekt ist, dass ein Hauptrisikofaktor flir Kopf-
Hals-Tumore ein chronischer Nikotinabusus ist und bei Rauchern eine erhohte
Mikrokernzahl nachgewiesen werden konnte (Stich et al., 1983; Sarto et al.,
1987; Bloching et al., 2000; Cao et al., 2002; Bonassi et al., 2011). Dies sowie
andere Lifestylefaktoren kdnnen daher ebenfalls zu erhdhten Ausgangswerten
gefuhrt haben. Die anamnestischen Hintergrinde der untersuchten Patienten
wurden in dieser Arbeit nicht naher erfasst.

In vorangegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass sowohl bei
Prakanzerosen als auch bei Tumoren im Vergleich zu gesunden Probanden ein
erhohter Mikrokernwert vorliegt (Desai et al., 1996; Bloching et al., 2000;
Chatterjee et al., 2009; Bonassi et al., 2011). In der Arbeit von Desai et al.
(1996) wurde fur die orale submukdse Fibrose, orale Leukoplakie sowie den
oralen Lichen Planus eine erhdhte Anzahl von Mikrokernen nachgewiesen.
Bloching et al. (2000) konnten in ihrer Arbeit nachweisen, dass Patienten mit
Prakanzerosen ahnliche Mikrokernraten wie Patienten mit Karzinomen
aufweisen. Dies wurde auch in der Studie von Bonassi et al. (2011) fur
Patienten mit einer Leukoplakie und einem oropharyngealen Tumor festgestellit.
Die Untersuchungen von Chatterjee et al. (2009) hingegen ergaben, dass zwar
Prakanzerosen eine hohere Anzahl an Mikrokernen aufweisen im Vergleich zu
gesunden Probanden, die Werte aber fur Patienten mit Mundhdhlenkarzinomen

nochmals hoher lagen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es wahrend einer sechs-

wochigen Radio-/Radiochemotherapie zu einer vermehrten Mikrokernbildung in
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Mundschleimhautzellen kommt, wobei die grofdte DNA-Schadigung innerhalb
der ersten vier Wochen der Bestrahlung stattfand. So stieg die Anzahl in der
Gruppe der 17 Patienten, in welcher sowohl diejenigen mit Bestrahlungsthera-
pie als auch jene mit zusatzlicher Chemotherapie zusammengefasst wurden,
signifikant von 5,4 %0 vor der Behandlung auf 35,1 %o in der zweiten Woche.
Danach folgte ein weiterer signifikanter Anstieg der Werte auf 49,3 %o, in Woche
4 bis zu einem Maximum von 51,1 %o in der sechsten Woche. Es konnte zu
jedem Zeitpunkt eine statische Signifikanz zum Ausgangswert festgestellt
werden. Betrachtet man nur die neun Patienten, welche mit einer alleinigen
Radiatio therapiert wurden, wird deutlich, dass die Anzahl der mikrokernhaltigen
Zellen innerhalb der ersten zwei Wochen den groften Anstieg aufwies und sich
danach nur noch geringfugig veranderte. So stiegen die Werte von anfangs
5,4 %o signifikant auf 36,7 %o in der zweiten Woche, in der vierten Woche auf
42,4 %o und schlieBlich in der letzten Bestrahlungswoche auf 48,9 %o. Bei allen
Werten lag eine statistische Signifikanz zum Ausgangswert vor. Die mikrokern-
haltigen Zellen der Negativkontrollen blieben hingegen konstant niedrig ohne
signifikante Veranderungen. Die Werte lagen zwischen 1,1 und 2,2 %.. Es kann
laut der Studie von Bonassi et al. (2011) ein Bereich von 0,3 bis 1,7 %0 als
normale Anzahl von spontan gebildeten Mikrokeren angenommen werden.

Es kann festgehalten werden, dass ionisierende Strahlung zu einer
chromosomalen Instabilitdt in Mundschleimhautzellen fuhrt. Die Bildung von
Mikrokernen ist abhangig von der Teilungsrate der Zellen, der genomischen
Stabilitat und ihrer Neigung zum Zelltod. Da Mikrokerne, wie bereits erwahnt,
wahrend der Mitose gebildet werden und der Weg einer mitotisch aktiven
Basalzelle sieben bis 21 Tage bis zum Stratum superficiale bendtigt, sind auch
die Mikrokerne frihestens nach diesem Zeitintervall in der obersten Epithel-
schicht nachweisbar. Dies wird durch den Anstieg der Werte vom Beginn der
Behandlung bis zur zweiten Bestrahlungswoche deutlich. Da die Zellteilung ein
asynchroner Vorgang ist, das heil3t nicht alle Zellen befinden sich in derselben
Phase des Zellzyklus, kommt es zu einem weiteren Anstieg der Mikrokernrate
in der vierten Woche der Therapie. Der deutlich geringere Anstieg der
Mikrokernrate zwischen der vierten und sechsten Woche der Behandlung lasst
vermuten, dass sich ein Gleichgewicht zwischen der Bildung der Mikrokerne

