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1 Einleitung und Fragestellung

Far die zellulare Hombostase im Menschen ist ein Gleichgewicht zwischen
Zellneubildung und Zelluntergang von groBer Bedeutung [Kerr 1994]. Ohne dieses
Gleichgewicht ist der Organismus nicht funktions- und lebensfahig. Eine
Dysregulation der Homostase fuhrt zu verschiedenen pathologischen Zustanden.
Nimmt die Zellneubildung Uberhand, bilden sich lokale oder systemische Tumoren.
Im Gegensatz dazu Uberwiegt bei entziindlichen, degenerativen, ischamischen oder

autoimmunen Erkrankungen der Zelluntergang.

Wahrend des Zelluntergangs, insbesondere der Apoptose, werden Nukleosomen
freigesetzt und von Makrophagen und benachbarten Zellen phagozytiert. Wird die
Phagozytosekapazitat Uberschritten, gelangen die freigesetzten Nukleosomen in die
Blutzirkulation [Kerr 1994, Wyllie 1992]. Nukleosomen, die nach der Desintegration der
Zellmembran in die Zirkulation gelangen, werden rasch eliminiert [Rumore 1992].
Zirkulierende Nukleosomen kénnen mittels immunologischer Verfahren quantifiziert
werden [Holdenrieder 2001 (B)]. Nukleosomen in niedriger Konzentration lassen sich
auch im Serum von gesunden Personen nachweisen [Holdenrieder 1999, Holdenrieder
2001 (C)]. Im Serum von Patienten mit verschiedenen benignen oder malignen
Erkrankungen kommen sie in héherer Konzentration vor [reviewed in Ziegler 2002].
Auch bei Patienten mit Autoimmunerkrankung [Amoura 1997, van Nieuwenhuijze 2003],
nach Trauma [Lo 2000 (B)], wahrend TransplantatabstoBung [Lo 1998, Fishbein 2004],
nach Schlaganfall [Rainer 2003, Geiger 2006] und nach extremer kérperlicher Belastung
[Atamaniuk 2004] werden erhdhte Nukleosomenwerte im Serum beschrieben. Bei
malignen Erkrankungen werden erhdhte Nukleosomenkonzentrationen sowohl
spontan als auch unter Radio- und Chemotherapie festgestellt [Holdenrieder 2001 (A),
Holdenrieder 2001 (C), Kuroi 2001, Holdenrieder 2004 (B), Miiller 2006].

Die Therapieeffizienz bei Malignomen wird derzeit meist mit bildgebenden
Verfahren, wie Ultraschall, Réntgen, Computer-, Magnetresonanz- oder
Positronenemissions-Tomographie beurteilt. Oftmals erstreckt sich die Behandlung
eines Malignoms Uber mehrere Monate, bevor ihre Effizienz abgeschatzt werden
kann. Zusatzlich werden benachbarte Gewebe durch die Behandlung mitgeschadigt



und erschweren eine objektive Beurteilung der aktuellen TumorgréBe. Dies gilt
besonders fur Karzinome der Bauchspeicheldrise.

Ein Labortest, der friher als die bildgebenden Verfahren die biochemischen
Veranderungen und somit den Erfolg einer Radiochemotherapie anzeigen kdnnte,
ware hdchst wiinschenswert. So kénnte man das therapeutische Konzept frihzeitig

anpassen und Nebenwirkungen einer erfolglosen Therapie vermeiden.

Diese Arbeit versucht zu klaren, ob die Freisetzung von Nukleosomen innerhalb
der ersten Tage einer Radiochemotherapie frihzeitig die Effizienz der Therapie und
damit das progressionsfreie Intervall erkennen lasst. Dazu wurden Patienten mit
einem Karzinom der Bauchspeicheldrise oder des Dickdarms in eine prospektive
Studie eingeschlossen.

Im Einzelnen wurden folgende Fragestellungen untersucht:

1. Werden die Nukleosomen im Verlauf einer Radiochemotherapie nach einem

typischen Muster freigesetzt?

2. Weisen Patienten mit postoperativer, primarer oder Rezidiv-Radiochemotherapie

unterschiedliche Nukleosomenkonzentrationen auf?

3. Korrelieren Nukleosomenkonzentrationen mit dem klinischen Ansprechen auf die
Therapie und den Ergebnissen der bildgebenden Verfahren?

4. Korrelieren die Nukleosomenwerte wahrend Radiochemotherapie mit den
Ergebnissen anderer biologischer Marker wie CEA, CA 19-9 und CYFRA 21-1?

Verfiigen Nukleosomen Uber eine vergleichbare oder additive Aussage?

5. Wie sicher und wie frihzeitig l&sst sich speziell beim Pankreas- und beim
Rektumkarzinom mit Hilfe der Nukleosomen die Therapieeffizienz bzw. das
progressionsfreie Intervall beurteilen?



2 Hintergrund

Zum besseren pathophysiologischen Verstandnis der Nukleosomen geht dieses
Kapitel genauer auf Bedeutung, Ablauf und Regulation des Zelltods ein. Beim Zelltod
werden verschiedene Apoptoseprodukte, unter anderem Nukleosomen, freigesetzt.
Die bisher bekannten, verschiedenen Zelltodmodelle werden kurz und Ubersichtlich
beschrieben. Einige Methoden zum Nachweis des Zelltods werden vorgestellt. Es
folgen eine Beschreibung von Struktur, Funktion und Bedeutung der Nukleosomen
als Grundbausteine des Chromatins und eine Erdrterung der klinischen Relevanz
dieses Parameters im Serum und Plasma. AbschlieBend werden das
Pankreaskarzinom und das kolorektale Karzinom hinsichtlich Epidemiologie,
Atiologie, Pathogenese, Klinik, Diagnostik, Therapie und Prognose betrachtet. Fiir
diese  beiden  Tumore wurden in der vorliegenden Arbeit die
Nukleosomenkonzentrationen vor, wahrend und nach Radiochemotherapie
untersucht.

2.1 Zelltod

2.1.1 Geschichtlicher Hintergrund

Die Erkenntnisse Uber den Zelltod reichen zurlick bis in die Antike. Vermutlich
beschrieb schon Aristoteles dieses Phadnomen, definitive Uberlieferungen stammen
von Galenus Galen. Er untersuchte im zweiten Jahrhundert nach Christus die
Ruackbildung des Ductus arteriosus wahrend der Ontogenese [Krammer 2000]. Im 19.
Jahrhundert konnte Carl Vogt erstmals diese Vorgdnge mikroskopisch an der
Geburtshelferkrote darstellen [Vogt 1842]. Allerdings musste noch mehr als ein
Jahrhundert vergehen, ehe R Lockshin und C Williams die Ablaufe des Zelltods an
Insektenmodellen analysierten und den Begriff des ,programmierten Zelltods*
pragten [Lockshin 1964]. Einige Jahre spater konnten Lockshin und Tata zeigen, dass
sich der Zelltod mit RNA- und Protein-Inhibitoren verhindern Iasst [Tata 1966, Lockshin
1969].



John F Kerr fihrte 1971 den Begriff der ,shrinkage necrosis® ein, der
Veranderungen einzelner absterbender Zellen in der Leber nach VerschluB der Vena
portae beschrieb [Kerr 1971]. Mit Andrew Wyllie und Sir Alastair Currie pragte er daftr
den Begriff ,Apoptose“ [Kerr 1972]. Dieses Wort stammt aus dem Griechischen und
beschreibt das Abfallen von Blattern im Herbst (oo (apo): von, weg, entfernt von;
ntools (ptosis): herabsinken, senken). Sie beschreiben die Apoptose als einen
genetisch regulierten Prozess innerhalb der Zelle, bei dem einzelne Zellen
absterben. Im Gegensatz dazu wird eine Nekrose durch Einflisse herbeigefihrt, die
sich auBerhalb der Zelle ereignen und haufig zum Absterben gréBerer Zellgruppen

fuhren.

Ende der 70er Jahre wurde bei -elektrophoretischen Untersuchungen des
Chromatins in bestrahltem Gewebe eine typische Fragmentierung gefunden, die ein
Leiter-ahnliches Muster auf dem Agarose-Gel hinterlie [Skalka 1976, Yamada 1981]. Die
Chromatinbruchstiicke wiesen eine Lange von etwa 200 Basenpaaren (bp) oder
einem Vielfachen davon auf. Dies entspricht der GréBe eines Nukleosoms
(Mononukleosoms) bzw. zweier oder mehrerer miteinander verbundener
Nukleosomen, die als Oligonukleosomen bezeichnet werden. Bereits 1974
charakterisierte Kornberg die Struktur dieser aus DNA und Histonen bestehenden
Grundbausteine des Chromatins [Kornberg 1974].

Den Zusammenhang zwischen Zelltod und genetischer Programmierung stellte
Horvitz 1982 durch Untersuchungen des Wurms Caenorhabditis elegans her [Horvitz
1982]. Es zeigte sich, dass die Apoptose von mehreren Genen reguliert wird [Ellis 1986,
Hengartner 1992]. Entsprechende Regulatorgene wurden auch in Saugetierzellen
nachgewiesen. Dabei spielt das p53-Gen eine zentrale Rolle bei der Auslésung der
Apoptose, wie Yonish an leukdmischen Zellen zeigte [Yonish 1991]. Auch wurde das
Bcl-2-Gen entdeckt, welches den apoptotischen Zelltod blockieren kann [Vaux 1988].

Ein Durchbruch gelang den Arbeitsgruppen um Yonehara und Krammer, die
entdeckten, dass Apoptose Uber einen Rezeptor induziert werden kann [Yonehara
1989, Trauth 1989]. Dieser Rezeptor wurde zunéachst als Fas bzw. Apo1 bezeichnet und
ist heutzutage als CD95 bekannt. Die Aktivierung des CD95-Rezeptors mittels eines

monoklonalen Antikdrpers durch Trauth qilt als erster erfolgreicher Ansatz, die



Apoptose-Induktion therapeutisch zu nutzen [Trauth 1989].

Intrazelluldar wird das Apoptosesignal durch eine komplexe Aktivierung von
Caspasen (Cystein-abhéangige ASPartat-spezifische ProteASEn) weitergeleitet.
Nachdem Thornberry 1992 die erste Cysteinprotease identifizierte, vergingen noch
funf Jahre, ehe die vollstandige Kaskade der Caspasen beschrieben wurde
[Thornberry 1992, Boldin 1996, Muzio 1996, Thornberry 1999]. Das Endglied dieser Kaskade
ist eine Caspasen-abhangige DNase, die in den Zellkern eindringt und das
Chromatin in Mono- und Oligonukleosomen spaltet [Enari 1998, Lichtenstein 2001, Fadeel
2005].

Inzwischen ist eine Vielzahl weiterer Oberflachenrezeptoren und intrazellularer
Faktoren bekannt, die das Apoptosesignal verstdrken oder hemmen [Conradt 1998,
Verhagen 2000, Gastmann 2001]. Auch viele Zellstrukturen, besonders die Mitochondrien,
spielen eine zentrale Rolle wahrend der Apoptose [Green 1998, Gastmann 2001]. Auf
genetischer, RNA- und Proteinebene setzen therapeutische Strategien zur
Modulation der Apoptose an, deren Stellenwert flr unterschiedlichste
Krankheitsbilder zunehmend erkannt wird [Nicholson 2000, Ferreira 2002].

2.1.2 Modellvorstellungen liber den Zelltod

An der Elimination von Zellen sind zahlreiche physiologische und pathologische
Stimuli beteiligt. Um diese Mechanismen besser zu verstehen, wurden verschiedene
Modellvorstellungen entwickelt. Erstmals flhrte J. F. Kerr den Apoptose-Begriff ein.
Er erklarte alle Formen des Zelltods allein durch zwei Formen, Nekrose und
Apoptose. Von der Nekrose, die durch externe Stimuli verursacht wird, unterschied er
die Apoptose, welche durch interne Stimuli ausgel6st wird. Zunéchst wurden Nekrose
und Apoptose mittels unter dem Mikroskop sichtbaren morphologischen
Veranderungen unterschieden, ehe spater dazu biochemische Untersuchungen
herangezogen wurden [Kerr 1994, Granville 1998].

Die Apoptose l6st keine Entziindungsreaktion aus und betrifft meist nur einzelne

Zellen. Es handelt sich oft um alte Zellen, die fiir eine bestimmte Organfunktion nicht



mehr bendtigt werden oder irreparabel geschadigt sind. Um die aktive
Selbstzerstérung auszulésen, werden bestimmte Strukturen und Funktionen bendtigt.

[Kerr 1994, Darzynkiewicz 1997].

Wahrend der Apoptose werden vielféltige morphologische Veranderungen
beobachtet. Das Chromatin kondensiert, marginalisiert und wird pyknotisch.
Aktivierte intrazellulare Endonukleasen spalten die DNA in  Mono- und
Oligonukleosomen. Die Zelle schrumpft, da ihr Wassergehalt abnimmt [Arends 1990,
Lichtenstein 2001]. Die Zellmembran wird unregelmaBig, bildet Blasen und Falten.
Vesikel mit Zell- und Kernbestandteilen schniren sich als apoptotische Kérperchen
von der Zelloberflache ab. Diese werden von benachbarten Zellen oder
Makrophagen phagozytiert [Arends 1990, Kerr 1994, Majno 1995]. Durch die Freisetzung
dieser ,apoptotic bodies” sintert die Zelle zusammen, bis nur noch ein dichtes,
rundes Kdrperchen mit den verbleibenden Zellstrukturen Ubrig bleibt. Auch dieses
wird phagozytiert. Dadurch entsteht theoretisch weder eine inflammatorische
Begleitreaktion noch gehen benachbarte Zellen zugrunde [Kerr 1994]. Je nach Zelltyp
laufen diese Prozesse zeitlich recht unterschiedlich ab [Kanduc 2002].

Im Gegensatz zur Apoptose betrifft die Nekrose meist mehrere Zellen,
Zellverbdnde oder ganze Organteile. Haufig sind es externe Faktoren, wie
Ischamien, Traumen, Sauren oder Laugen, Hitze oder hohe Bestrahlungsdosen, die
eine Nekrose induzieren. Diese Stimuli schadigen die Zellen so stark, dass die
Zellfunktionen irreversibel ausfallen. Die Mitochondrien werden geschadigt und der
Energiegehalt der Zelle sinkt rasch ab. Die ATP-abhangigen lonenpumpen kommen
zum Erliegen. lonen und Wasser strémen ein und lassen die Zelle anschwellen [Kerr
1994]. Der Zellkern und das Chromatin werden, wie alle andere Zellorganellen, durch
unspezifische  Proteasen  gespalten. Dabei  entstehen = DNA-Fragmente
unterschiedlicher GrdBe, die nach Ruptur der Zellmembran in den extrazellularen
Raum freigesetzt werden [Darzynkiewicz 1997, Okada 2004]. Die ebenfalls freigesetzten
proteolytischen  Enzyme  greifen  Nachbarzellen an und lésen eine
Entziindungsreaktion aus.

Ob eine Zelle durch Apoptose oder Nekrose zugrunde geht, hangt von
verschiedenen Faktoren ab. Entscheidend scheint die intrazellulare ATP-



Konzentration wéahrend des auslésenden Ereignisses zu sein [Leist 1997]. Bei
manchen Krankheitsprozessen laufen aber auch beide Formen des Zelltods
nebeneinander ab. So sterben Zellen bei einem zerebralen Insult im Zentrum durch
Nekrose, wahrend sie in der Penumbra durch verzégerten apoptotischen Zelltod
untergehen [Dirnagl 1999].

Urspringlich wurde von dem dichotomen Modell des Zelltods, also Nekrose und
Apoptose ausgegangen. Neuere Erkenntnisse zeigen, dass sie lediglich zwei
extreme Grenzsituationen einer Vielfalt morphologischer und biochemischer
Todesprozesse darstellen. In den letzten Jahren wurden weitere Zelltodarten und
Mischformen beschrieben. Dazu gehéren Paraptose, Nekroptose, Onkose und der
autophagische Zelltod [Leist 2001, Okada 2004, Shintani 2004, Degterev 2005, Kelekar 2006].
Zunehmend wird auch der Begriff ,Aponekrose“ verwendet, der die flieBenden
Ubergange besser beschreibt [Formigli 2000, Tanner 2004].

Unter Paraptose wird eine Form des programmierten Zelltods verstanden, die ohne
eine deutliche Kondensierung des Chromatins ablauft und durch typische
Vakuolenbildung gekennzeichnet ist [Leist 2001]. Die Nekroptose ist durch einen
morphologisch Nekrose-ahnlichen Zelltod charakterisiert. Dabei wird wie bei der
Apoptose ein Rezeptor der Fas-/TNF-Familie stimuliert. Trotz Blockade der
intrazellularen Weiterleitung der Apoptosesignale, kann diese Rezeptoraktivierung
einen nicht-apoptotischen Zelltod einleiten, die sogenannte Nekroptose [Degterev
2005]. Der Begriff Onkose (onkosis; griech. Schwellung) wurde von Majno als Ersatz
fir Nekrose eingefiihrt. Die Onkose beschreibt eindrucksvoller das Anschwellen einer
Zelle wahrend des Zelltods und grenzt diese Form des Zelltods exakter von der
Apoptose ab, die mit einer Zellschrumpfung einhergeht [Majno 1995]. Onkose und
Apoptose beschreiben also pramortale Prozesse in Zellen wahrend des Zelltods.
Nekrose stellt dagegen morphologische Veranderungen nach dem Untergang einer
Zelle dar, unabhangig von der Art des Zelltods [Cruchten 2002]. Beim autophagischen
Zelltod werden defekte Organellen, Zytoplasma und phagozytierte Substanzen
eliminiert. Eine wichtige Rolle spielen dabei Lysosomen, die Hydrolasen enthalten.
Diese Enzyme verdauen abzubauende Stoffe nach deren Fusion mit Lysosomen
[Kroemer 2005]. Nicht geklart ist bisher, ob der autophagische Zelltod vor Krankheiten
schitzt oder gar als Krankheitsausléser angesehen werden muss [Wang 2003, Shintani



2004, Kroemer 2005].

Uber molekulare Regulation und Signifikanz dieser Zelltodmodelle gibt es bisher
nur begrenzte Erkenntnisse. Fliessende Ubergdnge zwischen verschiedenen
Zelltodformen wurden beschrieben und die Abgrenzung zwischen den einzelnen
Zelltodformen scheint schwierig zu sein. Daher konzentriert sich diese Arbeit im
weiteren Verlauf auf die Beschreibung der Apoptose als charakteristische
Zelltodform.

2.1.3 Zelltod bei physiologischen und pathologischen Prozessen

Die Apoptose ist im menschlichen Organismus von fundamentaler Bedeutung fur
geregelte Embryogenese, physiologische Involutionsprozesse, funktionierendes
Immunsystem, Aufrechterhaltung der Organfunktionen und Homdostase der Zellzahl
[Kerr 1994, Cummings 1997, Granville 1998].

Eine geregelte Embryogenese, wahrend der Uberflissige Organanlagen abgebaut
werden, ist ohne den programmierten Zelltod nicht denkbar. Stérungen in diesem
frihen Stadium des Lebens kénnen zu Dysmorphien und Fehlfunktionen innerer
Organe und A&auBerer Korperstrukturen flhren [Cummings 1997, Granville 1998].
Involutionsprozesse, wie die physiologische Ruickbildung der Mamma nach dem
Abstillen, kdnnen nur bei funktionierender Apoptose stattfinden. Das Immunsystem
eliminiert wahrend der Lymphogenese eigene T- und B-Lymphozyten, welche
unféahig sind, kérperfremde Antigene zu erkennen oder gegen kérpereigene Antigene
autoreaktiv wirksam sind [Ucker 1997, Krammer 2000]. Ist die Lymphozytenelimination
nicht mehr gewahrleistet, kbénnen Autoimmun-Erkrankungen entstehen, da
ausgereifte T-Killerzellen und nattrliche Killerzellen (NK-Zellen) die Apoptose bei
praktisch jeder koérpereigenen Zelle induzieren kdnnen [Krammer 2000]. Um die
Funktion der Organe, speziell der Organe mit hohem Zellumsatz, aufrecht zu
erhalten, ist ein Abbau alter, geschadigter oder nicht mehr bendtigter Zellen
notwendig. Dies geschieht meist auf apoptotischem Wege [Cummings 1997, Savitz 1998,
Wagener 1999]. Auch in der Heilungsphase von Wunden und Traumen, wenn sich

Granulationsgewebe in Narbengewebe umwandelt, werden zellulare Bestandteile



zugunsten von Fasergewebe apoptotisch eliminiert [Desmouliere 1997].

Im gesamten Organismus, wie auch in den einzelnen Organen und
Funktionssystemen, stehen Zelltod und Zellproliferation in einem fein regulierten
Gleichgewicht. Eine funktionierende Gewebshomdbostase stellt damit einen
entscheidenden Schutz vor Neubildungen und Tumoren dar. FiOr die
Malignomentstehung kénnte ursachlich entweder eine gesteigerte Proliferationsrate,
eine erniedrigte Zelltodrate, ein Zusammentreffen beider Ph&dnomene oder eine
gleichsinnige Veranderung mit Gberwiegender Wachstumskomponente sein [Wyllie
1992, Reed 1999]. Im Modell der mehrstufigen Entwicklungssequenz von Tumoren
verandert sich, nach verschiedenen Genmutationen, Normalgewebe lber Metaplasie
und Dysplasie schlieBlich zur Neoplasie. Aktivierte Onkogene und supprimierte
Suppressorgene wirken dabei beschleunigend auf die Proliferationsrate [Wyllie 1999].
Bei vielen Tumoren wird auch eine Mutation des p53-Gens beobachtet, wodurch die

Zellen ihre Fahigkeit verlieren, die Apoptose einzuleiten [Wagener 1999, Zérnig 2001].

Die Entwicklung von einer dysplastischen Zelle bis hin zum malignen Tumor
vollzieht sich Uber Jahre bis Jahrzehnte. Bei der Adenom-Karzinom-Sequenz des
kolorektalen Karzinoms wurden Zellproliferation, Apoptoserate und Angioneogenese
sehr grindlich analysiert. Verdndert sich gesundes Gewebe zu einem Adenom mit
leichten Dysplasien, so steigt mit der Proliferationsrate auch die Apoptoserate. Dies
kénnte durch einen Mangel an Nahrstoffen, Sauerstoff und Hormonen verursacht
sein. Wandelt sich ein Adenom mit leichter Dysplasie zu einem Adenom mit schwerer
Dysplasie um, so fallt interessanterweise die Apoptoserate ab, wahrend gleichzeitig
die Proliferationsrate weiter ansteigt. Zusatzlich bilden sich in diesem Stadium
deutlich neue BlutgefaBe aus. Beim Ubergang zum manifesten Karzinom steigt die
Apoptoserate wieder leicht an. Die Angioneogenese nimmt nochmals deutlich zu,
wahrend die Proliferation der malignen Zellen auf hohem Niveau lediglich geringflgig
steigt [Aotake 1999]. Insgesamt Uberwiegt damit im Tumor die Proliferationsrate vor
Angioneogenese- und Apoptoserate. Dies flhrt zu einem Nettowachstum des

Geschwiirs.



2.1.4 Signalwege der Apoptose

Der programmierte Zelltod kann Uber extrazellulare oder intrazellulare Mechanismen
induziert werden. Hormonahnliche Faktoren, wie der Fas-Ligand oder der
Tumornekrosefaktor a (TNF-a) binden an spezifische Apoptose-Rezeptoren und
aktivieren extrazellular das Apoptoseprogramm [Ashkenazi 1998, Krammer 2000]. Im
Laufe der letzten Jahre wurden mehrere Oberflachen-Rezeptoren identifiziert, die
externe apoptotische Signale Ubermitteln kénnen. Der wichtigste Vertreter ist der
CD95-Rezeptor, der das Apoptosesignal nach einer Konformationsédnderung in die
Zelle leitet. Es bildet sich der Death Inducing Signalling Complex (DISC), der
verschiedene Caspasen, wie Caspase 8 und 3, proteolytisch aktiviert [Krammer 2000,
Hengartner 2000, Fadeel 2005] (s. Abb. 1). AuBerdem kdnnen zytotoxische Zellen durch
Freisetzung von Perforin und Granozymen die Apoptose einleiten [Lowin 1995].