und der Abschilferung der obersten Epithelschicht einstellt.
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Die Thematik Mikrokernbildung im Zusammenhang mit Radiatio wurde bereits
in mehreren Studien aufgegriffen. In einer der ersten Studien, welche sich mit
der Wirkung von ionisierender Strahlung auf die Mundschleimhautzellen
beschaftigte, konnte gezeigt werden, dass es bei der Beobachtung eines
Patienten wahrend einer dreieinhalbwdchigen Bestrahlung zu einem Anstieg
der Mikrokernrate kommt (Stich et al., 1983). Diese Beobachtung konnte in
weiteren Studien bestatig werden (Tolbert et al., 1992; Minicucci et al., 2005).
Sarto et al. (1987) konnten in ihrer Arbeit zeigen, dass die Mikrokernrate linear
mit der kumulativen Dosis ansteigt und die Bildung von Mikrokernen bei einer
therapeutischen Dosis von 2 Gy durch Chromosomenbriche entsteht. Es zeigte
sich ebenfalls, dass es ab einer kumulativen Dosis von 22 Gy zu keinem
weiteren Anstieg der Mikrokernrate kam. Auch Cao et al. (2002) konnten einen
Anstieg der Mikrokernrate feststellen, jedoch zeigte sich ab einer Dosis von 28
Gy nur noch zu ein geringer Anstieg und die Mikrokernrate erreichte dann ihr
Maximum bei 48 Gy, welche gegen Ende der Behandlung bei 68 Gy wieder
leicht abgefallen ist. Auch die Ergebnisse von Moore et al. (1996) zeigten, dass
die Anzahl der Mikrokerne innerhalb der ersten drei Wochen anstieg und in der
letzten Bestrahlungswoche wieder etwas absank. In einer Studie von Bindu et
al. (2003) wurde mit 68 Patienten zum ersten Mal ein groReres Patienten-
kollektiv untersucht. Dabei konnte beobachtet werden, dass die Anzahl der
mikrokernhaltigen Zellen ab einer kumulativen Dosis von 28 Gy nur noch
geringfugig anstieg. Ferner konnte ein Zusammenhang zwischen einer
erhdhten Mikrokernrate wahrend der Behandlung und einer gesteigerten
Rezidivrate hergestellt werden. Tumore, welche radiosensitiv waren, hatten
eine erhohte Mikrokernrate im Vergleich zu radioresistenten Tumoren. In einer
Arbeit aus Indien konnte flr Patienten mit einer Radiatio ein Anstieg der Mikro-
kernrate festgestellt werden, welche nur gering gestiegen ist und ab einer
kumulativen Dosis von 50 bis 60 Gy wieder gesunken ist. Es konnte keine
statistische Signifikanz zwischen der Anzahl der Mikrokerne und der

applizierten Dosis festgestellt werden (Tak et al., 2014).
Bei acht Patienten, welche im Rahmen dieser Arbeit eine Radiochemotherapie

erhalten haben, konnte ein signifikanter Anstieg der Mikrokernwerte in den

ersten zwei Wochen festgestellt werden. So lag der Anfangswert bei 3,3 %o,
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stieg dann in der zweiten Woche auf 29,7 %o, und blieb wahrend der vierten und
sechsten Woche konstant bei 53,6 %.. Zu jedem Zeitpunkt unterschieden sich
die Mikrokernraten signifikant vom Ausgangswert. Jedoch konnte zu keinem
Entnahmezeitpunkt ein signifikanter Unterschied zwischen den unterschied-
lichen Patientengruppen mit alleiniger Radiotherapie und Radiochemotherapie
festgestellt werden. Vor Beginn der Behandlung (RT 7,0 %o; RCT 2,8 %o) und in
der zweiten Woche (RT 39,5 %o; RCT 30,4 %) waren die Werte der Patienten
mit alleiniger Radiatio leicht erhdht im Vergleich zu denen der Patienten mit
Radiochemotherapie. In der vierten (RT 46,4 %0; RCT 63,9 %0) und sechsten
Woche (RT 48,9 %o; RCT 53,6 %0) war dies jedoch umgekehrt. Drei bis sechs
Wochen nach abgeschlossener Behandlung lagen beide Gruppen bei 1,7 %o.
Die Ursache fur den erst spaten Anstieg der Mikrokernwerte in der vierten
Woche der Radiochemotherapie im Vergleich zur Radiotherapie konnte
eventuell daran liegen, dass Chemotherapeutika intravends verabreicht werden
und aufgrund ihrer systemischen Wirkung eine langere Zeit bendtigen, um in
die Basalschicht der Mundschleimhautzellen zu gelangen und die vermehrte
Mikrokernbildung daher erst zeitlich verzdogert erkennbar wurde. Dass es
wahrend der Behandlung nur zu einem geringen Unterschied zwischen beiden
Therapiearten kam, lasst sich eventuell mit der Wirkung der unterschiedlichen
Zytostatika und Antikorper erklaren. Da Cetuximab die Proliferation der
Tumorzellen hemmt und Cisplatin zytotoxisch wirkt, kdnnen vermutlich nur Uber
die durch 5-FU induzierte Reduzierung der DNA-Stabilitat Mikrokerne gebildet
werden. Eine weitere Erklarung konnte der zeitliche Zusammenhang zwischen
der Probenentnahme und der Verabreichung der Infusion sein, da die
Chemotherapeutika im Vergleich zur Strahlentherapie nicht finfmal wochentlich

fur sechs Wochen, sondern nur zu bestimmten Zeitpunkten verabreicht werden.

In Bezug auf die Wirkung von Chemotherapeutika auf das Genom konnte in
Studien fur die Radiomodulatoren Cisplatin (Sharma und Wilson, 1999;
Driessens et al.,, 2003; Danesi et al., 2012; Rjiba-Touati et al., 2012) und
5-Floururacil (Peters et al., 2000; Danesi et al., 2012) eine schadigende
Wirkung an der DNA nachgewiesen werden. Deutlich weniger Arbeiten
befassten sich jedoch mit dem Einfluss von Chemotherapeutika auf die Bildung

von Mikrokernen in Mundschleimhautzellen. So untersuchten Minicucci et al.
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(2008) die Wirkung von verschiedenen Zytostatika bei 20 Kindern mit malignen
Tumoren anhand des Mikrokerntests in Lymphozyten und Mundschleimhaut-
zellen. Es wurden dabei Proben vor und wahrend der Behandlung entnommen.
Wahrend es in den Lymphozyten zu einer Steigerung der Mikrokernanzahl kam,
war keine signifikante Veranderung in den Mundschleimhautzellen zu erkennen.
In einer weiteren Studie wurden verschiedene Zytostatikaregimes, unter
anderem auch Cisplatin in Kombination mit 5-FU, untersucht (Torres-Bugarin et
al., 2004). Es wurden dabei vor Beginn und nach Abschluss der
Chemotherapiezyklen Proben von vier Patienten entnommen. Es konnte kein
signifikanter Unterschied der Mikrokernraten in Bezug auf die Verabreichung

von Cisplatin und 5-FU festgestellt werden.

Vergleicht man die Mikrokernrate vor Beginn der Therapie und nach
abgeschlossener Behandlung, konnte ebenfalls kein signifikanter Unterschied
festgestellt werden. Jedoch scheint es, dass die Werte der Patienten drei bis
sechs Wochen nach Therapiebeendigung immer unter denen der Anfangswerte
lagen. So lagen die Ergebnisse fur Patienten mit Radio-/Radiochemotherapie
anfanglich bei 4,9 % und nach Abschluss der Therapie bei 1,7 %.. Bei den
Patienten mit alleiniger Bestrahlungstherapie lagen die Werte vor Beginn der
Behandlung bei 7 %0 und nachher bei 1,7 %o, bei Patienten mit Radiochemo-
therapie vorher bei 2,8 %0 und in der Nachsorgephase bei 1,7 %0. Es zeigt sich,
dass durch eine adjuvante Radio-/Radiochemotherapie nicht nur eine maximale
Remission und eine lokoregionare Kontrolle des Tumors, sondern auch eine
Verminderung der chromosomalen Instabilitat in Bezug auf die Mikrokerne zu
erreichen ist. So lagen die Werte nach abgeschlossener Behandlung mit 1,7 %o
wieder in dem von Bonassi et al. (2011) beschriebenen Bereich der spontan
gebildeten Mikrokerne. Vergleicht man nun die voran genannten Ergebnisse der
letzten Bestrahlungswoche mit den Werten drei bis sechs Wochen nach
Behandlungsabschluss ist ein deutlicher Rickgang der Mikrokernanzahl
erkennbar. Dies lasst vermuten, dass es mit fehlender Exposition durch
ionisierende Strahlung zu keiner weiteren induzierten Bildung von Mikrokernen
kommt, sondern nur zu spontan gebildeten Mikrokernen. Eine sechswdchige
Strahlentherapie mit einer durchschnittlichen Gesamtdosis von 64,8 Gy fuhrt

daher zu keiner dauerhaften Genomschadigung in den Zellen der Mundschleim-
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haut. Aufgrund der Regenerationszeit der Mundschleimhautzellen von sieben
bis 21 Tagen, sind drei bis sechs Wochen nach Behandlungsabschluss und
fehlender Strahlenexposition keine erhdhten Mikrokernwerte mehr nachweisbar.
Wie sich die Mikrokernrate nach abgeschlossener Bestrahlung verhalt, unter-
suchten Stich et al. (1983) an sieben Patienten, welche mit einer Gesamtdosis
von 50 bis 60 Gy bestrahlt wurden. Nach funf bis sieben Tagen konnte man
einen Ruckgang der Mikrokerne erkennen. Auch Sarto et al. (1987) kamen zu
dem Ergebnis, dass nach sieben bis 12 Tagen nach abgeschlossener Therapie
die Ausgangswerte der Mikrokernanzahl erreicht wurden. In der Arbeit von
Moore et al. (1996) wurde der Ausgangswert drei Wochen nach abgeschlosse-
ner Therapie erreicht. Minicucci et al. (2005) konnten zwar ebenfalls zeigen,
dass der Wert nach Abschluss der Behandlung wieder abgesunken ist, jedoch

war dieser immer noch erhoéht im Vergleich zum Ausgangswert.

In Bezug auf die Mikrokernraten bei Frauen und Mannern konnte kein
signifikanter Unterschied abgeleitet werden. Die Ergebnisse fur Frauen und fur
Manner wiesen bei allen Zeitpunkten annahrend die gleichen Werte auf. Nur in
der vierten Woche waren die Werte der Manner im Vergleich zu den Frauen
leicht erhoht. Jedoch sind die Ergebnisse aufgrund der ungleichen Beteiligung
von Mannern mit 70 % und Frauen mit 30 % nur bedingt aussagekraftig.

Die Ergebnisse dieser Arbeit decken sich mit der Studie von Bonassi et al.
(2011), welche ebenfalls keinen Unterschied in der Mikrokernrate fur die
Geschlechter feststellen konnte. Auch wenn in vielen Studien das Geschlecht
der Probanden angegeben wurde, wurde der Zusammenhang zwischen

Mikrokernrate und Geschlecht oft nicht bertcksichtigt.

Zu keinem Zeitpunkt wurden statistische Unterschiede der Mikrokernrate in
Bezug auf den Malignitatsgrad des Tumors festgestellt. Die Anzahl der Mikro-
kerne in Bezug auf die verschiedenen Grading-Einteilungen war vor Beginn der
Therapie, in der zweiten Woche und nach abgeschlossener Behandlung
ahnlich. In der vierten und sechsten Woche waren die Werte von G3 hoher als
von G1 und G2. Die gewebliche Differenzierung des Primartumors hatte somit
keinen Einfluss auf den Verlauf der Mikrokernrate wahrend einer