Andererseits l6sen diverse Zellschadigungen, wie Hypoxie, Radikale, Toxine,
Chemotherapeutika oder Bestrahlung den programmierten Zelltod auf intrazelluldrem
Wege aus. Solche Verdnderungen des Zellmilieus induzieren meist p53 vermittelt die
Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien [Green 1998, Krammer 2000].
Diese Freisetzung von Cytochrom C hangt von dem Verhaltnis apoptosehemmender
Faktoren (Bcl-2-Proteine) zu apoptoseférdernden Faktoren (Bax-Proteine) [Granville
1998] ab. Das freigesetzte Cytochrom C ist ein Kofaktor fiir die Aktivierung von
Caspasen, die als inaktive Vorstufen, sog. Procaspasen, in der Zelle vorhanden sind.
Aktivierte Caspasen flihren das apoptotische Programm aus, indem sie eine Reihe
von Zellproteinen und die DNA an charakteristischen Stellen spalten und dadurch die
Zelle schrittweise abbauen [Granville 1998 ,Wagener 1999, Hengartner 2000, Krammer 2000]
(s. Abb. 1).
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\

p53

‘ Zellzyklus
Arrest

N\

Bcl:l-2 Reparatur

CAD/ICAD L \ IAPs l Smac

Nukleus .« 1 **.,  Apoptotische Todessubstrate
Chromatin ~®-¢¢¢~ (Zytokeratine, Lamine, Aktine etc)

Nukleosomale-®~ ¢~ ‘ ‘ ‘ x
DNA Fragmente~®~ \\, o~ A om oo

Makrophagen @ Blutzirklulation Makrophagen

Abb. 1: Extrinsische und intrinsische Aktivierungskaskade der Apoptose (modifiziert nach
[Holdenrieder 2004 (A)]): Der extrinsische Weg wird Uber eine Aktivierung des Rezeptors der Fas-
/TNF-/Apo1-Familie eingeleitet. Dabei formiert sich ein ,death inducing signalling complex” (DISC), der
erst die Caspase 8 und anschlieBend weitere Effektorcaspasen, wie Caspase 3 aktiviert ( =),
Diese Effektorcaspasen leiten eine geordnete Auflésung der zelluldren Strukturen ein. So wird die
Caspasen-abhangige DNase (CAD) aktiviert, welche in den Zellkern gelangt und das Chromatin in
nukleosomale Fragmente zerkleinert. Diese werden wie alle anderen Zelltodsubstrate in apoptotische
Kérperchen verpackt und von Nachbarzellen und Makrophagen aufgenommen. Zusétzlich werden sie
auch an den Blutkreislauf abgegeben. Dies geschieht in groBerem MaBe bei gesteigerter
Apoptoserate. Eine Schadigung der DNA initiert den intrinsischen Weg. Der Zellzyklus wird durch p53
arretiert, damit die Lasion repariert werden kann. Eine erfolglose Reparatur fihrt zur Ausschittung
verschiedener Proteine wie Bax, welche Cytochrom C aus den Mitochondrien freisetzen und Caspase
9 im Apoptosom aktivieren. Uber die Aktivierung von Caspase 8, BID und des Apoptosoms lauft ein
sich selbst verstarkender Kreislauf ab. Beide Signalwege sind an dieser Stelle miteinander verzahnt.
Mit der Freisetzung des apoptosis inducing factors (AIF) aus den Mitochondrien existiert ein
zusatzlicher Mechanismus der Apoptosesignale.Verschiedene Molekile, wie Bcl-2 oder inhibitors of
apoptosis (IAPs) wirken hemmend und regulatorisch auf die ablaufenden Prozesse der Apoptose. Sie
sind mit folgenden Linien abgebildet ( =] ).

11



Der apoptotische Zelltod wird jedoch nicht nur bei Zellschadigung, sondern auch
beim Fehlen von Wachstumsfaktoren und bei inadaquater Wachstumsstimulation
ausgeldst [Raff 1992, Grossmann 2002]. Die Apoptose ist somit auch ein biologischer
SicherungsprozeB, durch den Zellen mit dereguliertem Wachstum eliminiert werden.
Dadurch wird auch die Tumorentstehung verhindert. Dies erklart, warum im Rahmen
der Krebsentstehung mehrere Gendefekte, welche die Regulation der Zellteilung und

Apoptose betreffen, zusammentreffen missen.

2.1.5 Verfahren zum Nachweis der Apoptose

Zur qualitativen Beschreibung und quantitativen Erfassung des programmierten
Zelltods kbénnen zahlreiche Methoden eingesetzt werden. Sie setzen an
verschiedenen Stellen des Zelltodgeschehens an und sind in ihrer Sensitivitat und
Spezifitdt deutlich unterschiedlich. Grundsétzlich kann der Zelltod direkt an der Zelle
oder indirekt Uber freigesetzte Substanzen in Kérperflissigkeiten nachgewiesen

werden.

Apoptotische Zellen kdénnen am besten anhand ihres charakteristischen
Erscheinungsbildes in der Hamatoxylin-Eosin-Farbung erkannt werden. Allerdings
kénnen sie verwechselt werden mit Zellen mit kondensiertem Chromatin, wie etwa
kleine Lymphozyten oder kleine Zellfragmente [Mesner 1997]. Morphologische Details
apoptotischer Zellen sind allerdings erst im Elektronenmikroskop sichtbar.

Die Apoptose lasst sich biochemisch durch verschiedene Methoden nachweisen.
Dazu zahlt die Bindung von fluoreszenzmarkiertem Annexin V an Phosphatidylserin
an der Zelloberflache [Mesner 1997] und die Darstellung der durch Caspasen
gespaltenen DNA mittels Einbau von markierten Nukleotiden, sogenannte TUNEL-
Reaktion (Terminal Deoxyribonucleotidyl Transferase-mediated dUTP Nick End
Labeling) [Gorczyca 1993, Ben-Sasson 1995]. Auch die Aktivitdt von Enzymen und
Proteasen oder der Nachweis von charakteristischen DNA-Fragmenten, wie
Nukleosomen, gelten als Nachweis der Apoptose [Mesner 1997].

Der Zelltod kann auch in flissigen Medien nachgewiesen werden. Dazu eignen
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sich unter anderem Serum, Plasma, Urin, Aszites, Pleuraflissigkeit und Liquor. Der
Test CYFRA 21-1, der Fragmente des Cytokeratins 19 mittels zweier monoklonaler
Antikérper detektiert, kann die Menge freigesetzter Bestandteile des Zytoskeletts
anzeigen. Es besteht ein direkter Zusammenhang zwischen der Freisetzung von
CYFRA 21-1 und der Apoptoserate [Sheard 2002]. Obligat intrazellulare Enzyme, wie
die Laktatdehydrogenase (LDH) und ihre Isoenzyme, kénnen zur Differenzierung und
Lokalisierung eines Zell- oder Gewebeschadens herangezogen werden. Auch direkt
am Zelltodprozess beteiligte Enzyme wie die Caspasen und deren Spaltprodukte
lassen sich in der Blutbahn nachweisen. Erhdhte Konzentrationen von Nukleosomen
im Serum oder Plasma deuten auf eine Aktivierung von Caspase-abhangigen
Endonukleasen hin. Nach einer Studie von Jahr et al. lassen sich durch den Grad der
DNA-Fragmentierung verschiedene Zelltodmodalitaten unterscheiden. Kleine DNA-
Fragmente wie Mono- und Oligonukleosomen sprechen flir Apoptose mit
hochgradiger, spezifischer Nukleasenaktivierung. Hochmolekulare Fragmente deuten
eher auf einen nekrotischen Zelltod mit eingeschrankter und unspezifischer
Nukleasenaktivierung hin [Jahr 2001].

Neuere Untersuchungen zeigen, dass sich apoptotische Zellen auch mittels
bildgebender  Verfahren  nachweisen lassen. Dazu wurden spezielle
supramagnetische Eisenoxid-Nanopartikel entwickelt, die als Kontrastmittel in der
Kernspintomographie fungieren. Diese Partikel binden an apoptotische Zellen.
Tumortragende Mause wurden mit Zytostatika behandelt und erhielten anschlieBend
das Kontrastmittel. Auf diese Weise konnte mittels MRT das AusmafB der Apoptose
sichtbar gemacht werden [Zhao 2001]. Weitere Untersuchungen wurden mit radioaktiv
markiertem Annexin V durchgefihrt, welches an apoptotische Zellen bindet. In
klinischen Studien wurden dabei AusmafB und Schwere von Herzinfarkten sowie
Abstossungreaktionen nach Herztransplantation kontrolliert [Hofstra 2000, Narula 2001,
Blankenberg 2004].
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2.2 Nukleosomen

2.2.1 Struktur

Wirde die DNA als lineares Makromolekil vorliegen, hatte sie eine Lange von etwa
1,8 m. Damit sie in den winzigen Zellkern einer Zelle passt, wird sie aufwendig
zusammengelagert und aufgerollt, man spricht auch von kondensierter DNA. Im
Zellkern eukaryonter Zellen wird die DNA dabei um Histonproteinkomplexe gewickelt.
Diese Komplexe besitzen eine oktamere Struktur und werden aus jeweils zwei der
Histone H2A, H2B, H3 und H4 gebildet. Die Verbindung von DNA und
Histonproteinkomplex wird als Nukleosom bezeichnet. Lediglich in Prokaryonten und
Mitochondrien liegt die DNA als freie, ringférmige Struktur vor, ohne an Proteine

assoziiert zu sein.

Die DNA ist nach folgendem komplexen Prinzip geordnet (s. Abb. 2): die DNA-
Doppelhelix ist in sich verdrillt und besitzt einen Querdurchmesser von 2 nm. Rund
1,65 mal windet sich die Doppelhelix um einen Histonproteinkomplex und bildet das
Nukleosom mit einem Durchmesser von 11 nm. Diese Kette aus DNA und Histonen
ist wiederum in sich verdrillt und wird durch weitere Histone stabilisiert. Es entsteht
eine Chromatinfaser, die im Durchmesser rund 30 nm misst. Die Chromatinfaser
bildet Schleifen und ist zu einem Supertwist verdrillt. Innerhalb eines Chromosoms ist
sie schleifenartig zusammengesetzt und durch Nichthistonproteine stabilisiert
(s. Abb. 2).
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Abb. 2: Aufbau des Chromatins (modifiziert nach [Plattner 1997])

Nukleosomen, die Grundbausteine des Chromatins, bestehen aus basischen
Proteinen, sogenannten Histonen, und DNA. Um die flache AuBenseite des
Histonproteinkomplexes winden sich 147 Basenpaare der DNA (s. Abb. 3).
Stabilisiert wird diese Struktur durch Wasserstoffbriickenbindungen und hydrophobe
Wechselwirkungen zwischen Aminosauren der Histone und Phosphorsaurediester-
und Deoxyribosegruppen der DNA [Luger 2003, Luger 2006]. Die scheibenférmigen
Nukleosomen besitzen ein Molekulargewicht von rund 206 kDa, wobei etwa jeweils
die Halfte auf die DNA und die Histonproteine entfallt. Benachbarte Nukleosomen
werden durch sogenannte Linker-DNA verbunden, die je nach Zelltyp eine Léange
zwischen 20 und 80 Basenpaaren besitzt. In Sdugetierzellen sind an fast allen
diesen Verbindungsstellen Histone vom Typ H1 angeordnet. Sie scheinen unter
anderem fur Aufbau und Struktur der 30 nm Chromatinfaser verantwortlich zu sein.

Zusatzlich ragen aus dem Histonzentrum kirzere Peptidketten mit einer Lange von
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Hintergrund

15 bis 30 Aminosduren heraus. Sie stabilisieren ebenfalls die Chromatinfaser Uber
Kontakte zu benachbarten Nukleosomen [Luger 2003, Khorasanizadeh 2004, Luger 2006].
AuBerdem kdnnen diese Endigungen biochemisch modifiziert werden und damit den
Zugriff  von Hormonen, Enzymen wund Transkriptionsfaktoren entscheidend
beeinflussen [Kornberg 1999, Strahl 2000, Khorasanizadeh 2004].

H2B

Abb. 3: Raumliche Struktur eines Nukleosoms (aus [Luger 2003])

2.2.2 Funktion

Nukleosomen haben mehrere Funktionen. Eine wichtige Aufgabe der Nukleosomen
besteht darin, die DNA zu kondensieren und zu stabilisieren. Im kondensierten
Zustand ist die DNA relativ gut gegeniber exogenen und endogenen Noxen
geschitzt. Allerdings ist die kondensierte DNA weder fir Enzyme, Hormone noch
Transkriptionsfaktoren zuganglich [Kornberg 1999, Khorasanizadeh 2004].

Um die genetische Information zu replizieren, transkribieren oder reparieren, muss
die DNA dekondensiert werden. Nukleosomen spielen dabei eine entscheidende
Rolle. Die im Nukleosomenkern gelegenen Histone gewahren oder verhindern den
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Zugang etwa von Transkriptionsfaktoren zu den DNA-Sequenzen. Allerdings kénnen
auch diese Histone durch Modifikation der abstehenden Endsticke beeinflusst
werden. In experimentellen Studien wurden verschiedene Molekillgruppen, wie
Acetyl-, Methyl-, Phosphoryl-, Ubiquitinyl-, Glucosyl- und ADP-Ribosyl-Gruppen an
Histone angefligt oder entfernt. AnschlieBend wurden die Effekte auf die
Transkription der DNA beobachtet [Grunstein 1997, Kornberg 1999, Strahl 2000,
Khorasanizadeh 2004].

Nukleosomen dirfen aber nicht als starre Strukturen angesehen werden. Vielmehr
handelt es sich um dynamische Verbindungen, die stdndig umgebaut werden und

ihre Position im Zellkern andern.

Am  Beispiel der Acetylierung soll dies veranschaulicht  werden.
Histonacetyltransferasen Ubertragen Acetyl-Reste auf Histonendigungen. Diese
Acetylierung lasst das Chromatin lokal begrenzt dekondensieren und lockert
Verbindungen zwischen und innerhalb von Nukleosomen, d.h. zwischen DNA und
Histonproteinen. Das Histonoktamer kann sich von der DNA lésen und wird entlang
der Doppelhelix verschoben. Dadurch werden bestimmte Gensequenzen der DNA fir
Transkriptionsfaktoren zuganglich. Andererseits entfernen Histon-Deacetylasen die
angehefteten Acetylreste und unterbinden das Ablesen der genetischen Information
[Kornberg 1999, Strahl 2000, Khorasanizadeh 2004]. In den letzten Jahren zeichnet sich ab,
dass die Beeinflussung von Histon-Deacetylasen eine Vvielversprechende
Therapieoption bei Tumorerkrankungen darstellen kénnte. Diese Histon-
Deacetylasen kénnen inhibiert werden, mit dem Ziel aberrierende epigenetische
Veranderungen, die mit Tumoren assoziiert sind, rickgangig zu machen [Pandolfi
2001, Baylin 2006]. Erste Phase-ll und -lllI-Studien belegen den Nutzen eines
kombinierten Einsatzes von Histon-Deacetylase-Inhibitoren mit herkdmmlichen
Chemotherapeutika. Bei Patienten mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom, die
Gemcitabin und den Histon-Deacetylase-Inhibitor CI-994 erhielten, konnte allerdings
weder Gesamtlberleben, Ansprechrate noch progressionsfreies Intervall gegenlber

der Gemcitabin-Monotherapie verbessert werden [Richards 2006].
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Die Einfliusse anderer Modifikationen werden teils kontrovers diskutiert. So wird die
Ubiquitinierung der Histone in unterschiedlichen Studien sowohl als Induktor [Zhang

2003] als auch Repressor der Transkription angesehen [Shiio 2003].

2.2.3 Freisetzung und Metabolismus

Waéhrend der Apoptose wird eine komplexe Kaskade von Caspasen aktiviert.
Aktivierte Caspasen zersetzen viele Proteinstrukturen und aktivieren Endonukleasen,
welche die im Zellkern befindliche DNA fragmentieren [Enari 1998]. Bisher wurden
verschiedene Endonukleasen beschrieben, darunter die kationenabhangige DNase |
[Hewish 1973], die kationenunabhangige DNase Il [Barry 1993] und einige weitere wie
DNase y [Tanuma 1994]. Ein direkter Zusammenhang zwischen Apoptose und
Endonukleasen konnte fliir die Caspasen-abhangige DNase (CAD) gezeigt werden
[Enari 1998]. Caspase 3 aktiviert diese Caspasen-abhéangige DNase, welche in den
Zellkern lanciert wird und die DNA zunéchst in groBe Bruchstiicke von 50 — 300 kbp
spaltet. AnschlieBend werden diese Fragmente durch die DNase in Einheiten von
180 bp und einem Vielfachen davon weiter zerkleinert. Dies entspricht der GréBe von
Mono- und Oligonukleosomen [Lichtenstein 2001, Fadeel 2005]. Die DNA-Fragmentierung
kann auch ohne Vermittlung von Effektorcaspasen durch die Endonuklease G
vorgenommen werden. Nach Stimulation des intrinsischen Apoptoseweges gelangt
diese DNase von den Mitochondrien in den Zellkern und fragmentiert DNA in die

apoptose-typischen Oligo- und Mononukleosomen [van Loo 2001].

Nach Desintegration der Zellmembran werden die Apoptoseprodukte von
Makrophagen und Nachbarzellen phagozytiert. Allerdings scheint dieses System flir
physiologische Verhaltnisse ausgelegt und in Situationen einer stark gesteigerten
Zelltodrate Uberlastet zu sein. Die Nukleosomen werden somit vermutlich aus
apoptotischen Zellen in den extrazellularen Raum freigesetzt und kénnen dann
Zugang zum GefaBsystem finden [Rumore 1990, Jahr 2001, Lichtenstein 2001]. Nach
Einsetzen der Apoptose werden Nukleosomen mit einer zeitlichen Verzdégerung von
etwa 12 Stunden in der Blutbahn nachweisbar [van Nieuwenhuijze 2003].

Bei gesunden Personen kommen niedrige DNA-Konzentrationen im Serum mit
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Werten zwischen 10 und 30 ng/ml vor [Sorenson 1994, Anker 2000]. Patienten mit
entzindlichen Erkrankungen, wie systemischem Lupus erythematodes, weisen
hdhere Werte auf [Amoura 1997]. Noch hdhere Level an zirkulierender DNA wurden bei
Patienten mit malignen Erkrankungen gemessen [Maebo 1990, Fournie 1995, Holdenrieder
2001 (C)].

In der Blutbahn befindliche Nukleosomen werden rasch eliminiert und weisen eine
kurze Halbwertszeit auf. Die Leber nimmt dabei einen GroBteil der nukleosomalen
DNA auf. Eine Tiermodell-Studie zeigte, dass etwa zehn Minuten nach Injektion von
Nukleosomen mehr als 70% bereits dort lokalisiert waren. Dagegen sind Niere, Milz,
Magen, Darm, Herz und Lunge mit Aufnahmeraten unter einem Prozent fir die
Beseitigung zirkulierender Nukleosomen kaum von Bedeutung [Gauthier 1996]. Auch
wird eine Phagozytose der Nukleosomen durch das Makrophagen-Monozyten-
System sowie eine Ausscheidung Uber die Nieren in liposomaler Form diskutiert
[Okada 1999, Lichtenstein 2001]. Im Tiermodell wurde auBerdem mit zunehmender
Menge injizierter Mononukleosomen eine verlangsamte Eliminationsgeschwindigkeit
festgestellt [Gauthier 1996]. Dies deutet darauf hin, dass die Eliminationskapazitat fur

zirkulierende Nukleosomen begrenzt ist.

Im Blutplasma befindlich Endonukleasen bauen ebenfalls Nukleosomen ab. Freie
DNA wird dabei schneller zersetzt als an Proteine gebundene DNA [Ng 2002].

Eine Erh6éhung der Akute-Phase-Proteine, z.B. wahrend einer Infektion oder
Sepsis, kann die Elimination der Nukleosomen aus der Blutbahn verzégern. An die
basischen Histonproteine der Nukleosomen lagern sich Akute-Phase-Proteine, z.B.
C-reaktives Protein oder Serumamyloid P, an und behindern vermutlich deren
hepatische Aufnahme [Burlingame 1996, Du Clos 1996].

2.3 Pankreaskarzinom

Das Pankreaskarzinom gliedert sich histologisch in exokrine und endokrine
Karzinome. Die endokrinen Karzinome des Pankreas umfassen Insulinome, Vipome,

Glukagenome, PPome und Somatostatinome. Aufgrund ihres seltenen Vorkommens
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werden sie im Folgenden nicht weiter beriicksichtigt. Uber 95% aller
Pankreaskarzinome entstehen im exokrinen Anteil der Bauchspeicheldriise. Auch
alle in dieser Arbeit bericksichtigten Patienten wiesen ein exokrines
Pankreaskarzinom auf. Deshalb soll in den folgenden Kapiteln auf diesen
histologischen Subtyp eingegangen werden.

2.3.1 Epidemiologie, Atiologie und Pathogenese

Seit 1930 hat sich die Inzidenz des Pankreaskarzinoms in den westlichen
Industrienationen nahezu verdoppelt. In der Europaischen Union werden etwa 30000
Neuerkrankungen pro Jahr diagnostiziert [Heinemann 2001]. Dies entspricht ungefahr
10 Fallen pro Jahr auf 100000 Einwohner, wobei Manner etwas haufiger betroffen
sind als Frauen. Der Haufigkeitsgipfel liegt in der 7. Dekade. Zwei Drittel aller
Patienten erkranken nach dem 60. Lebensjahr. Der Tumor fihrt bei fast 100% der
Erkrankten zur Metastasenbildung. Rund 95% der Erkrankten sterben innerhalb von
funf Jahren. In der Haufigkeit der Krebstodesursachen steht das Pankreaskarzinom
in den USA mittlerweile an 4. Stelle [Li 2004, Jemal 2006].

Uber die Atiologie des Pankreaskarzinoms ist nur wenig bekannt.
Zigarettenrauchen wird am haufigsten als Risikofaktor fir das Auftreten des Tumors
genannt. Starke Raucher sind etwa drei Mal so haufig betroffen wie Nichtraucher
[Lowenfels 2006]. Eine groBe Fallstudie fand auch eine erhdhte Inzidenz von
Pankreaskarzinomen bei Patienten mit chronischer Pankreatitis [Lowenfels 1993]. FUr
Alkoholabusus, fett- und fleischreiche Ernahrung, Kaffeekonsum und Cholelithiasis
ist ein erhdhtes Risiko zur Entwicklung eines Pankreaskarzinoms nicht gesichert
[Heinemann 2001, Lowenfels 2006]. Ein mehrjdhrig bestehender Diabetes mellitus erhéht
allerdings das Karzinomrisiko signifikant [Adami 1991]. Beim seltenen familidren
Pankreaskarzinom finden sich Keimbahnmutationen, zum Beispiel in den p16-, k-ras-
oder BRCA-2-Genen [Islam 2001,Li 2004].

Man geht heute davon aus, dass normales Pankreasgewebe Uber eine Hyperplasie
und Dysplasie zum duktalen Pankreaskarzinom entartet. Dieser pathogenetische

Ablauf wird durch das gleichzeitige Auftreten verschiedener Genmutationen
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verursacht. Onkogene wie K-ras werden aktiviert und Tumorsuppressor-Gene wie

p53, p16, BRCA-2 werden inaktiviert [Islam 2001].

Bei rund 70% der Patienten ist das Pankreaskarzinom im Kopf der
Bauchspeicheldrise lokalisiert. Histologisch handelt es sich zu Uber 80% um ein
Adeno-Karzinom. Das haufigere duktale Karzinom geht von den kleinen
Drisengangen aus, das seltenere azindre Karzinom vom Epithel der
Drisenlappchen [Heinemann 2001].

2.3.2 Kilinik und Diagnostik

Das groBe Problem bei der Diagnose des Pankreaskarzinoms ist das Fehlen von
Friihsymptomen. Die Symptome sind ahnlich unspezifisch wie bei der chronischen
Pankreatitis:  Appetitverlust, unspezifische Oberbauchbeschwerden, Ubelkeit,
Oberbauchschmerzen und Verdauungsschwierigkeiten. Diese Symptome flhren
haufig zu einem Gewichtsverlust bei den Patienten. Ein VerschluBikterus kann ein
Frihsymptom sein, jedoch nur, wenn das Pankreaskarzinom nahe der Papille oder
des Ductus choledochus liegt. Sonst findet es sich erst im fortgeschrittenen Stadium
des Pankreaskarzinoms und geht typischerweise einher mit dunklem Urin,
acholischem Stuhl, Steatorrhoe und Juckreiz [Harrison 2005]. Eine prallelastisch
tastbare, schmerzlose Gallenblase findet sich bei etwa einem Drittel der Patienten.
Dieser als Courvoisier-Zeichen bekannte Befund resultiert aus dem tumorbedingten
Verschluss des Ductus choledochus [Heinemann 2001]. Seltener finden sich
Thrombosen,  Thrombophlebitiden, eine  Thrombophlebitis  migrans  oder
Splenomegalie, infolge einer Milzvenenthrombose. Unerklarliche rezidivierende
Thrombosen sollten immer auch an Karzinome des Pankreas oder des
Verdauungstrakts denken lassen [Harrison 2005].

Wegen fehlender oder nur unspezifischer Frihsymptome und mangels eines
effizienten und wenig belastenden Screening-Verfahrens wird das Pankreaskarzinom
meist erst spat diagnostiziert. Auch bei symptomatischen Patienten und
nachweisbaren Tumoren st6Bt die Diagnostik haufig an Grenzen hinsichtlich

Artdiagnose und lokaler Resektabilitdt. Neben Sonographie, Endosonographie,
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endoskopisch-retrograder Cholangiopankreatikographie (ERCP) und
Computertomographie (CT) werden zunehmend auch Magnetresonanztomographie
(MRT) und Positronenemissionstomographie (PET) eingesetzt. Die
Magnetresonanztomographie kdnnte vor allem bei der Erkennung kleinerer Tumoren
vorteilhaft sein [Heinemann 2001]. Eine hohe Sensitivitat bezlglich der Tumordetektion
scheint die Fluordesoxyglukose-Positronenemissionstomographie (FDG-PET) zu
haben. Sie kann mdglicherweise die Differentialdiagnose zwischen chronischer
Pankreatitis und Pankreaskarzinom erleichtern. Allerdings fehlen zu beiden
Verfahren groBe randomisierte Studien [Heinemann 2001]. Derzeit gilt die intravends
und oral kontrastmittelverstarkte Spiral-Computertomographie als Goldstandard zum

Nachweis und insbesondere zum Staging des Pankreaskarzinoms [Heinemann 2001].