Strahlentherapie.
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Bezuglich der Tumorgréfde konnte mit einer Ausnahme ebenfalls kein signifi-
kanter Unterschied nachgewiesen werden. In der zweiten Woche wurde ein
signifikanter Unterschied beim Vergleich vom T1- und T4-Stadium festgestellt.
Eine mdgliche Erklarung fur diesen Unterschied kdnnte die Zusammensetzung
der Proben zu diesem Zeitpunkt sein. So erhielten sechs Patienten mit einem
T1-Tumor eine alleinige Strahlentherapie und nur zwei Patienten eine
Radiochemotherapie. Die Gruppe der T4-Tumore erhielt in der zweiten Woche
ausschlieBlich eine Radiochemotherapie. In dem vorangegangenen Vergleich
der Patienten mit Radio- und Radiochemotherapie in Woche 2 konnte man
erkennen, dass Patienten mit einer Radiotherapie eine hohere Mikrokernrate
aufweisen als Patienten mit einer Radiochemotherapie, was im Zusammenhang
mit der Verteilung der Patientengruppen in Woche 2 den signifikanten Unter-
schied beider Gruppen erklaren kdonnte. Bei den T2- und T3-Stadien lagen
hingegen in der zweiten Woche nicht so ausgepragte Unterschiede in der
Zusammensetzung der Proben von Radio- zu Radiochemotherapie vor.
Untersuchungen von Minicucci et al. (2005) konnten beim T3-Stadium eine

signifikant erhdhte Mikrokernrate vor Beginn der Strahlentherapie feststellen.

Das Alter der Patienten hatte in dieser Studie ebenfalls keinen Einfluss auf die
Mikrokernrate. Die nach dem Alter eingeteilten Patientengruppen hatten vor
Beginn und nach Abschluss der Therapie jeweils ahnliche Werte. Patienten,
welche 60 Jahre oder jlunger waren, hatten wahrend der sechswochigen
Behandlung leicht erhéhte Werte im Vergleich zu den Alteren.

Dazu sind in der Literatur unterschiedliche Ergebnisse zu finden. Wahrend
Sarto et al. (1987) keinen Einfluss des Lebensalters auf die Mikrokernrate
nachweisen konnten, zeigte die Studie von Minicucci et al. (2005) eine
signifikante Erhohung der Mikrokernrate bei Patienten unter 60 Jahren.
Dagegen beobachteten Bonassi et al. (2011) einen Anstieg der Mikrokernrate
mit steigendem Alter. Das Durchschnittsalter der Patienten von 60 Jahren in
dieser Arbeit zeigt, dass vorwiegend altere Patienten an der Studie teil-
genommen haben und die Ergebnisse zur Altersabhangigkeit der Mikrokernra-

ten daher nur bedingt aussagekraftig sind.
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Eine Korrelation zwischen dem Anstieg der Mikrokernrate und einer
Strahlentherapie konnte sowohl in allen bisherigen Studien als auch in dieser
Arbeit gezeigt werden. Es stellt sich jedoch die Frage, warum die Ergebnisse in
manchen Punkten voneinander abweichen. Den unterschiedlichen Mikrokern-
raten kdnnen verschiedene Ursachen zugrunde liegen. So spielt unter anderem
die Wahl der Farbung eine wichtige Rolle im Studienaufbau. In Arbeiten konnte
gezeigt werden, dass die Verwendung von DNA-spezifischen Farbungen wie
zum Beispiel der Feulgen-Farbung die prazisesten Ergebnisse in der
Differenzierung von Mikrokernen und nuklearen Anomalien erzielt, wahrend
eine DNA-unspezifische Farbung wie zum Beispiel die Giemsa-Farbung die
Mikrokernanzahl erhoht, da sie auch andere zellulare Strukturen wie zum
Beispiel Keratohyalin oder Bakterien anfarbt (Nersesyan et al., 2006; Holland et
al., 2008; Bonassi et al., 2011). Vergleicht man weiter die Feulgen-Fast-Green-
Farbung mit einer fluoreszenzbasierten Methode, wurden keine Abweichungen
der Mikrokernraten beobachtet, jedoch ist die Auswertung mit dem
Mikrokerntest durch die scharfere Abgrenzung und bessere Darstellung von
Mikrokernen und Nebenphanomen wie zum Beispiel Karyorrhexis erleichtert
(Titenko-Holland et al., 1994). Die in dieser Arbeit verwendete Kombination von
Chromomycin Az, welches ein fur Guanin-Cytosin spezifisches Fluorochrom ist
und den Zellkern anfarbt sowie Anti-a-Tubulin-Antikdrper, welche das
Zytoplasma anfarben, wurde in keiner der erwahnten Studien verwendet. Der
Vorteil dieser Farbungsart ist, dass sie leicht durchfihrbar und farbstabil ist.
Durch die DNA-spezifische Farbung hebt sich der Zellkern deutlich vom
Zytoplasma ab und eine klare Abgrenzung zu Artefakten ist dadurch madglich.
Bonassi et al. (2011) konnten daruber hinaus einen Zusammenhang zwischen
der Art der Probenentnahme und der Mikrokernrate ableiten. So lagen die
Werte von Praparaten, welche mit einem Metallspatel entnommen wurden, mit
5,47 %o deutlich hdher als bei den Proben, welche mithilfe eines Zungenspatels
oder einer Zahnburste gewonnen wurden. Die Anzahl der Mikrokerne war mit
20 bis 2,63% etwa um die Halfte reduziert. Die Entnahme von
Mundschleimhautzellen mithilfe einer Cytobrush hatte die deutlich niedrigsten
Werte mit 0,63 %o.

Auch gilt es, gewisse anamnestische Hintergrinde zu berlcksichtigen. Die

Genese von Kopf-Hals-Tumoren hat einen multifaktoriellen Ursprung und wird
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meist durch exogene Faktoren verursacht. Der Hauptrisikofaktor flr Kopf-Hals-
Tumore ist ein chronischer Nikotin- und Alkoholabusus, der jeweils die
Wahrscheinlichkeit an einem Karzinom zu erkranken um das Sechsfache
steigert. Studien konnten ebenfalls zeigen, dass bei der Kombination beider
Faktoren ein bis zu 30-fach erhdhtes Risiko vorliegt (Talamini et al., 2002). Fur
Tumore im Kopf-Hals-Bereich kdnnen des Weiteren ein Ubermaliger Verzehr
von Fleisch (Oreggia et al., 2001) und gebratenem Essen (Bosetti et al., 2002),
HPV (Dahlstrom et al., 2003; Herrero et al., 2003), mechanische Traumata
durch zum Beispiel eine Prothesendruckstelle, allergisch-chemisch-toxische
Irritationen und eine genetische Disposition (Serefoglou et al., 2008) als
Ursachen angesehen werden. Es wurde ebenfalls nachgewiesen, dass zum
Beispiel die Anzahl der Mikrokerne bei Rauchern erhoht ist (Stich et al., 1983;
Sarto et al., 1987; Bloching et al., 2000; Cao et al., 2002; Bonassi et al., 2011).
In ihrer Studie konnten Bloching et al. (2000) sogar eine signifikante Korrelation
zwischen der Dauer und Menge des Zigarettenkonsums und der Mikrokernrate
feststellen. Der Abusus von Alkohol scheint hingegen auf die Mikrokernrate
keinen Einfluss zu haben (Sarto et al., 1987; Bloching et al., 2000). Auch die
Erndhrung spielt eine Rolle. Durch die Einnahme von Vitamin A und B,
B-Carotin (Thomas et al., 2011) oder auch durch vermehrten Verzehr von
Friachten (Bonassi et al., 2011) kann die Anzahl der Mikrokerne reduziert
werden. Das berufliche Umfeld kann ebenfalls die Bildung von Mikrokernen
beeinflussen. So konnte zum Beispiel ein Einfluss von Pestiziden (Gomez-
Arroyo et al., 2000; Sailaja et al., 2006) festgestellt werden. Ebenfalls war eine
erhohte Mikrokernrate bei Arbeitern, welche im Bereich der Verchromung tatig
sind (Sudha et al., 2011), sowie beim Umgang mit Arsen, wie es in der
Glasindustrie verwendet wird (Gamino-Gutierrez et al., 2013), oder mit
Ldsungsmitteln im Malerbereich (Pinto et al., 2000) zu beobachten.

Es ist auch zu Uberlegen, ob die Lokalisation des Tumors und der damit
zusammenhangende Bestrahlungsbereich einen Einfluss auf die Ergebnisse
haben konnte. So liegt das Bestrahlungsfeld eines Mundbodenkarzinoms
wesentlich naher an der Wangenschleimhaut, dem Ort der Probenentnahme,
als zum Beispiel ein Larynxkarzinom.

Der Mikrokerntest ist eine etablierte Untersuchungsmethode zur Darstellung der

Einflisse von mutagenen und karzinogenen Substanzen auf den menschlichen

53



5 Diskussion

Organismus. Jedoch gab es lange keine standardisierten Vorgaben zur
Beurteilung der Zellen. Viele Studien orientieren sich an den von Tolbert et al.
(1992) vorgegebenen Kriterien. Erst im Rahmen des HUMN wurden einheitliche
Beurteilungskriterien fur den Mikrokerntest an Mundschleimhautzellen festge-
legt (Thomas et al., 2009). Eine subjektive Beurteilung des Mikrokerntests
durch den Auswertenden ist jedoch selbst dann nicht vollig auszuschlief3en. Die
Gelbtheit des Auswertenden in der Differenzierung der nuklearen Anomalien

und der Mikrokerne ist ebenfalls ein wichtiger Punkt.

AbschlielRend kann festgehalten werden, dass in der vorliegenden Arbeit im
Vergleich zu vorangegangenen Studien ein groReres Probandenkollektiv mit 34
Patienten beobachtet wurde, um die Mikrokernbildung in Mundschleimhaut-
zellen wahrend einer Radio-/Radiochemotherapie zu untersuchen. Um die
Entwicklung der Mikrokernrate genauer darzustellen, wurden den Patienten
wahrend einer sechswochigen Bestrahlung und drei bis sechs Wochen nach
abgeschlossener Therapie Proben enthommen. Die Ergebnisse zeigten, dass
Patienten, welche an einem Tumor im Kopf-Hals-Bereich erkrankt sind, im
Vergleich zu gesunden Probanden eine erhdhte Mikrokernrate aufwiesen.
Wahrend der Radiatio konnte ein Anstieg der Mikrokernrate festgestellt werden,
wobei die Bildung von Mikrokernen in den ersten vier Wochen am hdochsten
war. Drei bis sechs Wochen nach abgeschlossener Behandlung sanken die
Werte der Patienten wieder und erreichten Werte im Bereich spontan
entstehender Mikrokerne. Die TumorgrolRe betreffend, konnte in der zweiten
Woche der Bestrahlung ein signifikanter Unterschied zwischen dem T1- und
dem T4-Stadium beobachtet werden. Eine zusatzliche Verabreichung einer
Chemotherapie, das Alter, das Geschlecht und der Grad der Tumor-
differenzierung hatten keinen Einfluss auf die vermehrte Bildung von