Unter den serologischen onkologischen Biomarkern steht mit dem Cancer
Antigen 19-9 (CA 19-9) ein fir das Pankreaskarzinom sehr sensitiver Marker zur
Verfagung. Ausgehend von den individuellen tumorfreien Basiswerten der Patienten
wird CA19-9 in ca. 95% der Félle durch das Pankreaskarzinom gesteigert
freigesetzt. Problem dieses Markers ist allerdings die geringe Spezifitdt bei den
differentialdiagnostisch relevanten benignen Oberbaucherkrankungen, insbesondere
derjenigen, die mit einer Cholestase einhergehen. Daher ist CA 19-9 als
Screeningmarker ungeeignet und in der Primardiagnostik des Pankreaskarzinoms
erst bei héheren Wertlagen > 500 U/ml und Vorliegen einer Raumforderung des
Pankreas hilfreich. CA 19-9 wird vor allem als Verlaufsparameter fir die
therapeutische Effizienz und zur Prognoseabschatzung herangezogen [Micke 2003,
Stemmler 2003, Boeck 2006].

2.3.3 Therapie und Prognose

Die einzige Erfolg versprechende Behandlung stellt die vollstandige Resektion des
Pankreastumors dar. Leider ist eine kurative Operation nur bei 10 bis 15% der
Patienten mit Pankreaskarzinom mdglich [Harrison 2005]. Das klassische
Resektionsverfahren  fir das Pankreaskopfkarzinom stellt die partielle
Duodenopankreatektomie dar, nach ihrem Erstbeschreiber auch Whipple-Operation
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genannt. Es handelt sich um eine Rechtsresektion des Pankreas, bei der das
gesamte Duodenum, die Gallenblase mit Ductus choledochus, regionére
Lymphknoten und ein Teil des Magens reseziert werden. Bei der sich
anschlieBenden Rekonstruktion werden der Rest des Pankreas, der Ductus
hepaticus communis und das Jejunum als Billroth-1l oder Y-Roux mit dem
Restmagen readaptiert. Befindet sich der Tumor im Pankreasschwanz, so kann eine
Linksresektion vorgenommen werden, bei der Korpus und Schwanz entfernt werden.
Eine komplette Resektion des Pankreas und der Milz fihrt zu wesentlich schwereren
Nebenwirkungen, aber zu keiner besseren Prognose [Roder 1992, Roder 1996].

Eine intraoperative Radiotherapie (IORT) senkt die Haufigkeit von Lokalrezidiven,
verbessert aber nicht signifikant die Uberlebensrate [Calvo 1992, Zerbi 1994]. AuBerhalb
von Studien hat sich die intraoperative Bestrahlung in der Behandlung des
resektablen Pankreaskarzinoms daher nicht etabliert.

Eine postoperative Radiochemotherapie verbesserte in einer randomisierten Studie
signifikant die Uberlebensdauer [Whittington 1991]. Weitere Untersuchungen
bestatigten den glnstigen EinfluB multimodaler Therapien auf die lokale
Tumorkontrolle, ohne dass sich ein signifikanter EinfluB auf die Uberlebenszeit
ergab.

Lokal fortgeschrittene, priméar nicht-resektable Pankreaskarzinome werden mit
einer primar palliativen oder praoperativen Radiochemotherapie behandelt. Mit Hilfe
einer praoperativen Radiochemotherapie kann versucht werden, ein Downstaging
und damit eine Resektabilitdt des Tumors zu erreichen. Mehrere Studien zeigten
allerdings, dass sich die Uberlebensrate durch die praoperative Radiochemotherapie
und anschlieBende Operation nur geringfligig verbesserte [GITSG 1986]. Lange Zeit
wurde eine Radiochemotherapie mit 5-Fluoruracil favorisiert. In neueren klinischen
Studien konnte eine verbesserte Effizienz durch den Einsatz von Gemcitabin in
Kombination mit 5-Fluoruracil oder Cisplatin erreicht werden [Wilkowski 2000, Heinemann
2002 (A), Wilkowski 2004, Wilkowski 2006, Heinemann 2006]. Da etablierte Therapieschemata
nicht vorliegen, wird empfohlen, die Patienten in klinischen Studien zu behandein.

Bei bereits metastasierten Pankreaskarzinomen kommt meist nur eine priméar

palliative Chemotherapie in Frage. Bisher ist lediglich die Gemcitabin-Monotherapie
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etabliert. In klinischen Studien werden gegenwaértig Kombinationstherapien aus
Gemcitabin und Cisplatin, 5-Fluoruracil, Docetaxel, lIrinotecan, Oxaliplatin oder
Capecetabine getestet [Heinemann 2002 (A), Heinemann 2002 (B)]. Eine aktuelle Phase-IlI-
Studie zeigt einen geringen Vorteil des medianen Uberlebens und progressionsfreien
Intervalls bei der Kombinationstherapie aus Cisplatin und Gemcitabin [Heinemann
2006]. Die Monotherapie soll vor allem bei alteren Patienten mit eingeschréanktem
Allgemeinzustand eingesetzt werden, da sie weniger toxisch und daher besser
vertraglich als die Kombinationstherapien ist [Heinemann 2002 (A), Heinemann 2002 (B),
Wilkowski 2004, Wilkowski 2006]. Eine Bestrahlung erfolgt bei diesen Patienten haufig zur

Schmerztherapie.

Palliative operative Eingriffe sind nur in Ausnahmefallen indiziert. So sollte ein
tumorbedingter VerschluB der Gallenwege, der nicht Uber eine Stentimplantation
therapierbar ist, mittels einer biliodigestiven Anastomose (Choledochojejunostomie)
versorgt werden. Zur Beseitigung einer Magenausgangsstenose  bei
Duodenalkompression ist eine Gastroenterostomie angezeigt.

Neueren Untersuchungen zufolge kdnnten sich zuklnftige Therapieregime aus
Zytostatika und Proteasomeninhibitoren zusammensetzen. Proteasomeninhibitoren
induzieren Apoptose in vielen Tumorzellen. Der zellpermeable Proteasomeninhibitor
MG 132 reduzierte deutlich das Wachstum einer Pankreaszelllinie in vitro [Wente
2005].

Die Prognose des Pankreaskarzinoms ist trotz verbesserter therapeutischer
Optionen infaust. Lediglich in 15 -20% der Falle ist eine Resektion des Tumors
moglich. Nach Resektion des Tumors liegt die 5-Jahresliberlebensrate bei knapp
20%, nach palliativer Therapie bei fast 0% [Li 2004]. Nur nach Resektion sehr kleiner
Tumoren ohne Lymphknotenbefall (T{NoMp) leben noch rund 30% der Patienten

nach finf Jahren [Heinemann 2001].
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2.4 Kolorektales Karzinom

2.4.1 Epidemiologie, Atiologie und Pathogenese

Das kolorektale Karzinom ist mit einer Inzidenz von 30 Neuerkrankungen auf 100000
Einwohner pro Jahr das zweithaufigste Karzinom bei Mannern und Frauen. An erster
Stelle steht beim Mann das Bronchial-, bei der Frau das Mammakarzinom. Rund
90% der kolorektalen Karzinome treten nach dem 50. Lebensjahr auf [Harrison 2005].
In den letzten Jahrzehnten konnte in der Bundesrepublik Deutschland die
Sterblichkeit des kolorektalen Karzinoms bei Mannern von 14,1 auf 10,6 und bei
Frauen von 13,8 auf 10,3 je 100000 Einwohner gesenkt werden [Schalhorn 2001].

Bei der Atiologie der kolorektalen Karzinome scheinen Umweltfaktoren eine Rolle
zu spielen. Allerdings konnte bis heute nicht bewiesen werden, dass eine direkte
Kausalitat zwischen ballaststoffarmer, protein- und fettreicher Erndhrung und einem
erhdhten Karzinomrisiko besteht [Harrison 2005]. Mdglicherweise haben langjahriger
Tabakkonsum und AlkoholgenuBB einen negativen Effekt, wahrend eine schnelle
Stuhlpassage, Acetylsalicylsdure, Ascorbinsdure und Folsaure eine protektive
Wirkung haben kénnten [Harrison 2005]. Zu den Risikogruppen zahlen Patienten

e mit kolorektalen Adenomen,

mit kolorektalen Karzinomen bei Verwandten 1. Grades,

mit Colitis ulcerosa und seltener mit M. Crohn,

mit Lynch-Syndrom (hereditary non-polyposis colorectal cancer, HNPCC)

und mit familiarer adenomatéser Polyposis (FAP).

Grundsatzlich lassen sich familiare, hereditare (etwa 15%) von sporadischen (etwa
85%) Karzinomen des Dickdarms unterscheiden. Die familiare und hereditare
Karzinomentstehung in Form des FAP- und des HNPCC-Syndroms stellen dabei

Modelle fir die Karzinogenese auch der sporadischen kolorektalen Karzinome dar.

Kolorektale Karzinome entstehen aus Epitheldysplasien, wobei mehr als 95%
dieser Dysplasien in Form von Adenomen auftreten. Die Tumorprogression vom

Normalgewebe Uber das Adenom zum Karzinom dauert rund flnf Jahre und wird
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durch eine Akkumulation verschiedener genetischer Verdnderungen verursacht.
Dabei werden Onkogene aktiviert und Tumorsuppressor-Gene inaktiviert. Ab einer
kritischen Gesamtzahl genetischer Veranderungen kann das anfangs noch
kontrollierte Wachstumsverhalten in ein unkontrolliertes malignes Wachstum
Ubergehen [Harrison 2005].

Am haufigsten sind kolorektale Karzinome im Rektum (60%) lokalisiert, seltener im
Sigma (20%), Colon ascendens (10%) und im restlichen Kolon (10%). Histologisch
handelt es sich in den meisten Fallen um ein Adeno-Karzinom [Schalhorn 2001].

2.4.2 Kilinik und Diagnostik

Kolorektale Karzinome kénnen relativ lange symptomlos bleiben. Mégliche
Frihsymptome sind Veranderungen der Stuhlgewohnheiten, Obstipation, zum Teil
abwechselnd mit Durchfall, Tenesmen, Blutabgéngen, Leistungsminderung und
Mudigkeit [Harrison 2005]. Spatsymptome stellen Andmie, Schmerzen oder ein lleus
dar. Blutbeimengungen im Stuhl oder ein positiver Hamokkult-Test indizieren immer
die diagnostische Abklarung des gesamten Dickdarms, auch bei bekannten
Hamorrhoiden [Schalhorn 2001].

Neben der Anamnese stellt die digital-rektale Untersuchung eine wichtige und
jedem Arzt verfligbare diagnostische MaBnahme dar. Etwa die Halfte der
Rektumkarzinome liegt im tastbaren Bereich. Die genaue Lage und Hbéhe rektaler
Malignome wird mit einem starren Rektoskop festgestellt. Der Abstand des Tumors
zur Analmuskulatur entscheidet, ob eine kontinenzerhaltende Operation mdglich ist.
Grundsatzlich sollte anschlieBend der gesamte Dickdarm gespiegelt werden, da in
2 - 5% multiple Tumoren vorliegen. Wenn eine Koloskopie nicht mdglich ist, ist die
axiale Computertomographie mit Dreifach-Kontrast (oral, intravenés und rektal)
indiziert. Mit Hilfe der Endosonographie kénnen Infiltrationstiefe und die lokale

Operabilitat beurteilt werden.

Zum Staging ist eine Réntgenuntersuchung des Thorax in zwei Ebenen und eine
abdominelle Sonographie erforderlich. Zusatzlich kénnen mittels Computertomo-

26



graphie unklare Befunde und paraaortale Lymphknotenstationen abgeklart werden.

Das karzinoembryonale Antigen (CEA) und CA 19-9 eignen sich wegen zu geringer
Sensitivitdt und zu niedriger Spezifitat nicht als Screening- oder Diagnostik-Marker
[Lamerz 2004]. Ist ein kolorektales Karzinom aber einmal diagnostiziert, kénnen diese
biologischen Marker als Verlaufsparameter herangezogen werden, um
therapeutische Effizienz und Prognose abzuschatzen und insbesondere friihzeitig
Lokalrezidive und Fernmetastasen zu entdecken. [Reiter 2000, Duffy 2003].

2.4.3 Therapie und Prognose

Die Totalresektion eines kolorektalen Malignoms ist die optimale Behandlung. Etwa
85% der rektalen Karzinome sind im oberen oder mittleren Drittel lokalisiert. Dort
kann meist eine sphinktererhaltende anteriore bzw. tiefe anteriore Rektumresektion
vorgenommen werden. Befindet sich der Tumor im unteren Drittel des Rektums,
kann h&ufig nicht mehr kontinenzerhaltend operiert werden. In solchen Fallen ist eine
abdominoperineale Rektumexstirpation mit Anlage eines endstandigen Anus praeter
sigmoidalis  indiziert. = Bei  Kolonkarzinomen werden der tumortragende
Dickdarmabschnitt mit seinem Mesenterium und die regionalen LymphabfluBgebiete
en-bloc reseziert. Je nach Tumorlokalisation bedeutet dies eine Hemikolektomie oder
eine Kolon-Transversumresektion. Die Erfahrung und Sorgfalt des Operateurs
beeinflusst dabei die Prognose erheblich. Von Spezialisten operierte Patienten
weisen stadienabhangig bis zu 30% bessere 5-Jahresiberlebensraten auf als
Patienten, die sich bei ,Nichtspezialisten* den Tumor entfernen lieBen [Myerson 1995].

Im AnschluB an eine Tumorresektion wird je nach Tumorstadium eine
postoperative Chemo- oder Radiochemotherapie empfohlen. Im UICC-Stadium IlI,
also bei regionalem Lymphknotenbefall, konnte durch eine postoperative Therapie
die Prognose um 10% verbessert werden [GITSG 1992]. Randomisierte Studien zur
Behandlung des Rektumkarzinoms zeigten fir die Kombination aus Operation und
postoperativer Radiochemotherapie signifikant hdhere Uberlebensraten als nach
Resektion oder als nach Resektion und postoperativer Bestrahlung. Aufgrund dieser

Ergebnisse empfahl die Consensus Development Conference des National Institute
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of Health 1990, die postoperative Radiochemotherapie fiir das Rektumkarzinom im
UICC-Stadium 1l und Il [NIH 1990]. Allerdings erwies sich bei RO-resezierten lokal
fortgeschrittenen Tumoren (T3, T4) oder bei Lymphknotenbefall die alleinige
Chemotherapie gegeniber der zusatzlichen Bestrahlung als gleichwertig hinsichtlich
der overall recurrence [Wolmark 2000]. Es zeigte sich lediglich ein Unterschied in der
Lokalrezidivrate, das Uberleben &nderte sich dadurch nicht.

Eine intraoperative Radiotherapie wurde bisher nur in speziellen Zentren bei lokal
fortgeschrittenen Rektumkarzinomen angewandt. Diese Methode bietet den Vorteil,
eine hohe Strahlendosis unter Umgehung strahlenempfindlicher Strukturen und
Organe zu applizieren [Eble 1994]. Aufgrund fehlender klinischer Studien ist der
Stellenwert dieser Therapie unklar und nicht als Standardverfahren anzusehen
[Schalhorn 2001].

Eine préoperative Radiochemotherapie hat das Ziel, durch das sogenannte
Downstaging bzw. Downsizing die Bedingungen flur eine kurative Resektion zu
verbessern [Meade 1995]. Zusatzlich hofft man dadurch Mikrometastasen in den
umgebenden Geweben und Lymphknoten zu eliminieren, die wahrend eines
chirurgischen Eingriffs ausgeschwemmt werden kénnten. Das Ansprechen der
Therapie kann nach einer prospektiven Pilotstudie durch FDG-Positronen-
Emissionstomographien kontrolliert werden [Guillem 2000]. Eine alleinige praoperative
Strahlentherapie ist sinnvoll, wenn eine kombinierte Radiochemotherapie nicht
maoglich ist. In verschiedenen randomisierten Studien wurden eine geringere Rate an
Lokalrezidiven und ein deutlicher Uberlebensgewinn erreicht [Coucke 1995]. Eine
Studie verglich die préaoperative mit der postoperativen Radiochemotherapie. Dabei
zeigten die préoperativ behandelten Patienten ein signifikant langeres Uberleben
[Myerson 1995].

Die Prognose steht in engem Zusammenhang mit dem Tumorstadium. Die
5-dahreslberlebensrate nimmt vom UICC-Stadium | mit rund 75% bis zum Stadium
IV, das nur etwa 5% langer als flnf Jahre Uberleben, stark ab. Im Durchschnitt lebt
etwa die Halfte der Patienten noch nach flnf Jahren [Harrison 2005].
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3 Patienten und Methoden

3.1 Patienten

Diese Doktorarbeit fand im Rahmen einer prospektiven Studie statt (s. Ethikantrag im
Anhang, Kapitel 8.2). Die Ethik-Kommission der Ludwig-Maximilian-Universitat
Minchen hat den Antrag zu dieser Studie bewertet und genehmigt. Vor der ersten
Blutentnahme wurden alle Patienten Gber die Studie von mir persénlich umfassend
informiert und aufgeklart. Aufgenommen wurden ausschlieBlich erwachsene
Personen mit vollstdndiger Aufklarungs- und Zustimmungsfahigkeit. Von jedem
dieser Patienten musste eine schriftliche Erklarung der informierten Zustimmung vor-
liegen. Alle in die Studie aufgenommenen Patienten befanden sich auf den drei
Stationen H22, K21 und K22 der Strahlentherapie und Radioonkologie im Klinikum
GroBhadern. Wahrend der gesamten Behandlungsdauer wurden diese Patienten
intensiv. durch  mich betreut. Samtliche Blutabnahmen inklusive der
Routineabnahmen zu den in der Studie definierten Zeitpunkten erfolgten Uber einen
Zeitraum von mehr als zwei Jahren durch mich persénlich. Diese intensive Beglei-

tung der Patienten fihrte zu einer ausgezeichneten Compliance fast aller Patienten.

Im Zeitraum von Dezember 2001 bis Februar 2003 wurden 57 Patienten,
(15 Frauen (W) und 42 Manner (M)) mit der Diagnose Pankreas-Karzinom
(28 Patienten), Gallengang- bzw. Gallenwegskarzinom (4 Patienten), Rektum-
Karzinom (24 Patienten) oder Sigma-Karzinom (1 Patient) in die Studie
aufgenommen. Das Alter der Patienten zum Zeitpunkt des Therapiebeginns betrug

im Median 65 Jahre. Die Altersverteilung lag in einem Bereich von 45 bis 81 Jahren.

Alle 57 Patienten erhielten eine kombinierte Radiochemotherapie an der Klinik und
Poliklinik far Strahlentherapie und Radioonkologie im Klinikum GroBhadern,

Minchen.

3.1.1 Patienten mit Pankreaskarzinomen

Die Einteilung der Patienten mit einem Karzinom der Bauchspeicheldriise oder der
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Gallenwege erfolgte stadiengerecht nach den UICC-Kriterien (Union Internationale
Contre le Cancer) von 1997 (s. Tab. 1). Zu Beginn der Behandlung befanden sich je
ein Patient im Stadium | und Il. Zehn Patienten waren im Stadium Il nach der UICC-
Klassifikation, hatten also einen auf die Bauchspeicheldriise begrenzten oder in die
unmittelbar benachbarten Strukturen infiltrierenden Tumor, zum Teil mit regionalem
Lymphknotenbefall. Das Stadium IVA mit lokal fortgeschrittenem Tumorbefall wiesen
19 Patienten auf. Bei einem Patienten war keine Stadienklassifizierung mdglich
(s. Tab. 2).

Bei allen zehn post-operativ behandelten Patienten konnte anhand der Histologie
ein Lymphknotenbefall nachgewiesen werden. In der Gruppe der primar behandelten
Patienten wurden elf Patienten als nodal positiv und sieben Patienten als nodal
negativ bewertet. Bei vier Patienten konnte der Lymphknotenstatus nicht sicher

klassifiziert werden.

UICC-Stadium Primartumor Lymphknoten Metastasen
Stadium 0 Tis N O M 0
Stadium | T1-2 N O M 0
Stadium Il T3 NO M O
Stadium 1l T1-3 N 1 M 0
Stadium IVA T4 jedes N MO
Stadium IVB jedes T jedes N M1

Tab. 1: Einteilung von Patienten mit Pankreaskarzinomen bezogen auf das TNM-Stadium nach
den UICC-Richtlinien von 1997.

Alle Karzinome des Pankreas oder der Gallengdnge bzw. —blase wurden
histologisch bestétigt (n = 32). Das histologische Praparat wurde entweder aus dem
Operationsresektat oder mittels einer Punktion gewonnen. Histologisch konnte ein
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duktales Adeno-CA bei 28 Patienten gesichert werden. Zwei Patienten wiesen ein
muzindses Adeno-CA und bei zwei weiteren Patienten konnte lediglich die Diagnose

eines Karzinoms ohne weitere Klassifizierung gestellt werden.

Das histopathologische Grading wurde bei 28 Patienten erfasst. Davon hatten zwei
Patienten ein gut differenziertes Adeno-CA (G1), 13 Patienten ein maBig
differenziertes Adeno-CA (G2) und bei 13 Patienten konnte ein schlecht
differenziertes Adeno-CA (G3) nachgewiesen werden.

Das Patientenkollektiv wurde in drei Behandlungsgruppen unterteilt:

e Postoperative Radiochemotherapie (n = 10)
e Primare Radiochemotherapie (n = 21)

e Rezidiv-Radiochemotherapie (n = 1)

Initial wurden zehn Patienten als operabel eingeschatzt. Bei diesen Patienten
wurde der Tumor reseziert und anschlieBend eine additive postoperative
Radiochemotherapie durchgefiihrt. Eine Whipple’sche Operation erhielten sechs
Patienten (alle mit R1-Resektion und alle mit Lymphknotenbefall). Bei zwei Patienten
mit  Tumorsitz im Pankreaskorpus oder —schwanzbereich wurde eine
Pankreaslinksresektion mit Splenektomie durchgefihrt (beide mit R1-Resektion und
Lymphknoten positiv). Zwei Patienten mit einem Karzinom der Gallenwege wurden
mit einer Hepatojejunostomie und erweiterten Cholezystektomie behandelt (beide
R1-Resektion und N1). Alle zehn resezierten Patienten wurden anschlieBend mit
einer post-operativen Kombination aus Bestrahlung und simultaner Chemogabe
therapiert. Ein lokal fortgeschrittenes priméar inoperables Karzinom lag bei 21
Patienten vor und diese Patientengruppe erhielt eine primare Radiochemotherapie.
Ein Patient mit einem ausschlieBlich lokalen Rezidiv des Pankreastumors wurde mit
einer Rezidiv-Radiochemotherapie behandelt (s. Tab. 2). Fir die weitere Auswertung
wurde der Patient mit einem Tumorrezidiv aufgrund des gleichen Therapieansatzes

zu der Gruppe der primar behandelten Patienten gezahilt.
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Post-operative RCT | Primare/Rezidiv-RCT | Gesamt
Patientenzahl 10 22 32
Geschlecht w/ m 1/9 9/13 10/22
Alter Median (Jahre) 65 65 65
Altersbereich (Jahre) 44 — 80 52 —-76 45 — 81
UiCC I -1l 1 1 2
uIiCC Il 7 3 10
UICC IVA 2 17 19
Keine Klassifikation 0 1 1
T2 2 0 2
T3 5 4 9
T4 3 17 20
Keine Klassifikation 0 1 1
N 0 0 7 7
N 1 10 11 21
Keine Klassifikation 0 4 4
G1 1 1 2
G2 5 8 13
G3 4 9 13
Keine Klassifikation 0 4 4

Tab. 2: Alter der behandelten Patienten mit Pankreaskarzinom, Geschlechtsverteilung,
Krankheitsstadium nach UICC-Klassifikation, Lymphknotenstatus und histopathologischem Grading
(nicht bei allen Patienten erfaBt). Unterteilung des Patientenkollektivs nach Therapieart in post-
operative Radiochemotherapie (RCT) und priméare bzw. Rezidiv-Radiochemotherapie (RCT).
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3.1.2 Patienten mit kolorektalem Karzinom

Die Einteilung der Patienten mit kolorektalem Karzinom nach Tumorstadien erfolgte
anhand der DUKES bzw. UICC-Kriterien (s. Tab. 3). Bei der Diagnose befand sich
ein Patient im Stadium A und 11 Patienten waren im Stadium B nach der DUKES-
Klassifikation, hatten also einen auf den Mastdarm begrenzten oder in die
unmittelbar benachbarten Strukturen infiltrierenden Tumor ohne regionalen
Lymphknotenbefall. Das Stadium C mit lokalem Lymphknotenbefall von 1-3
Lymphknoten (N1) oder mehr als 4 Lymphknoten (N2) wiesen 10 Patienten auf. Bei
drei Patienten war zum Zeitpunkt der Diagnose bereits eine Fernmetastasierung

eingetreten (Stadium D).

Von allen postoperativ behandelten Patienten wurde bei einem Patienten ein

Lymphknotenbefall  nachgewiesen, bei drei Patienten bestand keine

Lymphknotenbeteiligung. Bei den Patienten der neoadjuvanten und Rezidiv-Gruppe

wurden neun als nodal negativ und 12 als nodal positiv eingestuft.

DUKES uicC
Primartumor Lymphknoten Metastasen
-Stadium -Stadium
- — |

Stadium A I T1-2 N O MO
Stadium B ! T3-4 NO MO
Stadium C ]! jedes T N 1-2 MO
Stadium D v jedes T jedes N M 1

Tab. 3: Einteilung von Patienten mit Rektumkarzinom bezogen auf das TNM-Stadium nach den
DUKES- und UICC-Richtlinien.