Mikrokernen wahrend einer Radiatio.
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Nach Schatzungen sind unter den im Jahr 2013 aufgetretenen Krebs-
erkrankungen in Deutschland circa 17.500 Menschen von einem Tumor im
Kopf-Hals-Bereich betroffen (Robert-Koch-Institut, 2016). Oft ist die alleinige
operative Resektion des Tumors aufgrund der hohen Rezidivanfalligkeit nicht
ausreichend und Patienten mit fortgeschrittenen Tumoren mussen sich daher
einer adjuvanten postoperativen Radio-/Radiochemotherapie unterziehen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Mikrokernbildung wahrend einer
Radio-/Radiochemotherapie von Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren darzustellen.
Das Patientenkollektiv, welches Tumore im Kopf-Hals-Bereich aufwies, wurde
postoperativ mit einer Radio-/Radiochemotherapie therapiert. Als Nachweis-
methode wurde der Mikrokerntest an Mundschleimhautzellen angewendet. Es
wurden vor Beginn der Behandlung, in der zweiten, vierten und sechsten
Woche der Bestrahlung und nach drei bis sechs Wochen nach Behandlungs-
abschluss Abstriche der Mundschleimhaut enthommen. Die Patienten erhielten
Einzeldosen von 1,7 bis 2,2 Gy bei durchschnittlich 30,6 Fraktionen Uber einen
Zeitraum von sechs Wochen im Zuge einer normofraktionierten intensitats-
modulierten Strahlentherapie. Als Zytostatika wurden Cisplatin und 5-Floururacil
sowie der Antikorper Cetuximab verwendet. Insgesamt lagen Ergebnisse von
35 Patienten vor. Ein Patient wurde aufgrund einer bereits zu Beginn der
Behandlung vorliegenden hohen Mikrokernrate aus der Studie ausgeschlossen.
Von den insgesamt 34 Patienten erhielten 14 Patienten eine alleinige
Bestrahlungstherapie und 20 Patienten noch eine zusatzliche Chemotherapie.
Das Durchschnittalter des Patientenkollektivs betrug 60 Jahre und es waren mit
70 % deutlich mehr Manner als Frauen in der Studie integriert. Zehn Probanden
dienten als Negativkontrollen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass im Vergleich zu gesunden
Probanden Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren bereits erhdhte Ausgangswerte in
der Mikrokernrate aufwiesen. Dies kann ein Zeichen flir eine chromosomale
Instabilitdt sein, welche mit der Tumorbildung assoziiert oder durch eine
genetische Disposition bedingt seien kann, als auch durch Risikofaktoren,
welche zur Ausbildung von malignen Kopf-Hals-Tumoren fuhren, wie zum

Beispiel ein erhdhter Nikotinkonsum. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass es
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zu einer vermehrten Bildung von Mikrokernen wahrend einer sechswodchigen
Radio-/Radiochemotherapie kam. Da Mikrokerne wahrend der Mitose in den
Basalzellen der Mundschleimhaut gebildet werden, deren Weg bis zur obersten
Epithelschicht sieben bis 21 Tage bendtig und sich nicht alle Zellen in derselben
Zellzyklusphase befinden, war der grofdte Anstieg der Mikrokernrate innerhalb
der ersten vier Wochen der Behandlung zu beobachten. Der deutlich geringere
Anstieg der Mikrokernrate zwischen der vierten und sechsten Woche wurde als
Anzeichen fur ein Gleichgewicht zwischen der Bildung von Mikrokernen und der
Abschilferung der obersten Epithelschicht gewertet. Nach Therapiebeendigung
sanken die Werte nach drei bis sechs Wochen und lagen unter dem
Ausgangswert in dem Bereich von spontan entstehenden Mikrokernen. Dies
lasst darauf schlielRen, dass es durch ionisierende Strahlung zu keiner
dauerhaften Schadigung des Genoms kommt, da es mit fehlender Exposition zu
keiner weiteren induzierten Bildung von Mikrokernen kommt. In Bezug auf die
TumorgrofRe konnte nur in der zweiten Woche ein signifikanter Unterschied in
der Mikrokernrate zwischen T1- und T4-Stadium beobachtet werden, was sich
durch die ungleichen Fallzahlen flr Radiotherapie und Radiochemotherapie zu
diesem Zeitpunkt erklaren lasst. Es konnte keine Korrelation zwischen einer
zusatzlichen Chemotherapie und einem Anstieg der Mikrokernrate festgestellt
werden, was durch die systemische Wirkung, die Angriffspunkte der
unterschiedlichen Chemotherapeutika und den zeitlichen Zusammenhang
zwischen Probenentnahme und Applikation der Chemotherapie erklart werden
kann. Alter und Geschlecht der Patienten hatten keinen Einfluss auf die Bildung
von Mikrokernen. Jedoch sind die Ergebnisse zu Alter und Geschlecht nur
bedingt aussagekraftig, da der Grolteil der Patienten ein hoheres Alter aufwies
und deutlich mehr Proben von Mannern vorlagen. Der Grad der Tumor-
differenzierung hatte ebenfalls keine Auswirkung auf die Mikrokernraten.

Abschlieend kann festgehalten werden, dass in dieser Arbeit durch die Unter-
suchung eines Kollektivs von insgesamt 34 Patienten, welches wahrend einer
sechswochigen Strahlentherapie und drei bis sechs Wochen nach
Behandlungsabschluss beobachtet wurde, gezeigt werden konnte, dass es zu
einem Anstieg von Mikrokernen in Mundschleimhautzellen kommt und diese
nach Abschluss der Behandlung wieder auf die Werte sinken, die spontan

entstehenden Mikrokernen bei gesunden Patienten entsprechen.
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8 Anhang

8.1 Chemotherapieansatze

Tab. 1: Chemotherapieregime Cisplatin wéchentlich
Tag Substanz Dosis Menge Applikation
1./8./15. NaCl 0,9 % 1000 ml Gber 90 min
122. Glucose 5 % 1000 ml Uber 90 min
Antiemese 100 mi Uber 15 min
Mannitol 20 % 250 ml uber 30 min
Cisplatin 40 mg/m? Uber 30 min
NaCl 0,9 % 1000 ml Gber 90 min
Glucose 5 % 1000 ml Uber 90 min
Tab. 2: Chemotherapieregime Cisplatin mono
Tag Substanz Dosis Menge Applikation
1-5./ NaCl 0,9 % 1000 ml Gber 60 min
21.-25. Mannitol 20 % 250 ml uber 15 min
Antiemese 100 mi Uber 15 min
Cisplatin 20 mg/m? in 250 ml NaCl 0,9 % Uber
30 min
Glucose 5 % 1000 ml Uber 60 min
Tab. 3: Chemotherapieregime Cisplatin/5-FU
Tag Substanz Dosis Menge Applikation
0 NaCl 0,9 % 500 mi Gber 90 min
Glucose 5 % 500 ml Uber 90 min
1./29. Glucose 5 % 1000 ml Uber 90 min
NaCl 0,9 % 1000 ml Gber 90 min
Mannitol 20 % 250 ml uber 30 min
Ondansetron 8 mg in 100 ml NaCl 0,9 %
Cisplatin 60 mg/m? in 250 ml NaCl 0,9 % uber
60 min
Glucose 5 % 1000 ml Uber 90 min
5-FU 1000 mg/m? in 1000 ml NaCl 0,9 % Uber
24 h
2-4./ NaCl 0,9 % 500 mi
30.-32. 5-FU 1000 mg/m? in 1000 ml NaCl 0,9 % Uber
24 h
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Tab. 4:

Chemotherapieregime Cisplatin/Cetuximab

Tag Substanz Dosis Menge Applikation
1./21. NaCl 0,9 % 1000 ml Uber 60 min
Antiemese 200 ml uber 30 min
Cetuximab 400 (250) in 500 (250) ml NaCl 0,9 %
mg/m? Uber 120 (60) min
Mannitol 20 % 250 ml uber 15 min
Cisplatin 20 mg/m? in 250 ml NaCl 0,9 % uber
30 min
Glucose 5 % 1000 ml uber 60 min
2-5./ NaCl 0,9 % 1000 ml Uber 60 min
22 -25. Mannitol 20 % 250 ml uber 15 min
Antiemese 100 ml uber 15 min
Cisplatin 20 mg/m? in 250 ml NaCl 0,9 % uber
30 min
Glucose 5 % 1000 ml Uber 60 min
Tab. 5: Chemotherapieregime Cetuximab/Cisplatin/5-FU
Tag Substanz Dosis Menge Applikation
1./21. NaCl 0,9 % 2000 ml/m? 6 h vor Cisplatin
Antiemese 200 ml uber 30 min
Cetuximab 400 (250) Uber 120 (60) min
mg/m?
Cisplatin 75 mg/m? in 250 ml NaCl 0,9 % Uber
60 min
NaCl 0,9 % 2000 ml/m? Uber 12 h
5-FU 750 mg/m? in 250 ml NaCl 0,9 % Uber 24 h
2.5/ 5-FU 750 mg/m? in 250 ml NaCl 0,9 % Uber 24 h
22.-25.
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8.2 Auswertungsergebnisse

Tab. 6: Angaben zu Geschlecht und Alter der Patienten sowie Lokalisation, Grading und
Staging des Tumors und zur Therapie bezuglich verabreichter Einzeldosen,
Fraktionen und Chemotherapie der Patienten; * ausgeschlossener Patient

Patient | Geschlecht | Alter | Lokalisation | Grading/ Einzeldosis; Fraktionen;
Tumor Staging Chemotherapie
1 m 71 Oropharynx G2/T1 2,2 Gy; 30
2 m 68 Parotis G1/T2 2 Gy; 30
3 m 77 Larynx G2/T2 2,2 Gy; 30
4 m 22 Zungenrand G3/T1 2,2 Gy; 30
5 m 54 Tonsille G3/T2 2,2 Gy; 30
6 m 79 Gaumen G2/T1 2/2,2 Gy; 30
7 m 45 Mundboden G1/T1 2/2,2 Gy; 30
8 m 77 Spinaliom G3/T3 2/2,2 Gy; 30
9 m 65 Zunge G2/T2 2/2,2 Gy; 30
10 w 58 Oberkiefer G1/T1 2,2 Gy; 30
11 m 57 CUP G2/Tx 2,2 Gy; 30
12 m 50 Mundboden G3/T1 2 Gy; 30
13 w 52 Mundboden G1/T1 2,2 Gy; 30
14 m 60 Zunge G2/T3 2,1 Gy; 33
15 m 48 Mundboden G2/T4 2,2 Gy; 30; Cisplatin/
5-Fu/Cetuximab
16 m 49 Zungenrand G2/T2 2,2 Gy; 30; Cis-
platin/Cetuximab 1. Woche +
Cisplatin mono 5. Woche
17 m 62 Oberkiefer G2/T4 2/2,2 Gy; 30; Cisplatin mono
18 m 74 Kieferhohle G1/T4 2/2,2 Gy; 30; Cisplatin mono
19 m 58 Unterkiefer G2/T4 2,2 Gy; 30;
Cisplatin/Cetuximab
20 m 55 Hypopharynx G2/T2 2,2 Gy; 30;
Cisplatin wochentlich
21 w 53 Larynx G2/T3 2/2,2 Gy; 30; Cisplatin/5-FU
22 w 64 Tonsille G3/T3 2,117 Gy; 33;
Cisplatin wochentlich
23 w 61 Oropharynx G2/T2 2/2,2 Gy; 30;
Cisplatin wochentlich
24 m 62 Pharynx/ G3/T3 1,7/12,2 Gy; 33;
Larynx Cisplatin wéchentlich
25 m 72 Oropharynx T4 2,1 Gy; 33;
Cisplatin wochentlich
26 m 50 Oropharynx G3/T1 2,1 Gy; 33;
Cisplatin wochentlich
27 w 55 Tonsille G3/T1 2/2,2 Gy; 30;
Cisplatin wochentlich
28* w 73 Wange G2/T3 2 Gy; 30;
/Lippen Cisplatin/Cetuximab
29 w 62 Oro-/ G2/T4 1,8/2,0/2,1 Gy; 33;
Hypopharynx Cisplatin wéchentlich
30 w 60 Tonsille G2/T2 2,0/2,2 Gy; 30;
Cisplatin wochentlich
31 m 60 Zunge/ G3/T4 1,8/2,0/2,1 Gy; 33;
Larynx Cisplatin wéchentlich
32 w 61 Oberkiefer G3/T4 2,2 Gy; 30; Cisplatin mono
33 w 70 Unterkiefer G2/T4 2,2 Gy; 30; Cisplatin mono
34 w 49 Unterkiefer G2/T4 2,2 Gy; 30; Cisplatin mono
35 m 54 Kieferwinkel G2/T4 2,2 Gy; 30; Cisplatin mono
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Tab. 7: Angaben zu Geschlecht und Alter der Negativkontrollen sowie die Auswertungser-
gebnisse: Anzahl MK-haltiger Zellen/1000 Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten:
Woche 0, 2, 4, 6 und 9-12
Patient Geschlecht Alter 0 2 4 6 9-12
NK 1 m 38 5 0 2 1,5 0
NK 2 m 21 3,5 1,5 1,5 1 1,5
NK 3 m 22 0 0,5 0,5 0,5 0,75
NK 4 w 56 0,5 5 5 0,5 1,25
NK 5 w 24 0 2 2 2 4,5
NK 6 m 29 1,5 - - - -
NK7 m 29 5 - - - -
NK 8 w 22 2 - - - -
NK 9 w 54 0,5 - - - -
NK 10 w 28 1,5 - - - -
Tab. 8: Auswertungsergebnisse: Anzahl MK-haltiger Zellen/1000 Zellen von Patienten zu
verschiedenen Zeitpunkten wahrend der Behandlung: Woche 0 (vor
Behandlungsbeginn), 2., 4. und 6. Bestrahlungswoche und 9-12 Wochen nach
Behandlungsbeginn; * ausgeschlossener Patient
Patient 0 2 4 6 9-12
1 0,5 47,5 60,5 49,5 0
2 33 12 12,5 17,5 -
3 0,5 5 6,5 18 3
4 11 57 86,5 91 -
5 0 38 23 50 -
6 1 28 39 46,5
7 0 75,5 51,5 38 -
8 2 19,5 39 49 -
9 1 48 63,5 81 -
10 27 85,5 38,5 - 2
11 8 - 45,5 - -
12 0,5 19 91 - -
13 - - - - 0,5
14 - - - - 3
15 8,5 22,5 80 55,5 0
16 4,5 62 57 33 -
17 0 22 68 86 -
18 1 22 23 36
19 10,5 25 - - -
20 3 1 42,5 64,5 -
21 0 37,5 43,5 43 -
22 1 23,5 50,5 42,5 -
23 1 74 64,5 68,5 -
24 1 28,5 - 30 4,5
25 1 - 164 77 1
26 4 38,5 78,5 - 0,5
27 1,5 31 31 - -
28* 111,56 59 54,5 114,5 -
29 - - - - 0
30 - - - 0
31 - - - - 1
32 - - - - 2
33 - - - - 1,5
34 - - - - 1
35 - - - - 7
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8.3 Verwendete Materialien