Ein histologischer Nachweis eines Rektum- oder Sigmakarzinoms liegt bei allen 25

Patienten vor. Die Histologie wurde entweder aus dem Operationspraparat oder einer
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Punktion gewonnen. Histologisch konnte bei allen Patienten ein Adeno-CA gesichert

werden.

Das histopathologische Grading wurde bei 23 der 25 Patienten erfasst. Davon
konnte bei 19 Patienten ein maBig differenziertes Adeno-CA (G2) und bei vier
Patienten ein schlecht differenziertes Adeno-CA (G3) nachgewiesen werden. Bei

zwei Patienten waren keine Angaben zum Grading mdglich.
Das Patientenkollektiv wurde in drei Behandlungsgruppen unterteilt:

e Adjuvante Radiochemotherapie (n = 4)
¢ Neoadjuvante Radiochemotherapie (n = 13)

e Rezidiv-Radiochemotherapie (n = 8)

Bei vier Patienten lag ein operables Tumorstadium vor. Bei diesen Patienten wurde
der Tumor reseziert und anschlieBend eine adjuvante Radiochemotherapie
durchgefuhrt. Drei Patienten erhielten eine tiefe anteriore Rektumresektion, die alle
histopathologisch als RO-Resektionen eingestuft wurden. Bei einem Patienten mit
Tumorsitz im rektosigmoidalen Ubergangsbereich wurde eine Sigma- und
Rektumresektion durchgefihrt. Auch in diesem Fall handelte es sich um eine RO-
Resektion. Alle vier resezierten Patienten wurden anschlieBend mit einer adjuvanten
Kombination aus Bestrahlung und simultaner Chemotherapie behandelt. Ein lokal
fortgeschrittenes Karzinom lag bei 13 Patienten vor und diese Patientengruppe
erhielt eine neoadjuvante Radiochemotherapie. Acht Patienten mit einem lokalen
Rezidiv eines Rektumkarzinoms wurden mit einer Rezidiv-Radiochemotherapie
behandelt (s. Tab. 4).
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Adjuvante RCT Neanc{j(j:u_I\_/ ante Rezidiv-RCT Gesamt
Patientenzahl 4 13 8 25
Geschlecht w/ m 2/2 3/10 0/8 5/20
Alter Median (Jahre) 65 64 64 64
Altersbereich (Jahre) 54 - 75 47 —76 47 -73 47 - 76

UICC | 0 0 1 1

UICC I 3 6 2 11

UICC 1l 1 6 3 10

UICC IV 0 1 2 3

T1 0 0 1 1

T2 0 0 2 2

T3 3 9 4 16

T4 1 4 1 6

NO 3 6 3 12

N 1 1 7 5 13

G1 0 0 0 0

G2 3 10 6 19

G3 1 2 1 4

Keine Klassifikation 0 1 1 2

Tab. 4: Alter der behandelten Patienten mit Rektumkarzinom, Geschlechtsverteilung,

Krankheitsstadium nach DUKES-KIassifikation, Lymphknotenstatus und histopathologisches Grading
(nicht bei allen Patienten erfaBt). Unterteilung des Patientenkollektivs nach Therapieart in adjuvante,
neoadjuvante bzw. Rezidiv-Radiochemotherapie (RCT).
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3.1.3 Radiochemotherapie

Eine Radiochemotherapie setzt sich zusammen aus Bestrahlung und simultaner

Applikation von Chemotherapeutika.

3.1.3.1 Strahlentherapie

Die Strahlentherapie des lokalen Befundgebietes wurde in der Regel mit 15 MV
Photonen eines Linearbeschleunigers in isozentrischer Drei- oder Vierfeldertechnik
und unter Verwendung individueller Kollimation durchgefihrt. Sie erfolgte in
konventioneller Fraktionierung mit einer Einzeldosis von 1,8 Gy an finf Tagen pro
Woche. Mit Ausnahme der Rektum-Rezidive wurden insgesamt 25
Bestrahlungsfraktionen in finf Wochen verabreicht. Die applizierte Gesamtdosis
betrug im Median 45,0 Gy (Dosierung entsprechend der International Commission of
Radiation Units and Measurements, ICRU 50). Vorbehandelte Rektum-Rezidive
wurden mit 17 Fraktionen von 1,8 Gy bestrahlt. Dies entspricht einer Gesamtdosis
von 30,6 Gy.

Das Zielvolumen umfaBte den primaren Tumorsitz mit einem Sicherheitsabstand
von etwa 2 — 3 cm, sowie die funktionell angrenzenden Lymphknotenstationen. Bei
Karzinomen des Pankreaskopfes sind dies die peripankreatischen Lymphknoten, die
Leberhilus-Lymphknoten und die zd6liakalen Lymphknoten. Die suprapankreatischen
Lymphknoten und der Milzhilus gehdéren mit zum Bestrahlungsfeld bei Malignomen

des Pankreaskorpus bzw. —schwanzes.

Bei Patienten mit Rektumkarzinom wurde die Primartumorregion mit einem
entsprechenden Sicherheitsabstand bestrahlt. Die iliakal-internen und die
prasakralen Lymphknoten gehéren zum Bestrahlungsfeld. Liegen Tumoren weniger
als 6 cm vom Anus entfernt, wird zuséatzlich die Analregion bestrahlt.

Die Bestrahlung wurde individuell mittels 3D-Berechnung (HELAX-Planung), CT-

Querschnittsbildern und entsprechenden Rekonstruktionen geplant.
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3.1.3.2 Chemotherapie

Als Chemotherapeutika wurden beim Pankreakarzinom zwei verschiedene
Kombinationen simultan zur Radiotherapie appliziert:

1. Gemcitabine (300 mg/m? KOF) und Cisplatin (30 mg/m? KOF)
2. Gemcitabine (300 mg/m? KOF) und 5-Fluoruracil (350 mg/m? KOF)

Dabei wurde bei der ersten Kombination Gemcitabine und Cisplatin an den Tagen
1, 8, 22 und 29 der Bestrahlung verabreicht. Diese Kombination erhielten 22
Patienten. Alternativ wurde zehn Patienten Gemcitabine an den Tagen 1, 15 und 29

der Bestrahlung und 5-Fluoruracil bestrahlungstaglich gegeben.

Alle Patienten mit kolorektalem Karzinom erhielten das Chemotherapeutikum
5-Fluoruracil. Je nach Therapieart erfolgte die Gabe in unterschiedlicher Dosierung
und verschiedenen Abstanden. RO-resezierte Patienten erhielten 500 mg/m? KOF als
24-Stunden-Dauerinfusion in der ersten und finften Woche der Bestrahlung. In der
prioperativen oder Rezidiv-Situation wurde den Patienten 350 mg/m? KOF
bestrahlungstaglich verabreicht.

3.2 Kilinische Bewertung der Therapieeffizenz

Tumortherapien beruhen auf evidenzbasierten Studien und empirischen Daten.
Mittlerweile kennt man zahlreiche zytogenetische Veranderungen, die zu
Malignomen flhren kdnnen. In einem Kollektiv von Tumorpatienten existieren viele
verschiedene zytogenetische Mutationen nebeneinander. Die Zusammenhénge
zwischen genetischen Veranderungen und Wirkmechanismen von
Chemotherapeutika sind nur in Ansatzen erforscht. Daher kann im Einzelfall ein
Therapieansprechen nur schwer vorhergesagt werden.

Zur Kontrolle der Therapieeffizienz erfolgen im Verlauf und nach AbschluBB der
Therapie Ublicherweise Staging-Untersuchungen mittels bildgebender Verfahren und
bestimmter Blutparameter in definierten Abstanden. Je nach Tumorstadium und

durchgefihrter Therapie werden unterschiedliche Untersuchungen und Tests
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empfohlen. Allerdings divergieren diese Empfehlungen erheblich zwischen den
groBen Organisationen, wie etwa der European Society of Medical Oncology
(ESMO), European Group on Tumor Markers (EGTM), des National Comprehensive
Cancer Network (NCCN) und der American Society of Clinical Oncology (ASCO) [Van
Cutsem 2005 (A), Van Cutsem (B), Engstrom PF 2005 (A), Engstrom PF 2005 (B), Locker 2006].

Die im Klinikum Grosshadern verwendeten Leitlinien empfehlen zur
Effizienzkontrolle vor und nach Therapie den Tumormarker CEA bei kolorektalen
Karzinomen und CA 19-9 bei Tumoren des Pankreas zu bestimmen. Zusatzlich wird
als bildgebendes Verfahren haufig die Computertomographie eingesetzt, meist
kombiniert von Thorax und Abdomen. Wahrend einer Radiochemotherapie wird die
Therapieeffizienz nicht kontrolliert. Verlaufskontrollen im Anschluss an eine Therapie
erfolgen leider uneinheitlich, unter anderem aufgrund fehlender konkreter Richtlinien.
Hierbei stellt die maBige Compliance einiger Patienten eine zusatzliche Problematik

dar.

Mittels bildgebender Untersuchungen lasst sich meist erst nach mehreren Wochen
bis Monaten das Therapieansprechen einschatzen. Bisher existieren keine
geeigneten Methoden, frihzeitiger die Effizenz einer Therapie anzuzeigen. Viele
Tumorpatienten verlieren dadurch wertvolle Lebenszeit, bis erkannt wird, dass eine
Therapie insuffizient war. Es wéare daher sehr wiinschenswert das Ansprechen auf
die Tumortherapie frihzeitiger abschatzen zu kénnen, um Nebenwirkungen

verhindern und eine Therapie optimieren oder wechseln zu kénnen.

Zudem ist die Beurteilung bildgebender Untersuchungen oft nicht standardisiert
und variiert deutlich, abhangig von verwendeter Technik und vom Erfahrungsgrad
des Untersuchers. Die im AnschluB an eine Radiochemotherapie auftretenden
postradiogenen Veranderungen des Tumors sowie des umgebenden Gewebes
erschweren zusétzlich die Beurteilung bildgebender Verfahren. In dieser Arbeit
wurden daher alle bildgebenden Befunde durch einen erfahrenen Radiologen erneut

detalliert validiert.

In unserer Studie wurde die Therapieeffizienz beim Pankreaskarzinom mittels
CA 19-9 und Computertomographie vor und nach Therapie tberprift. Im Anschluss

an eine Therapie wurden in etwa dreimonatigen Abstdnden CA 19-9 bestimmt und
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Computertomographien durchgefihrt. Das progressionsfreie Intervall wurde definiert
als Zeitraum ohne Anstieg des pratherapeutischen CA 19-9—Wertes um mehr als
100%. Aufgrund der in der Literatur beschriebenen schwierigen und
untersuchervariierenden Beurteilung bildgebender Verfahren wurde diese Diagnostik
fir die Progressbeurteilung zugunsten von CA 19-9 zurlickgestellt [Heinemann
1999,Stemmler 2003,Boeck 2006].

Bei kolorektalen Karzinomen wurde die Therapieeffizienz mittels CEA und
Computertomographie pra- und postoperativ kontrolliert. Zusatzlich wurde bei
praoperativ behandelten Patienten das klinische Staging vor Therapiebeginn mit dem
histopathologischem Staging nach Tumorresektion verglichen. Dies stellte die
praziseste Untersuchung dar. Alle postoperativ behandelten Patienten wurden in
etwa halbjahrlichem Abstand klinsch und laborchemisch kontrolliert. Kein Patient
entwickelte ein Lokalrezidiv oder Metastasen. Daher wurden diese Patienten als
Kontrollkollektiv ohne Tumorlast (R0O-Resektion) herangezogen.

3.3 Methoden

3.3.1 Gewinnung und Vorbehandlung der Serumproben

Die Zeitpunkte der Blutentnahme wurden so gewahlt, dass sie im normalen
klinischen Ablauf vorgenommen werden konnten. Nach Méglichkeit wurden sie mit
anfallenden Routineabnahmen zusammengelegt. Die eigenhandig durchgeflhrten
Blutabnahmen erfolgten vor Beginn der Therapie, sechs Stunden nach der ersten
Bestrahlung, taglich innerhalb der ersten Woche, einmal wdchentlich wahrend der
folgenden Wochen und am Ende der Therapie. Bei einigen Patienten wurden
zusatzlich, zum Zeitpunkt der Kontrolluntersuchungen, einige Monate nach der
Radiochemotherapie Blutproben entnommen.

Aus einer Cubitalvene wurde mdglichst hdmolysefrei 10 ml Blut in ein Kaolin-
Kugeln enthaltendes Réhrchen (Fa. Kabe) entnommen. Fir die Bestimmung der
Nukleosomen verwendeten wir Serumproben. Die praanalytische Behandlung der
Proben erfolgte in der von Holdenrieder et al. beschriebenen Weise [Holdenrieder 2001
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(B)]. Im Einzelfall wurde das Vollblut spatestens ein bis zwei Stunden nach der
Entnahme fiir etwa 15 min bei 3000 g zentrifugiert. Der Uberstand vom Blutkuchen
wurde abgesert. 900 ul diese Serums wurden mit 100 ul einer 100 mM EDTA-L&sung
(Ethylendiamin-Tetraacetet) versetzt, gut gemischt und bei 4 °C im Kihlschrank
gelagert. Méglichst bald wurden die stabilisierten Seren in 2 ml PlastikgefaBe der Fa.
Greiner mit Schraubverschluss gefillt. Insgesamt wurden zwei Aliquots mit EDTA-
versetztem Serum und drei weitere mit nativem Serum, jeweils mit etwa 500 pl
Volumen, bei -80 °C tiefgefroren. Innerhalb eines halben Jahres wurde von jeder
Blutabnahme eines der stabilisierten EDTA-Seren aufgetaut und darin durch mich
persénlich die Konzentration der Nukleosomen sowie der biologischen Marker CEA,
CA 19-9 und CYFRA 21-1 gemessen.

3.3.2 Bestimmung der Nukleosomen

FiOr die Quantifizierung der Konzentration von Nukleosomen im Serum wurde der
Cell Death Detection-ELISAP“® (CDDE-Test) von Roche Diagnostics, Mannheim
(Katalog-Nummer 1774425) verwendet. Dieser nicht-kompetitive Enzym-Linked-
Immuno-Sorbent-Assay (ELISA) beruht auf dem Sandwichprinzip. Dabei werden die
Nukleosomen spezifisch von zwei monoklonalen Maus-Antikérpern, die gegen
Histone und DNA gerichtet sind, gebunden. Der Anti-Histon-Antikdrper bindet
zusatzlich an die Mikrotiterplatte und stellt den Festphasen-Antikérper dar. Der Anti-
DNA-Antikérper ist mit dem Enzym Peroxidase markiert, welches das Substrat ABTS
(2,2’-azino-di(3-ethylbenzthiazolin-sulfonat)) umsetzt (s. Abb. 4). Damit es zu einer
Farbreaktion kommt, missen beide Nukleosomenkomponenten, Histone und DNA,
vorhanden sein. Die Anzahl an Nukleosomen, die von Antikdrpern gebunden wird, ist
proportional zur entstehenden Farbentwicklung. Dies erméglicht die photometrische
Messung und Quantifizierung der Nukleosomen in einer Serumprobe mit Hilfe einer
Kalibrationskurve.
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Streptavidin- Biotinylierte Serumprobe Anti - DNA - ABTS

beschichtete Anti - Histon - mit Antikérper mit  Substrat

Mikrotiterplatte Antikorper Nukleosomen Peroxidase (POD)

Abb. 4: Testprinzip des Cell-Death-Detection-ELISAP"® (CDDE-Test).

Far diesen ELISA werden verschiedene Materialien bendétigt, die teils gebrauchsfertig

mitgeliefert werden oder vor dem Test hergestellt werden missen:

PBS (Phosphate Buffer Saline): Gebrauchsfertige Lésung, die 8,0 g NaCl,

0,2 g KCl, 1,44 g NazHPO4* 2 H,O und 0,2 g KH2PO4 in einem Liter Wasser
enthalt und auf pH = 7,4 justiert ist.

Inkubationspuffer: Gebrauchsfertige Lésung, die PBS mit 1%
Rinderserumalbumin, 0,5% Tween 20 und 1 mM EDTA enthalt.

Anti-Histon-Biotin: Tablette eines lyophilisierten und biotinylierten Anti-Histon-AK

Panels, die in 450 pl bidestillierten Wasser aufgeldst wird.

Anti-DNA-POD: Tablette eines lyophilisierten und Peroxidase markierten Anti-
DNA-AK Panels, die in 450 pl bidestillierten Wasser aufgeldst wird.

Immunreagens: 1/20 Volumenanteile der biotinylierten Anti-Histon-Antikdrper und

1/20 Volumenanteile der Peroxidase markierten Anti-DNA-Antikérper werden
vorsichtig mit 18/20 Volumenanteilen Inkubationspuffer homogenisiert.

Substratpuffer: Gebrauchsfertige Lésung, die 1047,5 mg Zitronenséure, 62,5 mg
Natriumperborat * 3 H.O, 9,77 mg CaCl, * H,O, 1335 mg Na;HPO4 * 2 H,O in
125 ml enthalt und auf pH = 4,5 justiert ist.

41



e Substrat: Drei Tabletten mit 2,2’-azino-di(3-ethylbenzthiazolin-sulfonat) (ABTS),
die unmittelbar vor Gebrauch in 15 ml Substratpuffer gelést werden und
lichtgeschutzt gelagert werden mussen.

e Streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatte und Adhésiv-Folien.

Die fur diesen CDDE-Test verwendeten Anti-Histon-Antikbrper stammen aus dem
Mausklon H 11-4 und besitzen eine spezifische Affinitat flr die Histone H2a, H2b, H3
und H4. Die Anti-DNA-Antikérper wurden im Mausklon M-CA-33 gezlchtet und
erkennen Einzel- und Doppelstrang-DNA. Durch das Sandwichverfahren werden nur
nukledre Mono- und Oligonukleosomen aus eukaryontischen Zellen erfaBBt. In
Mitochondrien und prokaryontischen Zellen, wie Bakterien, Rickettsien und Viren ist
die DNA nicht mit Histonen assoziiert und kann deshalb auch nicht in Form von
Nukleosomen vorliegen. Auch RNA ist nicht an Histone gebunden und wird ebenfalls
beim CDDE-Test nicht detektiert [Plattner 1997].

Die Testdurchfihrung erfolgte wie von Holdenrieder et al. beschrieben [Holdenrieder
2001 (B)]: Nach dem Auftauen wurden die Proben fiir drei Sekunden mit dem Vortex
homogenisiert und mit dem Inkubationspuffer im Verhaltnis 1:4 (20 yl Serum und
60 pl Inkubationspuffer) verdinnt. Diese verdinnten Serumproben wurden nochmals
fir drei Sekunden ,gevortext® und daraus je 20 ul in eine Vertiefung einer
Mikrotiterplatte pipettiert. Dazu wurden 80 yl des Immunreagens, bestehend aus
biotinylierten Anti-Histon-Antikérpern, Peroxidase-markierten, Anti-DNA-Antikdrpern
und Inkubationspuffer, gegeben, mit einer Adh&sivfolie bedeckt und flr zwei Stunden

auf einem Mikrotiterplatten-Ruttler bei etwa 500 U/min inkubiert.

Wahrend der zweistiindigen Inkubationszeit bindet der Anti-Histon-Antikérper an
die Proteinkomponente der Nukleosomen und fixiert diesen Komplex mit Hilfe des
Biotins an der Streptavidin-beschichteten Mikrotiterplatte. Zusatzlich reagiert der Anti-
DNA-Antikérper mit der DNA-Komponente der Nukleosomen.

Die nicht gebundenen Antikérper werden durch dreimaliges Waschen mit je 300 bis
400 pl Inkubationspuffer entfernt. Die fixierten Antikdrper-Komplexe werden mit
100 pl ABTS (2,2’-Azinodi(3-ethylbenzthiazolin-sulfonat)) inkubiert, anschlieBend die
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Mikrotiterplatte mit einer Adhasivfolie verschlossen und bei 500 U/min geruttelt. Das
Substrat reagiert mit dem Enzym Peroxidase der Anti-DNA-Antikérper und bewirkt
eine zu den gebundenen Antikérpern proportionale Farbverdnderung, die
photometrisch bei &=405 nm gegen die Substratlbsung als Blank

(Referenzwellenlange & = 492 nm) quantifiziert wird.

Fir eine direkte Quantifizierung der Nukleosomen mit hoher Vergleichbarkeit
zwischen  verschiedenen  Testlaufen wurde eine  Standardkurve  aus
nukleosomenreichem Referenzmaterial hergestellt. Dieses Referenzmaterial wurde
vor der Durchfihrung des Tests mit Inkubationspuffer so verdiinnt, dass nach einer
definierten Farbentwicklungszeit von 30 Minuten die niedrigste Verdinnungsstufe
Extinktionswerte von etwa 2500 milli-Units (mU) optischer Dichte erreichte. Dieser
Wert liegt im oberen MeBbereich des Photometers. Diese Verdlnnung setzte sich
aus einem Volumenanteil Referenzmaterial und 23  Volumenanteilen
Inkubationspuffer zusammen (1:24). Durch weitere Verdinnungsschritte (1:32, 1:48,
1:64, 1:96) wurde eine lineare Standardkurve erstellt, die durch den Ursprung des

Koordinatensystems lauft.

Urspriinglich wurden als MeBeinheit sogenannte Arbitrary Units (AU) definiert.
Diese geschatzten Units geben eine an der Standardkurve orientierte, relative
Konzentrationsangabe der  Nukleosomen im  getesteten Material an.
DefinitionsgemaRB erhielt der hdéchste Standardwert einen relativen Wert von
1000 AU. Durch die Bestimmung des DNA-Gehalts in einem definierten Standard
konnte eine Umrechnung von Arbitrary Units auf Nanogramm pro Milliliter erfolgen.
1000 AU entsprechen dabei 572 ng/ml.

3.3.3 Messung von Tumormarkern

Aus jeder Blutprobe wurden neben den Nukleosomen auch Tumor-assoziierte
Antigene bestimmt. Aus den nativen Seren der Rektum- und Pankreas-Patienten
wurden Carcino-Embryonale Antigen (CEA), Cancer Antigen 19-9 (CA 19-9) sowie
Cytokeratin 19-Fragmente (CYFRA 21-1) bestimmt (s. Tab.5). Alle Messungen

wurden am ElecSys 2010 (s. Abb.5) vorgenommen, ein vollautomatisches,
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softwaregesteuertes Analysensystem von Roche Diagnostics.

Tumor-a_ssozuerte Methode Grenzwert Median der
Antigene Gesunden
e ————
Carcino-Embryonales ElecSys 2010
_ 3,3 ng/ml 1,3 ng/ml
Antigen (CEA) (Roche)
Cancer Antigen 19-9 ElecSys 2010
37 U/ml 3,1 U/ml
(CA 19-9) (Roche)
Cytokeratin 19 ElecSys 2010
3,0 ng/ml 0,7 ng/ml
(CYFRA 21-1) (Roche)

Tab. 5: In den Patientenseren gemessene Tumor-assoziierte Antigene mit dem Median der
Gesunden und dem Grenzwert (sog. cut off). Dieser Grenzwert entspricht der 95% Perzentile
gesunder Personen.

Der ElecSys 2010 ist ein Analysensystem fur die Bestimmung von
immunologischen Tests nach dem Elektro-Chemi-Lumineszenz-Verfahren (ECL-
Verfahren). Die Elektrochemilumineszenz ist ein ProzeB, bei dem aus stabilen
Ausgangsstoffen durch Anlegen einer Spannung hochreaktive Stoffe erzeugt
werden. Diese hochreaktiven Stoffe reagieren dann in einer Reaktion, bei der Licht
emittiert wird. Im ElecSys 2010 basiert dieses Verfahren auf der Verwendung eines
Ruthenium(ll)-tris(bipyridyl)-Komplexes. Das  Testprinzip  beruht wie der
Nukleosomennachweis auf einem Sandwichprinzip. Im ersten Schritt werden 10 pl
(CEA-Bestimmung) bzw. 20 pl (CA 19-9- und CYFRA 21-1-Bestimmung) Serum, ein
biotinylierter monoklonaler spezifischer Antikérper und ein mit dem Ruthenium-
Komplex markierter monoklonaler spezifischer Antikdérper inkubiert. Diese
Substanzen bilden einen Sandwich-Komplex. Je nach Kit sind die Antikérper
spezifisch fur CEA, CA 19-9 und Cytokeratin 19. In einem zweiten Schritt werden
nach Zugabe von Streptavidin-beschichteten Mikropartikeln die Komplexe Uber eine
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Patienten und Methoden

Wechselwirkung zwischen Biotin und Streptavidin an die Festphase gebunden. Das
Reaktionsgemisch wird in die MeBzelle Uberfihrt, in der die Mikropartikel durch
magnetische Felder auf der Oberflache der Elekirode fixiert werden. Mit ProCell-
Puffer werden die ungebundenen Substanzen entfernt. Durch Anlegen einer
Spannung wird die Emission der Chemolumineszenz induziert, welche mit dem
Photomultiplier gemessen wird. Anhand einer Kalibrationskurve werden die
Ergebnisse ermittelt. Die Gesamtdauer des Tests betragt etwa 18 Minuten. Die sehr
prazise Steuerung der Reaktion stellt einen wesentlichen Vorteil dieses Verfahrens

gegenlber anderen MeBmethoden dar.

Abb. 5: ElecSys 2010 von Roche Diagnostics, an dem die Tumormarker bestimmt wurden.