Tab. 9: Verwendete Chemikalien

Chemikalien

Firma

Chromomycin As
DABCO
EDTA
ETOH
Glycerol
H-0O
KCI
KH2PO4
MgCl2
Methanol
NaCl
Na2HPO4
Pen/Strep
Tris HCI
anti-a-Tubulin Antikdrper

Sigma, Steinheim (D)
Sigma, Steinheim (D)
Roth, Karlsruhe (D)
Roth, Karlsruhe (D)
Sigma, Steinheim (D)
Universitatsbezug (D)
Merck, Darmstadt (D)
Merck, Darmstadt (D)
AppliChem, Darmstadt (D)
Roth, Karlsruhe (D)
Roth, Karlsruhe (D)
Merck, Darmstadt (D)
PAA, Colbe (D)
AppliChem, Darmstadt (D)
Sigma, Steinheim (D)

Tab. 10: Verwendete Materialien
Materialien Firma
Deckglaser Hartenstein, Wirzburg (D)

Falconrohrchen 14 ml
Feuchte Kammer
Pipettenspitzen

Greiner, Frickenhausen (D)
Nunc, Roskilde (DK)
Sarstedt, Nurnbrecht (D)

Objekttrager Hartenstein, Wirzburg (D)
Wattestabchen Roth, Karlsruhe (D)
Tab. 11: Verwendete Gerate
Gerite Firma

Casy-Counter
Cytospin Thermoshandon
Flow
Inkubationsschrank
Kamera DS-5 MC
Mikroskop Eclipse TE 2000-E
Pipetboy
Pipetten
Zentrifuge Labofuge 400e
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Innovatis, Reutlingen (D)
Thermo Scientific, Waltham (USA)
Gelaire, Sydney (AUS)
Heraeus, Hanau (D)

Nikon, Amsterdam (NL)
Nikon, Amsterdam (NL)
Brand, Wertheim (D)
Gilson, Den Haag (NL)

Heraeus, Hanau (D)



Es wurden folgende Losungen flr die Probenentnahme, Aufbereitung der

Mundschleimhautzellen sowie die Farbung der Praparate angesetzt:

e PBS-Losung zum Verdlinnen anderer Losungen:
8 g NaCl
0,2 g KClI
0,58 g Na2HPO4
0,2 g KH2PO4
ad 100 ml H20

e NaCl 0,9 % als Extraktionsldésung fir Mundschleimhautzellen:
9 g NaCl
ad 1000 ml H20

e MSH-Puffer zum Waschen der Mundschleimhautzellen:
1,576 g Tris HCI
29,22 g EDTA
1,17 g NaCl
10 ml Penicillin/Streptomycin
ad 1000 ml H20

e Chromomycin-Lésung 100 pM zur Farbung von Mundschleim-
hautzellen:
10 mg Chromomycin Az
84,5 ml PBS/MgCl> 150 mM

e Tubulin-Lésung zur Farbung von Mundschleimhautzellen:
98 ml PBS

2 ml anti-a-Tubulin Antikorper

e DABCO-Eindeckmittel als Antibleichmittel:
10 ml PBS
250 mg DABCO
90 ml Glycerol
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