3.3.4 Statistik

Die Ergebnisse dieser Dissertation werden deskriptiv anhand von Diagrammen,
Tabellen, Verlaufsabbildungen und Dot-plots dargestellt. Innerhalb von Tabellen sind
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alle Messwerte in Form von Medianen und Bandbreiten, also Minimal- und
Maximalwert, zusammengefasst. Dot-plot-Graphiken prasentieren dagegen sehr
anschaulich alle Einzelwerte. Letztere haben den Vorteil, dass Verteilungsmuster
besser beurteilbar sind. Verlaufsabbildungen sollen beispielhaft die Veranderungen

einzelner Parameter eines Patienten wahrend des Behandlungszeitraumes darlegen.

FUr die statistische Auswertung zweier Therapiegruppen (z.B. postoperative versus
primare Therapie) wurde der Wilcoxon-Test verwendet. Der Wilcoxon-Test ist ein
statistischer Test flr die Haufigkeitsverteilung gepaarter Stichproben, der sowohl
Richtung als auch Starke der Differenzen zwischen diesen Stichproben
bertcksichtigt. Im Gegensatz zum Student T-Test kann dieser Test verwendet
werden, wenn das erwartete Verteilungsmuster nicht einer Normalverteilung

entspricht.

Zu den analysierten Variablen gehdren die Konzentrationen von Nukleosomen
sowie die der biologischen Marker CEA, CYFRA 21-1 und CA 19-9. Zun&chst wurden
in beiden Patientenkollektiven (Pankreaskarzinome und kolorektale Karzinome) die
wdchentlichen Werte dieser Parameter untersucht und dabei die Therapiegruppen
miteinander verglichen. In gleicher Weise wurden die Werte an den einzelnen Tagen

wahrend der ersten Woche einer Radiochemotherapie analysiert.

Die weitere Auswertung konzentrierte sich auf die Auswertung der
Patientengruppen anhand ihres Therapieansprechens (Progression versus Keine
Progression). Dies erfolgte bei allen Patienten mit Pankreaskarzinom sowie allen
neoadjuvant behandelten Patienten mit kolorektalem Karzinom. Insbesondere wurde
dabei auf den Beginn einer Radiochemotherapie fokussiert und die Werte aller
Parameter der ersten drei Tage analysiert. Zuséatzlich wurden die Konzentrationen
der einzelnen Parameter wahrend der initialen Therapiephase als Kurve unter der
Flache (AUC 1-3, area under the curve) zusammengefasst. Sie beinhaltet die
Konzentrationen nach 6 Stunden (Tag 1, 6 Stunden) sowie am 2. Tag (Tag 2,
24 Stunden) und 3. Tag (Tag 3, 48 Stunden). Die zeitlichen Abstande zwischen den
einzelnen Variablen sind ungleichmaBig. Um sie zu normisieren und vergleichbar zu

machen, wurde die AUC 1-3 durch die Anzahl der Tage geteilt.

Bei den kolorektalen Karzinomen wurde zusatzlich mittels Varianzanalyse die
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Abhangigkeit der logarithmischen Konzentrationen von Nukleosomen, CEA, CA 19-9
und CYFRA 21-1 bezogen auf die Behandlungsgruppe (postoperative, préaoperative
und Rezidiv-Therapie) und auf die Zeit [vor (Tag 1, 0 Stunden) und nach (Tag 1,
6 Stunden bis Tag 3) Beginn der Radiochemotherapie] berechnet. Diese Analysen
wurden mit der SAS Prozedur MIXED durchgeflhrt, die Abh&ngigkeiten wiederholter
Werte gleicher Patienten berlcksichtigt. Zuséatzlich wurden ,angepasste p-Werte
(adjusted p-values) entsprechend der Anzahl der durchgeflhrten Vergleiche
zwischen den drei Behandlungsgruppen berechnet. In gleicher Weise wurden die
Konzentrationen der Nukleosomen und biologischen Marker bei Patienten mit
neoadjuvanter Radiochemotherapie verglichen. Dabei wurde zwischen Patienten
unterschieden, die keine Progression aufwiesen und solchen mit Progression ihrer
Erkrankung.

Das progressionsfreie Intervall im Kollektiv der Pankreaskarzinome wurde mittels
Kaplan-Meier-Uberlebenskurven und log-rank Test bestimmt. Als cut-offs wurden
dabei die Mediane des gesamten Kollektivs herangezogen.

Signifikanz wurde bei einer Wahrscheinlichkeit fur den Fehler 1. Art unter 5%
angenommen (p < 0,05). Alle statistischen Kalkulationen wurden mit der Software
SAS durchgefihrt (Version 8.2, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

Deskriptive Statistik und Diagramme wurden in Microsoft Excel und Power Point,
Microsoft Office XP 2005, erstellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Nukleosomen- und Tumormarker-Konzentrationen bei Patienten mit
Pankreas-Karzinom

Ingesamt wurden 32 Patienten untersucht, die sich aufgrund eines Karzinoms der
Bauchspeicheldrise einer Radiochemotherapie unterzogen. Bei allen Patienten
erfolgten Blutabnahmen vor Beginn der Therapie, sechs Stunden nach der ersten
Bestrahlung, taglich wahrend der ersten Woche, einmal wdchentlich in den folgenden
Wochen und nach Abschluss der Therapie. In allen Proben wurden die
Konzentrationen von Nukleosomen sowie der Tumormarker CEA, CA 19-9 und
CYFRA 21-1 gemessen. Zunachst soll auf das Freisetzungsmuster vor

Therapiebeginn (Tag 1, Oh) eingegangen werden.

4.1.1 Freisetzungsmuster vor Start der Therapie

Die Freisetzung von Nukleosomen sowie der Tumormarker CEA, CA 19-9 und
CYFRA 21-1 bei Patienten mit einem Malignom der Bauchspeicheldriise sind den
Abbildungen 6 bis 9 zu entnehmen. Zur exakteren Darstellung wurden alle
Einzelwerte als dot-plot-Graphik abgebildet. Dabei wurden jeweils die beiden
Therapiegruppen, adjuvante (N = 10) und primare bzw. Rezidiv-Radiochemotherapie
(N =22), in einer Graphik zusammengefaBt. Auf den folgenden Seiten sind Patienten
mit primarer (N = 21) und Rezidiv- (N = 1) Radiochemotherapie zusammengefasst.
Da dieser eine Rezidivfall lediglich ein Lokalrezidiv ohne Fernmetastasierung
aufwies, welches identisch einer primaren Radiochemotherapie behandelt wurde,

wird er nicht mehr separat erwahnt.
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Abb. 6: Nukleosomen-Einzelwerte und Mediane vor Therapiebeginn bei Patienten mit
Pankreaskarzinom unterteilt nach adjuvanter und primarer Radiochemotherapie.
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Abb. 7: CYFRA 21-1-Einzelwerte und Mediane vor Therapiebeginn bei Patienten mit
Pankreaskarzinom unterteilt nach adjuvanter und primarer Radiochemotherapie.
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Abb. 8: CEA-Einzelwerte und Mediane vor Therapiebeginn bei Patienten mit Pankreaskarzinom
unterteilt nach adjuvanter und priméarer Radiochemotherapie.
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Abb. 9: CA 19-9-Einzelwerte und Mediane vor Therapiebeginn bei Patienten mit Pankreaskarzinom
unterteilt nach adjuvanter und primarer Radiochemotherapie.
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Zum Vergleich soll an dieser Stelle erneut auf die Mediane und Grenzwerte fir
Nukleosomen und Tumormarker eines gesunden Kontrollkollektivs eingegangen
werden (s. Tab. 5). Der Grenzwert wird auch als sog. cut-off-Wert bezeichnet und
gibt die 95%-Perzentile gesunder Personen an. Dies bedeutet, dass lediglich 5 %
aller Gesunden Werte oberhalb dieses Wertes aufweisen. Gesunde Personen
weisen im Median fir Nukleosomen 14 ng/ml auf, die 95 %-Perzentile liegt bei
56 ng/ml. Fur die Tumormarker betragen die Mediane gesunder Personen 1,3 ng/ml
fir das carcinoembryonale Antigen, 3,1 U/ml flr das Cancer Antigen 19-9 und
0,7 ng/ml fir das Cytokeratinfragment 19. Der sogenannte cut-off-Wert, die 95%-
Perzentile gesunder Personen, liegt bei 3,3 ng/ml fir CEA, 37 U/ml fir CA 19-9 und
3,0 ng/ml fir CYFRA 21-1 (s. Tab. 5).

4.1.2 Freisetzungsmuster unter Therapie

4.1.2.1 Wochentliche Werte

Unter Therapie wurden zunachst die wdchentlichen Konzentrationen von
Nukleosomen sowie der Tumormarker CEA, CA 19-9 und CYFRA 21-1 betrachtet.
Die folgenden Abbildungen zeigen alle wéchentlichen Einzelwerte flir Nukleosomen
und biologischer Marker unterteilt nach Therapiegruppe im Verlauf der
Radiochemotherapie. Zunachst wird jeweils eine Abbildung zu Patienten mit
Pankreaskarzinom wahrend einer primaren Radiochemotherapie dargestellt.
AnschlieBend folgen jeweils Nukleosomen und biologische Marker aller Patienten mit
Pankreaskarzinom, die nach einer Resektion des Tumors eine adjuvante kombinierte
Strahlen- und Chemotherapie erhielten (s. Abb. 10 — 17).

51



>=1400 - o o
1200
]
1000 ] ®
E °
€ 800 :
S ®
g ®
2
e 600 . P ®
] ORI B
=2
400 ' L :
e ° o (]
o ¥ —
200 ! e !
' e
0 -

Vor Therapie Tag 8 Tag 15 Tag 22 Tag 29 Therapie-Ende
N=22 N=22 N=22 N=20 N=22 N=22

Abb. 10: Waédchentliche Nukleosomen-Einzelwerte und Mediane bei
Pankreaskarzinom wahrend primarer Radiochemotherapie.
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Abb. 11: Woadchentliche Nukleosomen-Einzelwerte und Mediane bei

Pankreaskarzinom unter adjuvanter Radiochemotherapie.
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Abb. 12: Wochentliche CYFRA 21-1-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit Pankreaskarzinom
wahrend primérer Radiochemotherapie.
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Abb. 13: Wochentliche CYFRA 21-1-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit Pankreaskarzinom
unter adjuvanter Radiochemotherapie.

53



>=20 { o [ J ] o o

18 ®
16 ® °®
® °

14 ® e o
—_ 12
E ® ®
o
£ 10 ®
< ] ®
o

g o
1 {
® e e
Vor Therapie Tag 8 Tag 15 Tag 22 Tag 29 Therapie-Ende
N=22 N=22 N=22 N=20 N=22 N=22

oosdhese o

Abb. 14: Wodchentliche CEA-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit Pankreaskarzinom
wahrend primérer Radiochemotherapie.
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Abb. 15: Wéchentliche CEA-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit Pankreaskarzinom unter
adjuvanter Radiochemotherapie.
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Abb. 16: Wochentliche CA 19-9-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit Pankreaskarzinom
wahrend primérer Radiochemotherapie.
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Abb. 17: Wochentliche CA 19-9-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit Pankreaskarzinom
unter adjuvanter Radiochemotherapie.

55



Nukleosomen CEA CYFRA 21-1 CA 19-9
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [U/mlI]
Postoperative RCT (N = 10)
Vor Therapie 331 23 13 30.9
(Tag 1, Oh) (159-1047) (1.0-3.2) (0.6-2.5) (2.6-86.8)
231 2.2 18 29.3
Tag 8 (57-473) (1.0-3.2) (1.2-2.5) (2.6-71.5)
261 2.4 17 30.5
Tag 15 (127-739) (1.2-3.8) (1.1-3.2) (2.6-89.0)
196 26 16 32.1
Tag 22 (107-782) (1.2-4.8) (1.2-3.4) (2.6-100)
270 28 14 36.5
Tag 29 (60-519) (1.2-3.7) (0.9-2.6) (9.8-127)
. 224 2.7 16 34.3
Therapie-Ende (47-712) (1.2-3.8) (0.9-2.3) (2.6-145)
Primére RCT (N = 22)
Vor Therapie 516 3.8 1.8 715
(Tag 1, 0h) (104-2184) (0.8-22.9) (0.6-12.3) (5.6-13531)
Tag 8 290 3.2 2.2 979
(23-2383) (0.8-24.4) (1.0-4.2) (7.2-5783)
204 3.9 2.2 694
Tag 15 (9-1024) (0.9-31.0) (1.1-5.0) (6.6-6648)
200 3.8 18 506
Tag 22 (35-528) (0.9-21.9) (1.1-4.1) (5.7-5396)
293 3.7 19 394
Tag 29 (31-1676) (0.8-23.0) (0.9-3.9) (7.6-3879)
. 189 4.4 19 362
Therapie-Ende (58-527) (0.8-21.7) (0.7-4.2) (8.5-7993)

Tab. 6: Mediane und Schwankungsbereiche von Nukleosomen, CEA, CA 19-9 und CYFRA 21-1
der Patienten mit postoperativer und primarer Radiochemotherapie. Es sind die Werte vor der
Therapie (Tag 1, 0h), die wéchentlichen Werte und die Werte nach Therapie-Ende aufgelistet.

Die Tabelle 6 faBt alle wéchentlichen Werte fir Nukleosomen sowie der biologischen

Marker CEA, CYFRA 21-1

und CA 19-9 nochmals Ubersichtlich zusammen.

Dargestellt sind Mediane und Schwankungsbereiche der jeweiligen Parameter. Wie
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auch in den dot-plot-Abbildungen wird hierbei ersichtlich, dass primar behandelte
Patienten vor allem bei den biologischen Markern héhere Absolutwerte sowie hbéhere
Mediane  ausweisen. Dagegen unterschieden sich die freigesetzten
Nukleosomenkonzentrationen deutlich geringflgiger und liegen teils in identischen

Wertlagen.

4.1.2.2 Werte wahrend der ersten Woche

Die initialen Veradnderungen zu Beginn einer Therapie waren von besonderem
Interesse. In dieser Phase der Radiochemotherapie waren die Ergebnisse am
homogensten und daher am besten zu vergleichen. Dies lag unter anderem daran,
dass Patienten eine Radiochemotherapie an den ersten drei Tagen einer Woche,
also von Montag bis Donnerstag begannen. So wurden wahrend der ersten drei
Tage bei allen Patienten die Nukleosomenfreisetzung durch zweimalige Applikation
von 1,8Gy gemessen. An den folgenden Tagen wurden einige Patienten
weiterbestrahlt, wahrend sich andere bereits im bestrahlungsfreien Wochenende
befanden. Im weiteren Verlauf einer Radiochemotherapie erschwerten zusatzlich
aufgetretene Komplikationen wie Infektionen oder Entziindungen den Vergleich
einzelner Nukleosomenwerte. Daher wurde speziell auf die erste Woche einer
Radiochemotherapie fokussiert. In diesem Zeitraum erfolgte eine Blutentnahme
sechs Stunden (Tag 1,6h) nach der ersten Bestrahlung und taglich an den
darauffolgenden Tagen. Die folgenden Abbildungen fassen diesen Zeitraum sortiert
nach Marker und Therapiegruppe Ubersichtlich zusammen (s. Abb. 18 —25).
Zunéachst werden alle Einzelwerte von Nukleosomen sowie der biologischen Marker
fur primar behandelte Patienten dargestellt. Zu jedem Parameter folgen die Werte
von Patienten, die nach Tumorresektion eine postoperative Radiochemotherapie

erhielten.
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Abb. 18: Nukleosomen-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit Pankreaskarzinom innerhalb
der ersten Woche einer priméren Radiochemotherapie.
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Abb. 19: Nukleosomen-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit Pankreaskarzinom innerhalb
der ersten Woche einer adjuvanten Radiochemotherapie.
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Abb. 20: CYFRA 21-1-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit Pankreaskarzinom innerhalb der
ersten Woche einer priméren Radiochemotherapie.
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Abb. 21: CYFRA 21-1-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit Pankreaskarzinom innerhalb der
ersten Woche einer adjuvanten Radiochemotherapie.
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Abb. 22: CEA-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit Pankreaskarzinom innerhalb der ersten
Woche einer primaren Radiochemotherapie.
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Abb. 23: CEA-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit Pankreaskarzinom innerhalb der ersten
Woche einer adjuvanten Radiochemotherapie.
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Abb. 24: CA 19-9-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit Pankreaskarzinom innerhalb der
ersten Woche einer priméren Radiochemotherapie.
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Abb. 25: CA 19-9-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit Pankreaskarzinom innerhalb der
ersten Woche einer adjuvanten Radiochemotherapie.
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Nukleosomen CEA CYFRA 21-1 CA 19-9
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [U/mlI]
Postoperative RCT (N = 10)
331 23 1.3 30.9
Tag 1, Oh (159-1047) (1.0-3.2) (0.6-2.5) (2.6-86.8)
237 2.2 0.9 26.5
Tag 1, 6h (152-480) (0.9-2.5) (0.7-1.4) (2.6-5145)
302 23 1.7 29.3
Tag 2 (69-1370) (0.9-3.1) (0.6-3.5) (2.6-78.7)
226 2.1 1.6 23.8
Tag 3 (113-790) (0.9-3.1) (0.9-2.8) (2.6-76.7)
Primére RCT (N = 22)
516 3.8 1.8 715
Tag 1, Oh (104-2184) (0.8-22.9) (0.6-12.3) (5.6-13531)
207 3.7 1.2 635
Tag 1, 6h (66-754) (2.3-24.5) (1.0-3.6) (7.4-7286)
Taq 2 343 3.9 23 744
9 (70-3626) (0.8-22.6) (0.9-6.3) (6.0-17380)
Tag 3 432 4.3 2.4 903
9 (110-1643) (0.7-23.3) (0.8-7.0) (6.4-9745)

Tab. 7: Mediane und Schwankungsbereiche von Nukleosomen, CEA, CA 19-9 und CYFRA 21-1
der Patienten mit postoperativer und primarer Radiochemotherapie. Es sind die Werte vor der
Therapie (Tag 1, Oh), 6 Stunden nach der ersten Bestrahlung (Tag 1, 6h), am zweiten Tag (Tag 2,
24h) und dritten Tag (Tag 3, 48h) aufgelistet.

Die Tabelle 7 gibt die Mediane und Schwankungsbereiche von Nukleosomen sowie
der biologischen Marker CEA, CYFRA 21-1 und CA 19-9 der ersten drei Tage einer
Radiochemotherapie Ubersichtlich wieder. Dabei fallt auf, dass sich die
Freisetzungsmuster der biologischen Marker zwischen beiden Therapiegruppen
deutlich unterscheiden. Sehr anschaulich prasentieren diese Unterschiede auch die
als dot-plots dargestellten Einzelwerte in den Abbildungen 18 —25. Primar
behandelte Patienten wiesen im Vergleich zu postoperativ bestrahlten Patienten
leicht héhere Konzentrationen flr CEA und CYFRA 21-1 auf. Deutlich signifikanter
unterschieden sich beide Therapiegruppen beim Cancer Antigen 19-9. Dieser
Unterschied spiegelte sich bei den Nukleosomen nicht so deutlich wieder. Patienten,

die eine postoperative Radiochemotherapie erhielten, setzten durchschnittlich so
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viele Nukleosomen frei, wie primar therapierte Patienten. Dieses Uberraschende
Ergebnis veranlasste eine erneute, ausflihrliche Analyse der histopathologischen
Ergebnisse aller operierten Patienten. Dabei wurde festgestellt, dass bei allen
Patienten mit Pankreaskarzinom die Tumorzellen bis an die Resektionsrander
heranreichten. Nach der Operation war bei diesen Patienten also restliches
Tumorgewebe vorhanden und somit alle R1-reseziert worden. Man kann daher
annehmen, dass die erhdhten Nukleosomenkonzentrationen der Patienten mit
operiertem Pankreaskarzinom auf verbleibende Tumorzellen zurlckzufihren sind,
welche unter der Radiochemotherapie irreparabel geschadigt werden und

Nukleosomen freisetzen.

4.1.3 Vergleich der Therapiegruppen

Die Verlaufe =zwischen den einzelnen Patienten weisen eine deutliche
Heterogenitdt auf. Daher wurden die Freisetzungsmuster zwischen den
Therapiegruppen, post-operativer (N=10) und primarer (N =22)
Radiochemotherapie, analysiert. Die Abbildungen 26 und 27 zeigen typische
Verlaufe der Nukleosomenkonzentration und der Tumormarker CEA, CA 19-9 und
CYFRA 21-1 wahrend einer postoperativen und einer primaren Radiochemotherapie.
Um alle Parameter in einer Abbildung miteinander vergleichen zu kénnen, wurden sie
durch den Median gesunder Personen geteilt und logarithmisch aufgetragen. Die
Mediane gesunder Personen betragen fir Nukleosomen 14 ng/ml, fir CEA
1,3 mg/ml, 0,7 ng/ml fir CYFRA 21-1 und 3,1 U/ml fir CA 19-9. Betrachtet man die
Verlaufe der Nukleosomenkonzentrationen unter Radiochemotherapie zeigten die
meisten Patienten einen signifikanten Abfall innerhalb von sechs Stunden nach der
ersten applizierten Bestrahlung. Danach stiegen die Nukleosomenwerte rasch wieder

an und erreichten ein Maximum an den folgenden Tagen.
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Parameter / Median gesunder Personen

Median

gesunder
Personen:
1000 —@— Nukleosomen ELISA 14 ng/ml
-— CA 199 3,1 U/ml
=~ CEA 1,3 ng/ml
100 - —A— CYFRA 21-1 0,7 ng/ml

0,1

3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36
Tage nach Beginn der Radiotherapie

Abb. 26: Logarithmische Darstellung der Verldufe von Nukleosomen und Tumormarker bei einem
Patienten mit Pankreaskarzinom wéhrend einer postoperativen Radiochemotherapie.
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Abb. 27: Logarithmische Darstellung der Verlaufe von Nukleosomen und Tumormarker bei einem
Patienten mit Pankreaskarzinom wahrend einer priméren Radiochemotherapie.

Zwischen den Gruppen der postoperativ und primar behandelten Patienten mit

Pankreaskarzinom wurden bezlglich der Nukleosomenfreisetzung keine

signifikanten Unterschiede beobachtet (s. Abb. 18 und 19, sowie Tab. 7). Dies qilt far
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den préatherapeutischen Wert (Tag 1, Oh) sowie die Werte der folgenden Tage
(Tag 1, 6h bis Tag 3). Auch klinisch unterschieden sich beide Kollektive bezliglich
Grading, Lymphknotenstatus und TumorgrdBe nicht signifikant. Deshalb kann davon
ausgegangen werden, dass praktisch alle Patienten trotz Tumorresektion ein Rezidiv
ihrer Erkrankung erleiden werden [Li 2004]. Aufgrund dieser identischen
laborchemischen und klinischen Daten wurden postoperative und primar behandelte
Patienten mit Pankreaskarzinom zu einem Kollektiv zusammengefasst. Die weitere
Auswertung und die Evaluierung der Therapieeffizienz sowie des progressionsfreien
Intervalls erfolgten anhand dieses Gesamtkollektivs.

4.1.4 Therapieansprechen

Beim Pankreaskarzinom ist es schwierig, das Therapieansprechen anhand
bildgebender Verfahren zu bewerten. Ausfuhrlich wurde diese Problematik bereits im
Kapitel 3.2 erlautert. Deshalb wird die Therapieeffizienz immer haufiger mittels des
biologischen Markers CA 19-9 abgeschatzt. Auch alle in diese Studie
aufgenommenen Patienten mit Pankreaskarzinom wurden auf den Verlauf dieses
Parameters untersucht. Entsprechend den Veranderungen von CA 19-9 wurden die
Patienten in drei Gruppen eingeteilt. GemaB den Angaben in der Literatur wurde ein
Absinken um mindestens 50% des pratherapeutischen CA 19-9-Wertes als partielle
Remission eingestuft [Ishii 1997, Heinemann 1999, Boeck 2006]. Eine Progression der
Erkrankung wurde als Erhéhung von CA 19-9 um mindestens 100% definiert [Nishida
1999], wobei dieser Anstieg durch zwei Verlaufskontrollen bestatigt werden musste.
Bei Patienten mit gleich bleibender Erkrankung sank CA 19-9 um weniger als die
Halfte ab oder stieg auf weniger als das Doppelte des Ausgangswerts (s. Tab. 8). Als
pratherapeutische CA 19-9-Werte wurden die Ergebnisse vor Therapiebeginn
herangezogen (Tag 1, Oh). Die posttherapeutischen Werte von CA 19-9 wurden, wie
auch in der Literatur angegeben, in einem Zeitraum von bis zu acht Wochen nach
Beendigung der Radiochemotherapie ermittelt. Innerhalb dieses zeitlichen Fensters
kann davon ausgegangen werden, dass nachwirkende Effekte einer

Radiochemotherapie abgeklungen sind.
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Partial Remission Stable Disease Progressive Disease

(n=8) (n=17) (n=7)
I —
Veranderung Abfall < 50 %
von Abfall > 50 % oder Anstieg > 100 %
CA19-9 Anstieg < 100 %

Tab. 8: Einteilung des Therapieansprechens aller Pankreas-Patienten anhand der Veranderung
des biologischen Markers CA 19-9.

Um die Validitat des CA 19-9-Verlaufs als Referenzkriterium fir den Erfolg der
Radiochemotherapie zu prufen, wurde in diesem Patientenkollektiv die Veranderung
der CA 19-9-Werte mit der Uberlebensdauer korreliert. Patienten, die biochemisch
keine Progression (Anstieg von CA 19-9 < 100%) zeigten, Uberlebten signifikant
langer als Patienten mit einer biochemischen Progression der Erkrankung (Anstieg
von CA 19-9 > 100%; p = 0.025; s. Abb. 28). Diese Ergebnisse entsprechen den in
der Literatur beschriebenen Daten. Damit konnte die Einteilung der Patienten anhand
des CA 19-9-Verlaufs bezogen auf die therapeutische Effizienz als sinnvoll erachtet

werden.
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Abb. 28: Prozentualer Anteil Gberlebender Patienten mit einem CA 19-9-Anstieg um mehr als
100% (Progression) bzw. mit einem Abfall oder Anstieg von CA 19-9 von héchstens 100% (Keine
Progression). Patienten mit einer Progression des biologischen Markers CA 19-9 lebten signifikant
kirzer, als Patienten ohne Anstieg dieses Parameters Uber 100% (p = 0.025).

Ingesamt erhielten 32 Patienten eine Radiochemotherapie wegen eines Karzinoms
der Bauchspeicheldriise (s. Abb. 29).

o Wie bereits beschrieben erfolgte bei 10 von diesen 32 Patienten die
Radiochemotherapie postoperativ. Nach dem Kriterium des CA 19-9-Verlaufs

hatten von dieser postoperativ behandelten Gruppe
o 0 Patienten (0%) eine Remission
o 8 Patienten (80%) eine gleich bleibende Erkrankung und
o 2 Patienten (20%) eine Progression

o Die Ubrigen 22 Patienten wurden primar behandelt. Bei 21 von diesen 22
Patienten war die Behandlung wegen eines nicht mehr operablen Tumors
beim primaren Staging. Ein Patient wurde aufgrund eines ausschlieBlichen
Lokal-Rezidivs behandelt und daher zu den primar behandelten Patienten
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gezahlt. Von dieser Gruppe hatten
o 8 Patienten (36%) eine Remission
o 9 Patienten (41%) eine gleich bleibende Erkrankung und

o 5 Patienten (23%) eine Progression

RCT wegen Pankreas-Ca (N = 32)

postoperativ (inoperabel) primér
N=10 N =22

l I

o c|la
7 aljlo
N= 8 2 8 9 5

Abb. 29: Einteilung der 32 Patienten mit Pankreaskarzinom entsprechend des
Therapieansprechens (ermittelt durch die Veradnderungen des biologischen Markers CA 19-9).
Unterteilt wurden die Patienten dabei in die jeweilige Therapiegruppe (postoperative versus primare
Radiochemotherapie). PR: Partial Remission; SD: Stable Disease; PD: Progressive Disease.
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4.1.4.1 Wochentliche Werte

Fir die weitere Auswertung wurden die Patienten mit Partieller Remission und die
mit  gleichbleibender Erkrankung zur Gruppe ,Keine Progression® (KP)
zusammengefaBt. Die Patientengruppe mit fortschreitender Erkrankung wird als
Gruppe ,mit Progression* (P) bezeichnet. In den Abbildungen 30— 33 wurden
zunachst die woéchentlichen Werte der Nukleosomen und der biologischen Marker
CYFRA 21-1, CEA und CA 19-9 beider Kollektive miteinander verglichen. Helle
Punkte entsprechen Patienten ohne Progression, dunkle Punkte solchen mit
Progression. Dabei unterschieden sich die Freisetzungsmuster beider Gruppen nicht
signifikant sowohl bei den Konzentrationen von Nukleosomen als auch von den

biologischen Markern.
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Abb. 30: Wdéchentliche Nukleosomenwerte wahrend Radiochemotherapie bei Patienten mit
Pankreaskarzinom ohne Progression (O) und mit Progression (.) der Grunderkrankung.
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Abb. 31: Wdchentliche CYFRA 21-1-Werte wahrend Radiochemotherapie bei Patienten mit
Pankreaskarzinom ohne Progression (O) und mit Progression (.) der Grunderkrankung.
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Abb. 32: Wboachentliche CEA-Werte wahrend Radiochemotherapie bei Patienten mit
Pankreaskarzinom ohne Progression (O) und mit Progression (.) der Grunderkrankung.
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Abb. 33: Wédchentliche CA 19-9-Werte wahrend Radiochemotherapie bei Patienten mit
Pankreaskarzinom ohne Progression (O) und mit Progression (.) der Grunderkrankung.

4.1.4.2 Werte wahrend der ersten Woche

AnschlieBend wurde das Therapieansprechen mit den Konzentrationen der
Nukleosomen wahrend der initialen Therapie korreliert. Die Beurteilung der
Therapieeffizienz erfolgte anhand der Verdnderungen von CA 19-9 (s. Tab. 8).
Nimmt man wiederum den CA 19-9-Anstieg nach Radiochemotherapie als Kriterium
fir die Krankheitsprogression unter Therapie, dann wiesen Patienten ohne
Progression (KP) geringfligig niedrigere Nukleosomenwerte auf als Patienten mit
Progression (P). Dies qilt fir den sechs Stundenwert (Median: 210 ng/ml; KP:
50% > Median, P: 67% > Median; p=0.590), den Wert am Tag 1 (Median:
345 ng/ml; KP: 48% > Median; P: 67% > Median; p =0.411), den Wert am Tag 2
(Median: 373 ng/ml; KP: 50% > Median; P: 57% > Median; p = 0.745) und besonders
fir die Flache unter der Kurve der ersten drei Tage (AUC 1-3; Median: 325 ng/ml;
KP: 44% > Median; P: 100% > Median; p = 0.073). Allerdings handelte es sich nur
um eine grenzwertige Signifikanz (s. Abb. 34).
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p-Wert

(Chi-Quadrat) 0,590 0,411 0,745 0,073
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Abb. 34: Prozentsatz der Patienten mit erhéhten Nukleosomenwerten nach Radiochemotherapie,

unterteilt nach Patienten K ohne Progression und B it Progression. Auf der Abszisse ist die Zeit
seit Beginn der Radiochemotherapie bzw. die Fl&che unter der Kurve der Nukleosomenwerte wahrend
der ersten drei Tage aufgetragen. Die Héhe der Saulen gibt den Prozentsatz der Patienten an, deren
Nukleosomenwerte Uber dem zugehdrigen Medianwert aller Patienten lagen. Die diskriminierende
Starke fir beide Gruppen wird durch den p-Wert (Chi-Quadrat) aufgezeigt fir die
Nukleosomenkonzentrationen 6 (Tag 1, 6h), 24 (Tag 2) und 48 (Tag 3) Stunden nach Therapiebeginn
und fur die Fl&che unter der Kurve (AUC 1-3), welche alle Variablen der initialen Therapie integriert.

Analog zu den wochentlichen Werten wurden alle Einzelwerte der ersten drei
Behandlungstage sowie die Flachen unter der Kurve dieses Zeitraums (AUC 1-3) fur
Nukleosomen, CEA, CYFRA21-1 und CA19-9 in den Graphiken 35-38
zusammengefasst. Helle Punkte entsprechen Patienten ohne Progression, dunkle
Punkte solchen mit Progression. Dabei unterschieden sich die Freisetzungsmuster
beider Gruppen weder signifikant bei den biologischen Markern noch bei den
Nukleosomen. Lediglich die AUC 1-3 der Nukleosomen lag bei allen Patienten mit
einem Progress oberhalb des Medians (s. Abb. 34). Die Trennstarke zwischen
beiden Gruppen wurde mittels des Wilcoxons-Tests berechnet.
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Abb. 35: Verteilung der Nukleosomenkonzentrationen wahrend der ersten drei Behandlungstage in
prioperativ behandelten Patienten ohne Progression (O) und mit Progression (@) der
Grunderkrankung. Die Trennstarke zwischen beiden Gruppen bezogen auf das Therapieansprechen
betragt fir die Flache unter der Kurve (AUC) p = 0,402 (Wilcoxon-Test).
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Abb. 36: Verteilung der CYFRA 21-1-Konzentrationen wahrend der ersten drei Behandlungstage in
prioperativ behandelten Patienten ohne Progression (O) und mit Progression (@) der
Grunderkrankung. Die Trennstarke zwischen beiden Gruppen bezogen auf das Therapieansprechen
betragt fir die Flache unter der Kurve (AUC) p = 0,813 (Wilcoxon-Test).
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Abb. 37: Verteilung der CEA-Konzentrationen wahrend der ersten drei Behandlungstage in
prioperativ behandelten Patienten ohne Progression (O) und mit Progression (@) der
Grunderkrankung. Die Trennstarke zwischen beiden Gruppen bezogen auf das Therapieansprechen
betragt fir die Flache unter der Kurve (AUC) p = 1,000 (Wilcoxon-Test).
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Abb. 38: Verteilung der CA 19-9-Konzentrationen wahrend der ersten drei Behandlungstage in
prioperativ behandelten Patienten ohne Progression (O) und mit Progression (@) der
Grunderkrankung. Die Trennstarke zwischen beiden Gruppen bezogen auf das Therapieansprechen
betragt fir die Flache unter der Kurve (AUC) p = 0,286 (Wilcoxon-Test).
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4.1.5 Progressionsfreies Intervall

Wahrend sich das Therapieansprechen auf den Zeitraum der Therapie bezieht,
beinhaltet das progressionsfreie Intervall den Zeitraum bis zum Fortschreiten der
Grunderkrankung im AnschluB an die Therapie. Da die Wirkung der Therapie sich in
einigen Féllen erst nach Therapieende vollends manifestiert, ist die Bewertung des
progressionsfreien Intervalls, also des Zeitraums bis zum Auftreten einer Progression
beim Pankreaskarzinom, mdglicherweise aussagekraftiger. Das progressionsfreie
Intervall wurde definiert als Zeitraum ohne Anstieg des pratherapeutischen CA 19-9—
Wertes um mehr als 100%. Bezogen auf das progressionsfreie Intervall wiesen 15
der 32 Patienten wahrend des Beobachtungszeitraums keine Progression ihrer
Grunderkrankung auf (Median: 9,7 Monate). Bei 17 Patienten kam es im AnschluB3 an
die Therapie zu einem Anstieg des CA 19-9-Wertes Uber 100%. Alle Patienten mit
einem Progress des biologischen Markers entwickelten systemische Metastasen
innerhalb des Beobachtungszeitraums (Median: 6,1 Monate). Die Beobachtungszeit

aller Patienten lag zwischen 1,7 und 16 Monaten.

Die Flache unter der Kurve der Tage 1 bis 3 (AUC 1-3) integriert Gber alle wahrend
der initialen Therapiephase gemessenen Nukleosomenwerte eines Patienten. Es
zeigte sich, dass diese Flache die friihzeitige Abschatzung des progressionsfreien
Intervalls ermdglicht. Eine AUC 1-3 kleiner als der Median (325 ng/ml)
korrespondierte bei den entsprechenden Patienten mit einem signifikant Iangeren
progressionsfreien Intervall verglichen mit denjenigen Patienten, die héhere Werte
aufzeigten (p = 0.008; s. Abb. 39).
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Abb. 39: Anteil progressionsfrei bleibender Patienten gegeniber der Zeit seit Beginn der
Radiochemotherapie, unterteilt nach Patienten mit AUC 1-3 < Median (durchgezogene Linie) bzw.
> Median (gestrichelte Linie). Patienten mit Werte unterhalb des Medians wiesen ein signifikant
langeres progressionsfreies Intervall auf, als solche mit Werten oberhalb des Medians.

Zur weiteren Veranschaulichung dieser Daten zeigen die Abbildungen 40 und 41
typische Verlaufe der Nukleosomenkonzentrationen und der CA 19-9 Werte wahrend
Radiochemotherapie je eines Patienten mit langem und kurzem progressionsfreien
Intervall. So zeigt die Graphik 40 einen Patienten mit niedriger Flache unter der
Kurve (AUC 1-3) und langem progressionsfreien Intervall. Im Gegensatz dazu erlitt
der in Abbildung 36 dargestellte Patient mit hoher AUC 1-3 einen frihen Progress
seiner malignen Grunderkrankung.
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Abb. 40: Verlauf der Nukleosomenkonzentration eines Patienten mit Pankreaskarzinom unter
priméarer Radiochemotherapie mit langem progressionsfreien Intervall. Auf der linken Ordinate sind die
Konzentrationen fiir Nukleosomen, auf der rechten die fiir CA 19-9 aufgetragen.
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Abb. 41: Verlauf der Nukleosomenkonzentration eines Patienten mit Pankreaskarzinom unter
priméarer Radiochemotherapie mit kurzem progressionsfreien Intervall. Auf der linken Ordinate sind die
Konzentrationen fiir Nukleosomen, auf der rechten die fiir CA 19-9 aufgetragen.
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4.2 Nukleosomen- und Tumormarker-Konzentrationen bei Patienten mit
kolorektalem Karzinom

Untersucht wurden 25 Patienten, die wegen eines Karzinoms des Dickdarms eine
Radiochemotherapie erhielten. Analog den Patienten mit Pankreaskarzinom
erfolgten Blutabnahmen vor Beginn der Therapie, sechs Stunden nach der ersten
Bestrahlung, taglich wahrend der ersten Woche, einmal wéchentlich in den folgenden
Wochen und nach Abschluss der Therapie. In allen Proben wurden ebenfalls die
Konzentrationen von Nukleosomen sowie der Tumormarker CEA, CA 19-9 und
CYFRA 21-1 gemessen. Zunachst wurde erneut auf das Freisetzungsmuster vor

Therapiebeginn (Tag 1, Oh) fokussiert.

4.2.1 Freisetzungsmuster vor Start der Therapie

Die Freisetzung von Nukleosomen sowie der Tumormarker CEA, CA 19-9 und
CYFRA 21-1 vor Beginn einer Radiochemotherapie sind den Abbildungen 42 bis 45
zu entnehmen. Bei dieser Darstellung der Werte als dot-plot-Graphiken wurden
jeweils die drei Therapiegruppen, adjuvante (N =4), neoadjuvante (N =13) und

Rezidiv-Radiochemotherapie (N = 8), miteinander verglichen.
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Abb. 42: Nukleosomen-Einzelwerte und Mediane vor Therapiebeginn bei Patienten mit
kolorektalem Karzinom unterteilt nach adjuvanter, neoadjuvanter und Rezidiv-Radiochemotherapie.
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Abb. 43: CYFRA 21-1-Einzelwerte und Mediane vor Therapiebeginn bei Patienten mit kolorektalem
Karzinom unterteilt nach adjuvanter, neoadjuvanter und Rezidiv-Radiochemotherapie.
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Abb. 44: CEA-Einzelwerte und Mediane vor Therapiebeginn bei Patienten mit kolorektalem
Karzinom unterteilt nach adjuvanter, neoadjuvanter und Rezidiv-Radiochemotherapie.
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Abb. 45: CA 19-9-Einzelwerte und Mediane vor Therapiebeginn bei Patienten mit kolorektalem
Karzinom unterteilt nach adjuvanter, neoadjuvanter und Rezidiv-Radiochemotherapie.
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4.2.2 Freisetzungsmuster unter Therapie

4.2.2.1 Wochentliche Werte

Zunadchst wurden bei den Patienten mit kolorektalem Karzinom die wdchentlichen
Werte von Nukleosomen sowie der Tumormarker CEA, CA 19-9 und CYFRA 21-1
genauer analysiert. In den folgenden Graphiken sind sowohl alle wdchentlichen
Einzelwerte als auch die Mediane im Verlauf der Radiochemotherapie in Form von
dot-plots dargestellt (s. Abb. 46 — 57). Nacheinander folgen die Abbildungen der drei
Therapiegruppen. Zuerst Patienten wahrend noeadjuvanter, anschlieBend unter
adjuvanter und zuletzt unter Rezidiv-Radiochemotherapie. An dieser Stelle soll
nochmals auf die Mediane und Grenzwerte fiir Nukleosomen und Tumormarker eines
gesunden Kontrollkollektivs, die in Tab.5 dbersichtlich zusammengefasst sind,
hingewiesen werden.

>=1400 | [ @ @
o
1200 e
o @
1000
£ ®
£ ®
£ 800 | ® ° ) o
c
[}
£ [ ) ®
9 & e ® o [
S 600 | Py o '
= ®
3
@
400 °® ® -:-
° . -4
200 | ' ’ o '
® ' o @
0 [ ]

Vor Therapie Tag 8 Tag 15 Tag 22 Tag 29 Therapie-Ende
N=13 N=13 N=13 N=12 N=13 N=13

Abb. 46: Wochentliche Nukleosomen-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit kolorektalem
Karzinom wahrend neoadjuvanter Radiochemotherapie.
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Abb. 47: Wochentliche Nukleosomen-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit kolorektalem
Karzinom unter adjuvanter Radiochemotherapie.
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Abb. 48: Wochentliche Nukleosomen-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit kolorektalem
Karzinom wahrend Rezidiv-Radiochemotherapie.

82



CYFRA 21-1 (ng/ml)

[Tttt

Vor Therapie Tag 8 Tag 15 Tag 22 Tag 29 Therapie-Ende
N=13 N=13 N=13 N=12 N=13 N=13

Abb. 49: Wochentliche CYFRA 21-1-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit kolorektalem
Karzinom wahrend neoadjuvanter Radiochemotherapie.
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Abb. 50: Wochentliche CYFRA 21-1-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit kolorektalem
Karzinom unter adjuvanter Radiochemotherapie.
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Abb. 51: Woéchentliche CYFRA 21-1-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit kolorektalem
Karzinom wahrend Rezidiv-Radiochemotherapie.
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Abb. 52: Wochentliche CEA-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit kolorektalem Karzinom
wahrend neoadjuvanter Radiochemotherapie.
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Abb. 53: Woéchentliche CEA-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit Pankreaskarzinom unter
adjuvanter Radiochemotherapie.
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Abb. 54: Wochentliche CEA-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit kolorektalem Karzinom
wahrend Rezidiv-Radiochemotherapie.
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Abb. 55: Wdchentliche CA 19-9-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit kolorektalem Karzinom
wahrend neoadjuvanter Radiochemotherapie.
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Abb. 56: Wdchentliche CA 19-9-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit kolorektalem Karzinom
unter adjuvanter Radiochemotherapie.
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Abb. 57: Wochentliche CA 19-9-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit kolorektalem Karzinom
wahrend Rezidiv-Radiochemotherapie.

Nukleosomen CEA CYFRA 21-1 CA 19-9
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [U/mlI]
Neoadjuvante RCT (N = 13)
Vor Therapie 658 4.6 1.7 11.8
(Tag 1, Oh) (136-2521) (1.5-43.3) (0.6-39.4) (4.0-65.4)
294 43 15 122
1. Woche (13.0-2181) (1.3-45.6) (1.0-28.3) (3.2-53.5)
480 3.8 16 11.7
2. Woche (154-850) (1.2-44.9) (1.1-11.9) (3.4-51.4)
262 3.2 16 10.2
3. Woche (74.1-801) (1.2-45.2) (0.7-12.3) (3.5-27.5)
494 3.0 1.4 115
4. Woche (136-1780) (1.0-65.1) (0.8-10.0) (3.4-27.2)
. 394 2.9 1.4 11.1
Therapie-Ende (134-1205) (1.2-39.3) (0.8-6.3) (3.5-26.9)
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Fortsetzung der Nukleosomen CEA CYFRA 21-1 CA 19-9

Tabelle [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [U/ml]

Adjuvante RCT (N = 4)

Vor Therapie 109 2.0 0.9 1.1

(Tag 1, 0h) (49.2-302) (0.8-3.6) (0.5-1.4) (4.3-13.0)
194 1.7 1.1 8.0

1. Woche (52.9-397) (0.8-2.8) (0.6-1.1) (3.9-10.6)
568 1.8 1.6 6.9

2. Woche (21.9-1115) (0.7-2.8) (1.0-2.2) (4.5-9.2)
151 15 1.2 8.3

3. Woche (29.4-1228) (0.7-2.5) (1.1-2.0) (4.5-8.5)
212 2.0 1.2 9.7

4. Woche (139-221) (1.5-2.3) (0.6-1.7) (5.6-11.1)

. 328 0.7 1.1 4.3

Therapie-Ende (328-328) (0.7-0.7) (1.1-1.1) (4.3-4.3)

Rezidiv RCT (N = 8)

Vor Therapie 532 17.3 2.2 68.8

(Tag 1, 0h) (253-2095) (1.3-117) (0.6-9.8) (0.6-532)
400 17.5 2.6 59.4

1. Woche (229-1894) (1.3-118) (1.1-6.1) (0.6-605)
309 16.5 2.9 63.0

2. Woche (35.3-1506) (1.3-118) (1.3-4.4) (0.6-499)
364 10.2 25 92.7

3. Woche (185-672) (1.2-129) (1.2-4.1) (0.6-474)
290 17.4 2.0 51.5

4. Woche (143-1111) (0.9-152) (1.5-3.7) (0.6-615)

. 300 26.3 2.1 57.7
Therapie-Ende 1 ;75 123g) (0.8-129) (0.8-4.1) (5.5-474)

Tab. 9: Mediane und Schwankungsbereiche von Nukleosomen, CEA, CA 19-9 und CYFRA 21-1
der Patienten mit neoadjuvanter, adjuvanter und Rezidiv-Radiochemotherapie. Es sind die Werte vor

der Therapie (Tag 1, Oh), die wochentlichen Werte und die Werte nach Therapie-Ende aufgelistet.

Alle woéchentlichen Werte flir Nukleosomen sowie die biologischen Marker CEA,
CYFRA 21-1 und CA 19-9 sind nochmals in Tabelle 9 tbersichtlich zusammengefaft.
Dargestellt sind Mediane und Schwankungsbereiche der jeweiligen Parameter. Wie
auch in den dot-plot-Abbildungen wird hierbei ersichtlich, dass Patienten, denen eine

neoadjuvante oder
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Nukleosomen und biologischen Markern héhere Absolutwerte sowie héhere Mediane
ausweisen. Teilweise setzen Patienten mit einem lokoregionalen Tumorrezidiv noch

héhere Konzentrationen an Nukleosomen bzw. biologischen Markern frei.

4.2.2.2 Werte wahrend der ersten Woche

Analog zu den Pankreaskarzinomen wurde speziell auf die erste Woche einer
Radiochemotherapie fokussiert. In diesem Zeitraum erfolgte eine Blutenthahme
sechs Stunden (Tag 1, 6h) nach der ersten Bestrahlung und taglich an den darauf
folgenden Tagen. Die folgenden Abbildungen fassen diesen Zeitraum sortiert nach
Marker und Therapiegruppe Ubersichtlich zusammen (s. Abb. 58 —69). Zunachst
werden alle Einzelwerte von Nukleosomen sowie der biologischen Marker flr
Patienten dargestellt, die mittels einer neoadjuvanten Radiochemotherapie behandelt
wurden. Zu jedem Parameter folgen die Werte von Patienten, die nach
Tumorresektion eine adjuvante Radiochemotherapie erhielten. Zuletzt sind die dot-
plots aller Patienten mit Tumorrezidiv abgebildet.
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Abb. 58: Nukleosomen-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit kolorektalem Karzinom
innerhalb der ersten Woche einer neoadjuvanten Radiochemotherapie.
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Abb. 59: Nukleosomen-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit kolorektalem Karzinom
innerhalb der ersten Woche einer adjuvanten Radiochemotherapie.
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Abb. 60: Nukleosomen-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit kolorektalem Karzinom
innerhalb der ersten Woche einer Rezidiv-Radiochemotherapie.
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Abb. 61: CYFRA 21-1-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit kolorektalem Karzinom innerhalb
der ersten Woche einer neoadjuvanten Radiochemotherapie.
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Abb. 62: CYFRA 21-1-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit kolorektalem Karzinom innerhalb
der ersten Woche einer adjuvanten Radiochemotherapie.
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Abb. 63: CYFRA 21-1-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit kolorektalem Karzinom innerhalb
der ersten Woche einer Rezidiv-Radiochemotherapie.
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Abb. 64: CEA-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit kolorektalem Karzinom innerhalb der
ersten Woche einer neoadjuvanten Radiochemotherapie.
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Abb. 65: CEA-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit kolorektalem Karzinom innerhalb der
ersten Woche einer adjuvanten Radiochemotherapie.
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Abb. 66: CEA-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit kolorektalem Karzinom innerhalb der
ersten Woche einer Rezidiv-Radiochemotherapie.
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Abb. 67: CA 19-9-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit kolorektalem Karzinom innerhalb der
ersten Woche einer neoadjuvanten Radiochemotherapie.
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Abb. 68: CA 19-9-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit kolorektalem Karzinom innerhalb der
ersten Woche einer adjuvanten Radiochemotherapie.
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Abb. 69: CA 19-9-Einzelwerte und Mediane bei Patienten mit kolorektalem Karzinom innerhalb der
ersten Woche einer Rezidiv-Radiochemotherapie.

4.2.3 Vergleich der Therapiegruppen

Ingesamt erhielten 25 Patienten eine Radiochemotherapie wegen eines Karzinoms

des Dick- oder Mastdarms.

o Bei 4 von diesen 25 Patienten erfolgte die Radiochemotherapie adjuvant

(postoperativ) nach vollstandiger Tumorresektion (R0O-Resektion).

o Eine neoadjuvante (praoperative) Radiochemotherapie erhielten 13 Patienten.
Der Tumor wurde bei dieser Gruppe einige Wochen nach Beendigung der

Therapie reseziert.

o Acht Patienten wurden mit einer Rezidiv-Radiochemotherapie behandelt. In
diesen Fallen handelte es sich ausschlieBlich um Patienten mit

lokoregionalem Tumorrezidiv.
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In den folgenden drei Abbildungen sind Nukleosomen- und Tumormarkerverlaufe
jeweils von einem Patienten wahrend adjuvanter, neoadjuvanter und Rezidiv-
Radiochemotherapie exemplarisch abgebildet. Um alle Parameter in einer Abbildung
darstellen zu kénnen, wurden die Konzentrationen von Nukleosomen und
biologischer Marker jeweils durch den Median gesunder Personen geteilt und
logarithmisch aufgetragen. Die Mediane gesunder Personen betragen flr
Nukleosomen 14 ng/ml, fir CEA 1,3 mg/ml, 0,7 ng/ml fir CYFRA 21-1 und 3,1 U/ml
fur CA 19-9. Patienten, die nach vollstandiger Resektion des Tumors, mit einer
adjuvanten Therapie behandelt wurden, setzten nur geringe Mengen an
Nukleosomen vor und wahrend der Therapie frei. Der Anstieg wahrend der ersten
Woche fiel lediglich geringflgig aus (s. Abb. 70).

Median
gesunder
c 1000 Personen:
2 —@- Nukleosomen ELISA 14 ng/ml
o
[ =—&— CA19-9 3,1 U/ml
g-, 100 A -0— CEA 1,3 ng/ml
oy —il— CYFRA 21-1 0,7 ng/ml
2
2
g 10 -
c @ . J
8
®
—R —
@
x
=
0,1 T T T T T T T T
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27

Tage nach Beginn der Radiochemotherapie

Abb. 70: Logarithmische Darstellung der Verlaufe von Nukleosomen und Tumormarker bei einem
Patienten mit Rektumkarzinom (pT3, pNO, M0, G3) wahrend einer adjuvanten Radiochemotherapie.
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Abb. 71: Logarithmische Darstellung der Verlaufe von Nukleosomen und Tumormarker bei einem
Patienten mit Rektumkarzinom (T3, N1, MO, G3) wahrend einer neoadjuvanten Radiochemotherapie.

Deutlich héhere Konzentrationen an Nukleosomen und stéarkere Anstiege wurden
bei Patienten beobachtet, die eine neoadjuvante Radiochemotherapie erhielten.
Ahnlich den Verlaufen bei den Patienten mit Pankreaskarzinomen, fielen die
Konzentrationen der Nukleosomen nach sechs Stunden deutlich ab. In den
folgenden Tagen erhdhten sich die Nukleosomenwerte rasch und erreichten meist
innerhalb der ersten Woche ein Maximum. Exemplarisch wird dies in Abbildung 71

aufgezeigt.

Bei Patienten mit lokoregionalem Rezidiv der Grunderkrankung wurden teilweise
noch hoéhere Nukleosomenkonzentrationen gemessen (s. Abb. 72). Signifikant
unterschied sich die Hbhe der Nukleosomenfreisetzung zwischen adjuvant und
neoadjuvant behandelten Patienten, sowie zwischen Patienten mit adjuvanter und
Rezidiv-Radiochemotherapie (s. Tab. 10).
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Abb. 72: Logarithmische Darstellung der Verlaufe von Nukleosomen und Tumormarker bei einem
Patienten mit Rektumkarzinom (T3, NO, MO, G3) wahrend einer Rezidiv-Radiochemotherapie.

Zwischen adjuvant und neoadjuvant behandelten Patienten wurden signifikante
Unterschiede bei der Freisetzung von Nukleosomen und der tumorassoziierten
Antigene CEA, CA19-9 und CYFRA 21-1 beobachtetet. Nach vollstandiger
Tumorresektion wurden im Serum von Patienten wéahrend der adjuvanten
Radiochemotherapie deutlich niedrigere Wertlagen gemessen. Neoadjuvant
therapierte Patienten mit noch vorhandenen Tumormassen wiesen im Vergleich
deutlich héhere Konzentrationen vor allem flir Nukleosomen, aber auch fiir CEA und
CYFRA 21-1 auf. Die Wertlagen der biologischen Marker CEA, CA 19-9 und
CYFRA 21-1 waren teils noch starker erhéht bei Patienten, die an einem
Tumorrezidiv litten im Vergleich zu den neoadjuvant behandelten Patienten. Die
Tabellen 10 und 11 geben Mediane und Schwankungsbereiche von Nukleosomen
sowie der biologischen Marker CEA, CYFRA 21-1 und CA 19-9 wéahrend der ersten
drei Tage einer Radiochemotherapie detailliert wieder.
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Nukleosomen CEA CYFRA 21-1 CA 19-9
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [U/mlI]
Neoadjuvante RCT (N = 13)
658 4.6 17 11.8
Tag 1, Oh (136-2521) (1.5-43.3) (0.6-39.4) (4.0-65.4)
287 7.3 15 113
Tag 1, 6h (89-547) (1.4-45.2) (0.9-4.9) (3.7-59.7)
Tag 2 419 5.0 2.0 11.0
(212-760) (1.5-45.5) (0.9-36.9) (3.9-47.1)
503 27 1.9 10.8
Tag3 (99-1353) (1.5-41.7) (1.0-4.8) (3.7-52.6)
Adjuvante RCT (N = 4)
192 2.0 0.9 11.1
Tag 1, Oh (86-530) (0.8-3.6) (0.5-1.4) (4.3-13.0)
126 1.1 13 8.6
Tag 1, 6h (78-424) (0.7-3.7) (0.6-1.5) (4.1-10.4)
208 17 11 9.5
Tag 2 (45-274) (0.83.2) (0.6-1.1) (4.4-11.9)
238 19 11 8.9
Tag 3 (135-464) (1.2-3.0) (0.6-1.2) (8.9-9.9)
Rezidiv RCT (N = 8)
532 17.3 2.2 68.8
Tag 1, 0h (253-2095) (1.3-117) (0.6-9.8) (0.6-532)
545 18.9 2.6 105
Tag 1, 6h (184-662) (4.0-101) (0.8-8.6) (0.6-494)
Tag 2 307 20.0 27 98.9
(94-1450) (4.2-94.1) (1.1-8.6) (0.6-461)
Tag 3 252 17.7 3.0 107
(138-2262) (1.2-99.2) (0.9-7.8) (6.7-509)

Tab. 10: Mediane und Schwankungsbereiche von Nukleosomen, CEA, CA 19-9 und CYFRA 21-1
der Patienten mit adjuvanter, neoadjuvanter und Rezidiv-Radiochemotherapie. Es sind die Werte vor
der Therapie (Tag 1, Oh), 6 Stunden nach der ersten Bestrahlung (Tag 1, 6h), am zweiten Tag (Tag 2,

24h) und dritten Tag (Tag 3, 48h) aufgelistet.
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Varianzanalyse | Nukleosomen CEA CYFRA 21-1 CA 19-9
p-Wert | pkorr | p-Wert | pkorr | p-Wert | p korr | p-Wert | p korr

Adjuvant vs Neoadjuvant

Eggggi;rupp . | <0001 | <0001 | ns ns s

Effekt der

Therapietage ns ns ns ns

Effekt von ns s e o

Interaktionen

Adjuvant vs Rezidiv

Eﬁgf;gggrupp o | 0001 | 0003 | 0012 | 0.036 | 0.031 | 0093 | ns

Eﬁsggg'[age ns 0.008 | 0.024 ns 0.002 | 0.006

Effekt von

Interaktionen ns ns ns ns

Neoadjuvant vs Rezidiv

Effekt der

Therapiegruppe ns ns ns ns

Eggl:;gg:ag e 0.011 0.033 0.001 | 0.003 ns ns

Effekt von

Interaktionen ns ns ns ns

Tab. 11: Varianzanalyse von Nukleosomen, CEA, CA 19-9 und CYFRA 21-1 mit Vergleich der
einzelnen Therapiegruppen. ns: nicht signifikant, p korr: korrigierter (angepasster) p-Wert

4.2.4 Therapieansprechen bei Patienten unter neoadjuvanter RCT

Bei Patienten mit fortgeschrittenem Tumorstadium wurde eine neoadjuvante

Radiochemotherapie durchgefihrt, um das Tumorvolumen zu reduzieren und eine

anschlieBende Tumorresektion zu ermdglichen. Vor

Therapiebeginn wurden

bildgebenden Verfahren, wie endoskopische Sonographie, Computertomographie

und Kernspintomographie, zum klinischen Staging verwendet. Diese Ergebnisse

wurden mit dem histopathologischen Befund des postoperativen Resektats
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verglichen. Die Kontrolle der Therapieeffizienz erfolgte dabei anhand von
Veranderungen des Tumorstadiums analog der gultigen UICC-Kriterien. Von den 13

praoperativ behandelten Patienten mit fortgeschrittenem kolorektalem Karzinom
o hatten 4 Patienten eine Partielle Remission,
o wiesen 5 Patienten eine gleichbleibende Erkrankung auf und

o litten 4 Patienten an einer Progression ihres Tumors.

4.2.4.1 Wochentliche Werte

Far die weitere Auswertung wurden die Patienten mit partieller Remission und
diejenigen mit gleichbleibender Erkrankung zu der Gruppe ohne Progression
zusammengefasst (N = 9). Patienten mit fortschreitender Tumorerkrankung wurden
als Gruppe mit Progression bezeichnet (N = 4). In den Abbildungen 73 — 76 sind alle
wdchentlichen Einzelwerte von Nukleosomen und der biologischen Marker CEA,
CYFRA 21-1 und CA 19-9 zwischen diesen beiden Gruppen verglichen. Helle Punkte
entsprechen Patienten ohne Progression, dunkle Punkte solchen mit Progression.
Dabei unterschieden sich die Freisetzungsmuster beider Gruppen sowohl bei
Nukleosomen als auch den biologischen Markern. Bei neoadjuvant bestrahlten
Patienten mit einem Progress ihrer Tumorerkrankung konnten héhere Einzelwerte
und Mediane von Nukleosomen sowie der biologischen Marker im Serum
nachgewiesen werden. Besonders ausgepragt war dies bei den Konzentrationen von

Nukleosomen und des carcinoembryonalen Antigens.
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Abb. 73: Wdchentliche Nukleosomenwerte wéhrend neoadjuvanter Radiochemotheregie bei
Patienten mit kolorektalem Karzinom ohne Progression (O) und mit Progression (@) der
Grunderkrankung.
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Abb. 74: Wadchentliche CYFRA 21-1-Werte wahrend neoadjuvanter Radiochemotheragie bei
Patienten mit kolorektalem Karzinom ohne Progression (O) und mit Progression (@) der
Grunderkrankung.
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Abb. 75: Wéchentliche CEA-Werte wahrend neoadjuvanter Radiochemotherapie bei Patienten mit
kolorektalem Karzinom ohne Progression (O) und mit Progression (’) der Grunderkrankung.
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Abb. 76: Wochentliche CA 19-9-Werte wahrend neoadjuvanter Radiochemotherapie bei Patienten
mit kolorektalem Karzinom ohne Progression (O) und mit Progression (.) der Grunderkrankung.
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4.2.4.2 Werte wahrend der ersten Woche

Analog zu den wochentlichen Werten wurden alle Einzelwerte der ersten drei
Behandlungstage sowie die Flache unter der Kurve dieses Zeitraums (AUC 1-3) flr
Nukleosomen, CEA, CYFRA21-1 und CA19-9 in den Graphiken 79 —83
zusammengefasst. Beim Vergleich einzelner Nukleosomenwerte zwischen der
Gruppe ohne Progression und derjenigen mit Progression fanden sich zwar
unterschiedliche  Wertlagen, allerdings war die Trennstarke far das
Therapieansprechen mit p = 0,052 nur grenzwertig signifikant (s. Tab. 12). Betrachtet
man allerdings die Flache unter der Kurve (AUC), die alle Werte der ersten drei Tage
integriert, so hatten Patienten mit Progression deutlich hbhere Werte im Vergleich zu
Patienten ohne Progression (p = 0,028; s. Abb. 77).
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Abb. 77: Verteilung der Nukleosomenkonzentrationen wahrend der ersten drei Behandlungstage in
neoadjuvant behandelten Patienten ohne Progression (O) und mit Progression (.) der
Grunderkrankung. Die Trennstarke zwischen beiden Gruppen bezogen auf das Therapieansprechen
betragt fir die Flache unter der Kurve (AUC) p = 0,028 (Wilcoxon-Test).
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Abb. 78: Verteilung der CYFRA 21-1-Konzentrationen wahrend der ersten drei Behandlungstage in
neoadjuvant behandelten Patienten ohne Progression (O) und mit Progression (@) der
Grunderkrankung. Die Trennstarke zwischen beiden Gruppen bezogen auf das Therapieansprechen
betragt fir die Flache unter der Kurve (AUC) p = 0,156 (Wilcoxon-Test).
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Abb. 79: Verteilung der CEA-Konzentrationen wahrend der ersten drei Behandlungstage in
neoadjuvant behandelten Patienten ohne Progression (O) und mit Progression (@) der
Grunderkrankung. Die Trennstarke zwischen beiden Gruppen bezogen auf das Therapieansprechen
betragt fir die Flache unter der Kurve (AUC) p = 0,093 (Wilcoxon-Test).
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Abb. 80: Verteilung der CA 19-9-Konzentrationen wahrend der ersten drei Behandlungstage in
neoadjuvant behandelten Patienten ohne Progression (O) und mit Progression (@) der
Grunderkrankung. Die Trennstarke zwischen beiden Gruppen bezogen auf das Therapieansprechen
betragt fir die Flache unter der Kurve (AUC) p = 0,245 (Wilcoxon-Test).

Bei den biologischen Markern CEA, CYFRA 21-1 und CA 19-9 fanden sich zwar
unterschiedliche Wertlagen zwischen Patienten mit und ohne Progression der
Grunderkrankung, allerdings ohne ein signifikantes Niveau zu erreichen. Bezogen
auf die Nukleosomen wiesen Patienten, die auf die Therapie ansprachen, niedrigere
Werte auf als Patienten mit einer Progression der Erkrankung. Dies soll an zwei
exemplarischen Verlaufen von Nukleosomenkonzentrationen je eines Patienten mit
und ohne Progression gezeigt werden (s. Abb. 81 und 82). Verdeutlicht wird dies an
der schraffierten Flache unter der Kurve, welche die area under the curve (AUC) der
ersten drei Tage darstellt. So zeigt die Graphik 81 einen Patienten mit kleiner Flache
unter der Kurve (AUC 1-3) ohne Progression der Grunderkrankung. Im Gegensatz
dazu erlitt der in Abbildung 82 dargestellte Patient mit groBer AUC 1-3 einen friihen
Progress seiner malignen Grunderkrankung. Alle nicht progredienten Patienten
wiesen eine absolut kleinere AUC 1-3 auf als Patienten mit Progression ihres
Malignoms (s. Abb. 77).
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Abb. 81: Typischer Verlauf der Nukleosomenkonzentration im Serum eines Patienten mit
Rektumkarzinom (T3, NO, M0, G2) wahrend neoadjuvanter Radiochemotherapie ohne Progression der
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Abb. 82: Typischer Verlauf der Nukleosomenkonzentration im Serum eines Patienten mit
Rektumkarzinom (T3, N1, M0, G3) wahrend neoadjuvanter Radiochemotherapie mit Progression der

Erkrankung.

Zusammenfassend stellt die Tabelle 12 alle Mediane von Nukleosomen sowie der
die tumorassoziierten Antigene CEA, CA 19-9 und CYFRA 21-1 wahrend der ersten
drei Behandlungstage dar. Die biologischen Marker konnten dabei nicht signifikant

zwischen den beiden Gruppen diskriminieren. In dieser Varianzanalyse wurde die
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Trennstéarke zwischen beiden Gruppen bezogen auf den Effekt des
Therapieansprechens, der Therapietage sowie den Effekt von Interaktionen
berechnet.

Nukleosomen CEA CYFRA 21-1 CA 19-9

ore T ren | e e | 15 T s | 5 | prog
Tag 1, 0h 537 | 1188 3.0 9.1 1.4 2.4 11.7 32.0
Tag 1, 6h 286 292 1.8 8.7 1.3 2.7 11.3 30.9
Tag 2 388 629 2.3 8.3 1.9 2.5 10.6 13.6
Tag 3 413 1012 2.0 10.1 1.7 2.8 7.7 13.9

Varianzanalyse: Keine Progression vs Progression

Effekt des

Therapie- p=0.052 ns ns ns
ansprechens

Effekt der

Therapietage p=0.005 ns ns ns
Effekt von ns ns ns ns

Interaktionen

Tab. 12: Mediane von Nukleosomen, CEA, CA 19-9 und CYFRA 21-1 neoadjuvant behandelter
Patienten mit Progression und ohne Progression der Erkrankung. Die Trennstarke zwischen beiden
Gruppen bezogen auf das Therapieansprechen betragt fir einzelne Nukleosomenwerte p = 0,052,
bezogen auf die Therapietage p = 0,005 (Varianzanalyse). ns = nicht signifikant
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5 Diskussion

Zur onkologischen Therapie gehéren neben Operation, Chemotherapie,
Strahlentherapie auch die Gabe von Hormonen und Antikérpern [Harris 2004]. In
frihen Krankheitsstadien wird zunachst versucht, den Tumor vollstandig zu
resezieren. Im AnschluB daran wird oft eine postoperative Chemo-, Radio- oder
kombinierte Radiochemotherapie durchgefiihrt, um restliches Tumorgewebe zu
eliminieren. Bei nicht mehr resektablen Tumoren versucht man mittels einer primaren
bzw. préoperativen Therapie das Malignom zu verkleinern und in ein operables
Stadium zu bringen. Patienten im fortgeschrittenen Tumorstadium mit Rezidiv oder
Metastasen erhalten oftmals besondere Rezidiv-Chemotherapien oder Antikdrper.

Unter dem Begriff Radiotherapie wird die Applikation beschleunigter Teilchen und
elektromagnetischer Wellen zusammengefasst. Zur Teilchenstrahlung gehdéren
neben a- und B-Strahlung, also Heliumkernen und Elektronen, auch schnelle
Protonen. Die y-Strahlung wird zu der elektromagnetischen Strahlung gezahlt. Neben
wenigen Spezialindikationen wird meist harte y-Strahlung perkutan appliziert. Eine
Strahlentherapie kann je nach GrdoBe des Bestrahlungsfeldes als lokale oder
systemische Therapie appliziert werden.

Neben dem Tumorgewebe werden bei einer Strahlentherapie angrenzende
Strukturen und Lymphknotenstationen mit einbezogen, um eventuell versprengte
Tumorzellen zu eliminieren. Die Radiotherapie erfolgt dabei meist fraktioniert, das
heiBt, die Gesamtdosis wird Uber mehrere Wochen in kleinen Dosen appliziert. Die
fraktionierte Bestrahlung schiitzt vor allem gesundes Gewebe, denn gesunde Zellen
kénnen DNA-Schaden im bestrahlungsfreien Intervall besser reparieren als maligne
Zellen. Die DNA in Tumorzellen ist auBerdem oft instabiler und kann daher effektiver
geschadigt werden als DNA in gesunden Zellen [Schaer 2001, Hendry 2001]. Allerdings
leiden auch stark proliferierende Gewebe wie ha&matopoetische Zellen des
Knochenmarks oder Spermatozoen des Hodens unter einer Radiatio. Kbnnen DNA-
Schaden innerhalb der kurzen Zellzykluszeiten nicht rechtzeitig repariert werden,
erliegen diese Zellen dem Zelltod und geben apoptotische Produkte, wie Mono- und
Oligonukleosomen in die Blutlaufbahn ab [Kerr 1994, Mirkovic 1994, Hendry 1997, Hendry
2001, Mirzaie-Joniani 2002].
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Viele Studien haben gezeigt, dass multimodale Therapiestrategien die
Behandlungserfolge beim kolorektalen und Pankreaskarzinom deutlich erhéhen
[Wilkowski 2000, Heinemann 2002 (A), Wilkowski 2004,

Bosset 2005, Pfeiffer 2005, Wilkowski 2006, Heinemann 2006]. Radio- und Chemotherapien
werden oft kombiniert, da sie Tumorzellen in unterschiedlichen Stadien angreifen.
Die simultane Applikation beider Therapiemodalitaten ist aber auch starker toxisch
und fahrt haufiger zu unerwinschten Wirkungen. Daher werden pradiktive und
prognostische Marker bendtigt, die frihzeitig anzeigen, ob eine applizierte Therapie
erfolgreich sein wird oder besser gewechselt werden sollte. Wie notwendig solche
Marker sind, wird deutlich, wenn man den derzeitigen Stand einer
Therapiebeurteilung betrachtet. Das Ansprechen der Therapie wird mit bildgebenden
Verfahren und onkologischen Biomarkern kontrolliert. Allerdings vergehen meist viele
Wochen bis Monate bis die Therapieeffizienz dadurch abgeschéatzt werden kann.
Zusatzlich werden durch die Behandlung benachbarte Gewebe mitgeschadigt und
erschweren eine objektive Beurteilung der aktuellen TumorgréBe. Insbesondere gilt
dies fur Karzinome der Bauchspeicheldriise. Zudem ist die bildgebende Diagnostik
oft nicht standardisiert: sie ist stark abhangig von verschiedenen Techniken, variiert
deutlich zwischen unterschiedlichen Begutachtern und deren Erfahrungsgrad. Daher
wurden in dieser Arbeit die bildgebenden Befunde zusatzlich durch einen erfahrenen
Radiologen beurteilt. Ein einfach durchzuflihrender, glnstiger Labortest, der friher
als die bildgebenden Verfahren und herkémmlichen biologischen Marker den Erfolg

einer Radiochemotherapie anzeigen kénnte, ware héchst wiinschenswert.

Wirkmechanismen von Radiotherapie und Chemotherapeutika

Interessanterweise profitieren einige Patienten in gleichen Tumorstadien gut von
einer Radiochemotherapie, wahrend andere kaum oder nicht auf die Therapie
ansprechen. Verschiedenste Ursachen werden daflir verantwortlich gemacht, wovon
einige im Folgenden erdrtert sind. Zunachst soll aber kurz auf die allgemeinen
Wirkmechanismen von Radiotherapie und Chemotherapeutika eingegangen werden.

Photonen, als y-Strahlung appliziert, fihren intrazellular zu starken physikalischen
und chemischen Veranderungen. Die Zusammensetzung des lonenmilieus wechselt,

der pH-Wert wird beeinflusst und Radikale oder reaktive Produkte entstehen.

110



Dadurch kommt es zum Umbau vieler Zellstrukturen und zum biologischen
Zellschaden. Auf Ebene der DNA flhrt die Bestrahlung neben Einzelstrang- auch zu
Doppelstrang-Briichen [McMillan 2001]. Dabei scheint die Oxygenierung des
Tumorgewebes eine entscheidende Rolle zu spielen fur die Bildung von Radikalen
und Wasserstoffperoxid. So reduziert Hypoxie die Strahlenwirkung auf die Halfte bis
ein Drittel und begiinstigt das Uberleben von Tumorzellen [Mirkovic 1994].

Eine hohe Strahlendosis verursacht irreparable DNA-Schaden und |6st eine frihe,
pramitotische Apoptose aus. Niedrige Dosen ladieren DNA in geringerem MafBe und
fihren nicht zum akuten Zelltod [Verheij 2000, Shinomiya 2001]. Um die Schaden durch
verschiedene Reparatursysteme zu beseitigen, kann der Zellzyklus in verschiedenen
Phasen angehalten werden [Maity 1994, Sionov 1999, Shinomiya 2001]. Dies geschieht
durch eine Hochregulation des p53-Proteins. Nach erfolgreicher Reparatur des DNA-
Schadens geht die Zelle von der G1-Phase zur S-Phase Uber. Sind die Schaden
allerdings schwerwiegend oder die Reparatursysteme insuffizient, wird die Zelle nach
einer bestimmten Latenzzeit die verzdgerte, postmitotische Apoptose einleiten [Verheij
2000, Shinomiya 2001]. Dabei werden apoptoseférdernde Proteine wie Bax aktiviert, die
Cytochrom C aus den Mitochondrien freisetzen. In der weiteren Folge werden
verschiedene Effektorcaspasen aktiviert, welche zellulare Strukturen geordnet
zersetzen [Mirkovic 1994, Leist 1997, Sionov 1999, Szumiel 1998]. AnschlieBend werden
apoptotische Substrate, darunter auch Mono- und Oligonukleosomen von
Nachbarzellen und Gewebsmakrophagen phagozytiert und an den Blutkreislauf
abgegeben. Mit steigender Apoptoserate gelangen vermehrt Nukleosomen in die
Blutbahn. Zusatzlich kann y-Strahlung den apoptotischen Zelltod auch direkt Gber die
extrinsische Signalkaskade des CD95/Fas/Apo1-Systems einleiten [

Sheard 1999, Mirzaie-Joniani 2002].

Chemotherapeutika induzieren ebenfalls den apoptotischen Zelltod. Es existieren
zahlreiche Chemotherapeutika mit unterschiedlichsten Wirkmechanismen. Die in
dieser Arbeit untersuchten Patienten wurden mit Cisplatin, Gemcitabine und 5-
Fluoruracil behandelt. Cisplatin und 5-Fluoruracil induzieren die Apoptose vor allem
durch Aktivierung des CD95/Fas/Apo1-System und (ber Freisetzung von
Cytochrom ¢ aus Mitochondrien [Friesen 1999, Yim 2004]. Gemcitabine entwickelt seine
Toxizitat erst intrazellular und hemmt die DNA-Synthese [Jiang 2000].
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Um das unterschiedliche Therapieansprechen von Patienten in gleichen
Tumorstadien besser erklaren zu kdnnen, missen Veranderungen auf zellularer
Ebene genauer betrachtet werden. Beim Pankreaskarzinom kénnen Onkogene wie
K-Ras mutiert, Tumorsuppressorgene wie TP53 und p16 verloren gegangen und die
Expression verschiedener Proteine wie p53 und Bcl-2 dysreguliert sein [Islam 2001,
Maitra 2003]. Diese Proteine regulieren Zellzyklus, Proliferation und Apoptose. Die
relative Resistenz von Tumorzellen des Pankreas auf 5-Fluoruracil kann auf die
Inaktivierung von p53 zuriickgefiihrt werden. Eine Uberexpression von Bcl-2 ist mit
einer reduzierten Sensitivitat auf Gemcitabine assoziiert [Giovannetti 2006 (B)].

Gemcitabine, ein Desoxycytidin-Analogon, wirkt in vielen Tumoren zytotoxisch,
unter anderem dem Pankreaskarzinom [Li 2004]. Allerdings bendtigt es spezielle
Nukleosidtransporter, um in die Tumorzellen zu gelangen, wie human equilibrative
nucleoside transporter oder human concentrative nucleoside transporter. Werden
diese Transporter blockiert oder kaum exprimiert, ist die Wirksamkeit von
Gemcitabine deutlich verringert und die Uberlebenszeit solcher Patienten verkiirzt
[Mackey 1998, Garcia-Manteiga 2003, Spratlin 2004, Giovannetti 2006 (A)].

Die individuellen Unterschiede in der Therapie auf molekularer Ebene beginnt man
erst seit wenigen Jahren zu verstehen. Dies ermdglicht zukinftig die Perspektive,
molekulare Analysen eines Patienten vor jeder Chemo- und Radiochemotherapie
durchzuflhren und die Therapie auf diesem Wege zu optimieren. Umso wichtiger ist
es daher in jedem individuellen Fall die Effektivitdt der Therapie zuverlassig und

frihzeitig abschatzen zu kénnen.

Wahl der Patientenkollektive

In dieser Arbeit wurden 32 Patienten mit Tumoren der Bauchspeicheldrise und
25 Patienten mit Malignomen des Dickdarms in eine prospektive Studie
eingeschlossen. Den Antrag zu dieser Studie hatte die Ethik-Kommission der
Ludwig-Maximilian-Universitat Minchen zuvor bewertet und genehmigt. Wahrend der
gesamten Behandlungsdauer wurden diese Patienten intensiv durch mich betreut,

was zu einer ausgezeichneten Compliance fast aller Patienten fuhrte.
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Die Auswahl der Kollektive erfolgte dabei nach verschiedenen Kriterien.
Pankreaskarzinome werden haufig erst in fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert,
weisen daher eine schlechte Prognose auf und sind besonders schwierig mittels
bildgebender Verfahren zu beurteilen. Gerade Patienten mit dieser Diagnose wirden
von einer frihzeitigen Evaluation der Therapieeffizienz, mit der Mdglichkeit eines
Regimewechsels, profitieren. Patienten mit kolorektalen Karzinomen wurden aus
mehreren Griinden in diese Studie integriert. Adjuvant behandelte Patienten, nach
vollstandiger Resektion des Tumors, wurden als Kontrollkollektiv verwendet. Dabei
sollte kontrolliert werden, wieviele Nukleosomen aus benignem Gewebe in vivo
wahrend einer Radiochemotherapie freigesetzt werden. Bei Patienten, die eine
neoadjuvante Radiochemotherapie erhielten, wurde etwa sechs bis acht Wochen im
Anschluss der Therapie eine Tumorresektion durchgefihrt. Bei dieser
Patientengruppe erschien uns das histopathologische Staging die genaueste
Methode darzustellen, um das Ansprechen des Tumors auf die Therapie zu
beurteilen. Patienten mit einem lokoregionalem Tumorrezidiv stellten die dritte
Gruppe kolorektaler Patienten dar, mit der Frage noch hoéherer

Nukleosomenkonzentrationen bei erneutem Auftreten eines Malignoms.

Alle Patienten dieser Studie erhielten eine simultane Radiochemotherapie. Sie
wurden mit 15 Mega-Volt Photonen eines Linearbeschleunigers in isozentrischer
Drei- oder Vierfeldertechnik bestrahlt. Diese Bestrahlungsart ist besonders gut
steuerbar und dringt tief ins Gewebe ein.

Der Vorteil der in dieser Studie untersuchten Patientengruppen liegt in der groBen
Homogenitat der Kollektive und ihrer Therapie.

Praanalytische Vorgehensweise wahrend der prospektiven Studie

Besonderen Wert in dieser prospektiven Studie wurde, neben einer sorgféltigen
Erhebung der klinischen Daten, auf ein akkurates praanalytisches Vorgehen gelegt.
Die Zeitpunkte der Blutentnahmen wurden so gewahlt, dass sie im normalen
klinischen Ablauf vorgenommen werden konnten. Nach Méglichkeit wurden sie mit

anfallenden Routineabnahmen zusammengelegt.
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Alle Serumproben wurden standardisiert weiterverarbeitet. Dies ist von besonderer
Wichtigkeit, da dies in vielen klinischen Studien als wenig relevant betrachtet wird,
aber deutliche Auswirkungen auf die Messergebnisse haben kann. So wurden alle
Blutproben eigenhandig abgenommen, binnen ein bis maximal zwei Stunden
abzentrifugiert, stabilisiert und bis zum Einfrieren kihl gelagert. Auch die Messungen
der Nukleosomenkonzentrationen im Serum erfolgten nach einem standardisierten
Vorgehen. Dazu wurden jeweils alle tiefgerorenen Serumproben eines Patienten
aufgetaut und innerhalb eines Testdurchlaufes analysiert. Durch diese MaBnahmen
wurde der EinfluB3 praanalytischer und analytischer StérgréB3en minimiert.

Mittels der gemessenen Nukleosomenkonzentrationen sollte geklart werden, ob
Nukleosomen nach einem typischen Muster freigesetzt werden und ob sich diese
Freisetzungsmuster innerhalb der Therapiegruppen unterscheiden. Desweiteren
wurde untersucht, ob die Therapieeffizienz bzw. das progressionsfreie Intervall

frihzeitig beurteilbar ist.

Freisetzungsmuster von Nukleosomen wahrend Radiochemotherapie

In Tumorgeweben lassen sich eine massive Zellproliferation und ein massiver
Zelltod nachweisen. Dieser Zellumsatz, der die Freisetzung von apoptotischen
Produkten mit einschlieBt, variiert zwischen verschiedenen Tumorarten und
verschiedenen Individuen [Meyn 1993, Holdenrieder 2001 (C)]. Apoptose ist einer der
Hauptmechanismen, der zum Untergang von Tumorzellen fahrt. Um eine Therapie zu
monitoren, kdnnten sich daher Marker eignen, die das AusmaB des Zelltods, z.B.
Nukleosomen, reflektieren.

In einer in vitro-Studie  untersuchten  Holdenrieder et al. die
Nukleosomenfreisetzung aus gesunden und malignen Lungenzelllinien, die mit
verschiedenen Dosisraten bestrahlt wurden. Tumorzellen setzten nach mittleren
Bestrahlungsdosen signifikant mehr Nukleosomen frei als normale Bronchialzellen
[Holdenrieder 2004 (C)]. Allerdings kdnnen in vivo maligne Zellen nicht so exakt von
benignen getrennt betrachtet werden. Im Bestrahlungsfeld befindet sich neben
Tumorzellen auch gesundes Gewebe, welches aus verschiedenen Zelltypen mit
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unterschiedlicher Radiosensitivitat besteht. Daher ist es schwierig genau anzugeben,

wieviele Nukleosomen aus gesunden und malignen Zellen stammen.

Initial wurden die woéchentlichen Werte der Nukleosomenkonzentrationen wahrend
einer Radiochemotherapie analysiert. Allerdings lieB sich hier kein eindeutiger Trend
oder ein homogenes Freisetzungsmuster erkennen. Die Streubreite der
Nukleosomenwerte fiel hoch aus und war aufgrund vielfaltiger Einflusse vor allem
nach mehreren Wochen einer Radiochemotherapie nicht eindeutig beurteilbar. Dies
galt sowohl fur die wdchentlichen Nukleosomenwerte bei Patienten mit
Pankreaskarzinom als auch fir solche mit einem Malignom des Dickdarms. So
konzentrierte sich die weitere Auswertung der Nukleosomenfreisetzung auf die
ersten Tage einer Radiochemotherapie. Wahrend der initialen Phase einer
Behandlung sind die Nukleosomenwerte am besten vergleichbar. Dies hat
verschiedene Grinde. Patienten begannen eine Radiochemotherapie an den
Wochentagen Montag bis Donnerstag. Wahrend der ersten drei Tage (48 Stunden)
einer Radiochemotherapie erhielten also alle Patienten eine zweimalige Applikation
der taglichen 1,8 Gy-Dosis. An den folgenden Tagen wurden einige Patienten
weiterbestrahlt, wahrend sich andere bereits im bestrahlungsfreien Wochenende
befanden. Zusatzlich erschweren im weiteren Verlauf einer Radiochemotherapie
aufgetretene Komplikationen wie etwa Infektionen oder Entziindungen den Vergleich
einzelner Nukleosomenwerte. So verzdgern Akute-Phase-Proteine die Elimination
von Nukleosomen und kénnen zu erhéhten Konzentrationen im Blut flhren

[Burlingame 1996, Du Clos 1996].

Im Weiteren wurden in der vorliegenden Arbeit Freisetzung und Kinetik der
Nukleosomen beim Pankreaskarzinom wahrend Radiochemotherapie genauer
analysiert. Da Karzinome der Bauchspeicheldriise oft in fortgeschrittenen Stadien
diagnostiziert werden, vermuteten wir hohe Nukleosomenwerte sowohl vor als auch
wahrend der Therapie. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die
Nukleosomenkonzentration typischerweise auf einem hohen Level startet. Dies ist
vermutlich auf den gesteigerten, spontanen Zellumsatz in diesen Tumoren
zurlickzufUhren. Sechs Stunden nach der ersten Bestrahlung fallt die Konzentration
teils deutlich ab und steigt bis zu einem Maximum an den folgenden Tagen an. Eine
mogliche Erklarung liegt in der Beobachtung, dass schon die erste Bestrahlung
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Zellen verandert und deren Zellzyklus arretiert [McMillan 2001]. Im Laufe der nachsten
Stunden entscheidet sich, ob eine Zelle den DNA-Schaden reparieren kann. Ist eine
Reparatur nicht mdéglich, setzt mit einer zeitlichen Verzdgerung die Apoptose ein.
AnschlieBend werden vielfaltige Apoptoseprodukte in die Blutzirkulation freigesetzt.
Auf diese Weise lassen sich der Abfall der Nukleosomenwerte sechs Stunden nach
der ersten Bestrahlung und der steile Anstieg der folgenden Tage gut erklaren. Diese
Beobachtung wird zusatzlich durch in vitro Ergebnisse untermauert [Mirzaie-Joniani
2002]. In vivo wurden dazu erste Daten von Holdenrieder et al. an 16 Patienten mit
unterschiedlichen Karzinomen wahrend Radiotherapie beschrieben [Holdenrieder 2001
(C)]. Bei diesen deutlich grobmaschigeren Messungen konnte gezeigt werden, dass
rasche Abfélle der Nukleosomenkonzentrationen auf niedrige Werte mit einem guten
Ansprechen auf die Radiotherapie korrelierten. Ein spaterer Abfall auf hdhere
Minimalwerte war dagegen mit einer schlechten Strahlenempfindlichkeit des Tumors

assoziiert.

Vergleich der Nukleosomenkonzentrationen innerhalb der Therapiegruppen

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurde geprift, ob die nachweisbaren
Nukleosomen im Serum vorwiegend von benignen oder malignen Zellen freigesetzt
werden. Bei RO-resezierten Patienten, die einer adjuvanten Radiochemotherapie
unterzogen wurden, war das Tumorgewebe vollstandig entfernt. Nukleosomen
stammten in diesen Fallen Uberwiegend aus benignen Zellen. Bei Patienten mit
manifester Tumorlast, z.B. vor neoadjuvanter Therapie oder bei Tumorrezidiv, waren
die Nukleosomenkonzentrationen deutlich héher und man muss davon ausgehen,
dass die messbaren Nukleosomen wahrend Radiochemotherapie grdBtenteils aus
malignen Zellen freigesetzt wurden. Um diese Hypothese zu prifen, wurden die
Nukleosomenkonzentrationen dieser beiden Gruppen miteinander verglichen.

In der Gruppe der kolorektalen Karzinome lagen die Nukleosomenwerte der
RO-resezierten Patienten signifikant niedriger als bei den Patienten mit vorhandener
Tumorlast (neoadjuvante Tumorpatienten und Patienten mit Tumorrezidiv). Allerdings

lieB sich dieser Unterschied in Patienten mit Pankreaskarzinom nicht nachweisen.
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Daraufhin wurden die histopathologischen Ergebnisse der operierten Patienten
erneut analysiert. Dabei konnte festgestellt werden, dass alle kolorektalen Patienten
RO-reseziert waren und damit die Tumorlast vollstandig entfernt worden war. Bei
allen Patienten mit Pankreaskarzinom reichten die Tumorzellen dagegen bis an die
Resektionsrander heran. Nach der Operation war bei diesen Patienten also restliches
Tumorgewebe vorhanden. Somit waren alle Patienten R1-reseziert und nicht mit der
Gruppe der RO-resezierten kolorektalen Karzinome zu vergleichen. Man kann daher
annehmen, dass die erhdhten Nukleosomenkonzentrationen der Patienten mit
operiertem Pankreaskarzinom auf verbleibende Tumorzellen zurlickzuflhren sind,
welche unter der Radiochemotherapie den programmierten Zelltod erleiden und

Nukleosomen freisetzen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Nukleosomen global bestimmt, unabhéangig ob
sie aus benignen oder malignen Zellen stammten. Neben Nukleosomen, also DNA,
die um Histone gewunden ist, untersuchten andere Forschungsgruppen auch freie
DNA im Blut. In Einzelféllen ist es méglich, DNA zu bestimmen, die nur aus malignen
Zellen freigesetzt wurde. Dies ist bei Virus-assoziierten Tumoren mdglich.
Tumorspezifische Virus-DNA-Bruchstliicke kénnen im Blut solcher Patienten mittels
PCR nachgewiesen werden. Lo et al. untersuchte die Konzentration von EBV-DNA
im Plasma von Patienten mit Nasopharynxkarzinom nach Tumorresektion und
wahrend Radiotherapie [Lo 1999, Lo 2000 (A), To 2003]. Nach einer Operation korrelierte
ein Abfall der EBV-DNA unter die Nachweisgrenze mit einer vollstandigen Entfernung
des Tumors. Patienten mit weiterhin nachweisbaren Mengen an EBV-DNA erlitten
rasch einen Progress des Tumors in Form eines Lokalrezidivs oder von Metastasen.
Wahrend Radiotherapie fielen die Konzentrationen an EBV-DNA bei den meisten
Patienten ab. Konstant niedrige Werte waren mit einer Remission assoziiert,
wahrend erneute Anstiege eine Progression des Tumors vorhersagten [Lo 1999]. In
den zahlreichen Untersuchungen von Lo et al. wurde lediglich in einer einzigen
Studie taglich DNA bestimmt und dies auch nur an finf Patienten. Wie auch in den
eigenen hier vorliegenden Ergebnissen stiegen die DNA-Konzentrationen innerhalb
der ersten Tage auf ein Maximum, bevor sie abfielen [Lo 2000 (A)].

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction; PCR) stellt bisher
den Goldstandard bei der Bestimmung sowohl virus-spezifischer DNA als auch
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normaler DNA dar. In Kooperation mit der Arbeitsgemeinschaft um Prof. Y. M. D. Lo
verglichen wir unsere Daten mittels beider Methoden. Dabei korrelierten die
Ergebnisse von real-time PCR und ELISA im Serum sowohl bei singularen Werten
als auch insbesondere in den Longitudinal-Verlaufen. Mehrere Kinetiken von
Patienten mit Pankreaskarzinom wahrend Radiochemotherapie sowie von Patienten
nach Schlaganfall wurden analysiert [Holdenrieder 2005]. So kann man davon
ausgehen, dass die Ergebnisse der Verlaufsuntersuchungen  mittels
kostenginstigem, schnell durchfiihrbarem ELISA gleichwertig zur teuren,
aufwendigeren PCR sind. Damit kénnten Nukleosomen einen sinnvollen und im
Gegensatz zur Bildgebung standardisiert messbaren Marker darstellen, um die

Effizenz einer Radiochemotherapie friihzeitig abzuschatzen.

Korrelation von Nukleosomenkonzentrationen mit bildgebenden Verfahren und

klinischem Ansprechen

Betrachtet man den derzeitigen Stand einer Therapiebeurteilung, wird das
Ansprechen einer Radiochemotherapie mit bildgebenden Verfahren und
onkologischen Biomarkern kontrolliert. Allerdings vergehen meist viele Wochen und
Monate bis die Therapieeffizienz abgeschéatzt werden kann. Durch die Behandlung
werden benachbarte Gewebe mitgeschadigt und erschweren eine objektive
Beurteilung der aktuellen TumorgréBe. Dies gilt insbesondere fur Karzinome der
Bauchspeicheldriise, in geringerem Mase aber auch flir kolorektale Karzinome.
Zudem ist die bildgebende Diagnostik oft nicht standardisiert, variiert zwischen
verschiedenen Techniken und dem Erfahrungsgrad des Untersuchers. Ein einfach
durchzuflhrender, glnstiger Labortest, der friher als die bildgebenden Verfahren
und herkdmmlichen biologischen Marker den Erfolg einer Radiochemotherapie

anzeigen kdnnte, ware héchst wiinschenswert.

Karzinome der Bauchspeicheldriise sind bekanntlich aggressiv und haben eine
limitierte Prognose. Ist ein nicht-metastasiertes Pankreaskarzinom nicht mehr
operabel, wird haufig eine Radiochemotherapie durchgefihrt, um das
progressionsfreie Intervall zu verlangern [Wilkowski 2000, Wilkowski 2006]. Vor Beginn
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einer solchen Radiochemotherapie wird das AusmaB eines Malignoms durch
bildgebende  Verfahren  wie = Sonographie, = Computertomographie  und
Kernspintomographie beurteilt. Zur Diagnosesicherung erfolgt eine meist
computergesteuerte Probeentnahme aus der Raumforderung. Von allen in dieser
Studie eingeschlossenen Patienten lag ein positives histologisches Ergebnis dieser
Biopsien vor. Nach AbschluB einer Radiochemotherapie wird das
Therapieansprechen erneut mittels bildgebender Verfahren kontrolliert. Die
Computertomographie stellt dabei die Standardmethode aller bildgebenden
Verfahren dar. Dennoch besitzt die Computertomographie bereits zur
Diagnosestellung eines vermuteten Pankreastumors eine deutlich geringere
Sensitivitat im Vergleich zu Kernspintomographie und endoskopischer Sonographie
[Mertz 2000]. Im Gegensatz zur pratherapeutischen Bildgebung ist die Aussagekraft
aller Restaginguntersuchungen im AnschluB einer Radiochemotherapie durch
postradiogene Veranderungen des Gewebes weiter reduziert. Wenige Studien
vergleichen dabei die Ergebnisse bildgebender Verfahren mit den
histopathologischen Analysen des Tumorresektats von Patienten, bei denen im
Anschluss einer Radiochemotherapie eine Tumorresektion méglich war. Selbst die
Ergebnisse des pratherapeutisch sehr sensitiven endoskopischen Ultraschalls
korrelierten in posttherapeutisch Untersuchungen bei Bettini et al. nur noch in rund
40% mit dem histopathologischen Staging Gberein [Bettini 2005]. Dabei wurde das
posttherapeutische Tumorstadium und der Lymphknotenbefall sowohl Uber- als auch
unterschatzt. Lediglich in einer einzigen retrospektiven Arbeit wurden
histopathologische Befunde mit den Ergebnissen der Computertomographie
verglichen [White 2001]. Dabei gab White et al. einen akzeptablen positiven pradiktiven
Wert von rund 75% flr eine korrekte Vorhersage der CT an. Allerdings wies diese
Studie zwei Schwachpunkte auf. Die Ergebnisse beschrankten sich auf intraoperative
Beobachtungen und Beurteilungen der Resektionsrander ohne vollstdndige Angabe
des TNM-Stadiums. Zuséatzlich lag ein Selektionsbias des Patientenguts vor, da rund
20% aller Patienten infolge medizinischer Griinde ausgeschlossen wurden. Auch
erscheint die Sensitivitat der CT Uberschatzt, da lokale Veranderungen der
Radiochemotherapie alle Bildgebungen gleichsam betreffen und die Aussagekraft

der CT bereits vor Therapiebeginn niedriger ist als die der Magnetresonanztherapie

119



bzw. Sonographie [Mertz 2000, Yusoff 2003]. Zur Aussagekraft der
Positronenemissionstomographie liegen kaum Daten vor. So konnte Bang et al. zwar
eine sehr gute diagnostische Sensitivitat der PET im Vergleich zur CT vor Therapie
belegen (95% vs 77%), die fur das Therapieansprechen nach Radiochemotherapie
allerdings auf rund 33% sank [Bang 2006]. FUr die hohe Rate an Fehlinterpretationen
der T- und N-Kategorie nach stattgehabter Radiochemotherapie werden
desmoplastische Veranderungen, fibrotische Umbauten sowie eine verstarkte
Odembildung im Tumorgebiet verantwortlich gemacht.

Aufgrund dieser Daten erschien uns die Bildgebung nicht ausreichend valide, um
das Therapieansprechen zu beurteilen. So wurden die analysierten biologischen
Marker CEA, CA 19-9 und CYFRA 21-1 auf Ihre Aussagekraft hin tberprift. Bereits
mehrere Studien belegen, das beim Pankreaskarzinom der Tumormarker CA 19-9
anzeigt, ob die Therapie anspricht [Micke 2003, Stemmler 2003, Boeck 2006]. Es konnte
gezeigt werden, dass bei Patienten mit Pankreaskarzinom das Gesamtiiberleben
deutlich signifikanter mit Veranderungen von CA 19-9 korreliert als den Ergebnissen
der bildgebenden  Untersuchungen. So leben Patienten mit einem
Tumormarkerriickgang bei gleichzeitiger Progression in der Bildgebung signifikant
langer, als Patienten mit einem Progress von biologischem Marker und Bildgebung
[Stemmler 2003]. Aufgrund der oben beschriebenen geringen Validitat der
bildgebenden Verfahren entschlossen wir uns ebenfalls das Cancer Antigen 19-9 zur
Beurteilung der Therapieeffizienz heranzuziehen. Eine Progression der Erkrankung
wurde dabei als Erhéhung von CA 19-9 um mehr als 100% definiert [Nishida 1999],
wobei dieser Anstieg durch zwei Verlaufskontrollen bestatigt werden musste.
Patienten ohne Progression der Grunderkrankung waren demnach solche mit einem
Abfall von CA 19-9 oder eines Anstiegs dieses biologischen Markers um weniger als
100%. Um die Validitat des CA 19-9-Verlaufs als Referenzkriterium fir den Erfolg der
Radiochemotherapie zu prifen, wurde in diesem Patientenkollektiv die Entwicklung
der CA 19-9-Werte mit der Uberlebensdauer korreliert. Patienten, die biochemisch
keine Progression (Abfall von CA 19-9 oder Anstieg von CA 19-9 < 100%) zeigten,
Uberlebten signifikant Ianger als Patienten mit einer biochemischen Progression der
Erkrankung (Anstieg von CA 19-9>100%; p=0.025). Diese Ergebnisse

entsprechen den in der Literatur beschriebenen Daten [Heinemann 1999,Stemmler
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2003,Boeck 2006]. Damit konnte die Einteilung der Patienten bezogen auf die
therapeutische Effizienz als sinnvoll erachtet werden.

Die Validitat bildgebender Verfahren bei Malignomen der Bauchspeicheldrise sind
gering. Ahnliche Erkenntnisse existieren fiir Karziome des Dickdarms vor allem nach
durchgefihrter ~ Radiochemotherapie. Beim  Staging des unbehandelten
Rektumkarzinoms weisen bildgebende Verfahren eine verlassliche Sensitivitat auf.
Dies ist allerdings beim Restaging nach neoadjuvanter Radiochemotherapie nicht
mehr der Fall. Dies gilt sowohl fir endoskopische Sonographie,
Computertomographie und Magnetresonanztherapie [Schroder 1997, Maor 2006, Kim
2007]. Die erzielte Vorhersagegenauigkeit flr die posttherapeutische TumorgréBe und
den Lymphknotenstatus lag lediglich bei rund 50%. Dabei wurde in etwa gleichem
AusmalB das T- und N-Stadium unter- und Uberschéatzt [Schroder 1997]. Besonders der
endoskopische Ultraschall wird von Maor et. al als nicht verlasslich bezeichnet, um
die Therapieeffizienz nach Radiochemotherapie zu beurteilen. Fir die hohe Rate an
Fehlinterpretationen der T- und N-Kategorie nach stattgehabter Radiochemotherapie
werden eine verstarkte Odembildung, fibrotische Umbauten sowie desmoplastische
und regressive Veranderungen im Tumorbereich verantwortlich gemacht. Diese
Alterationen kénnen durch die bildgebende Diagnostik nicht von der eigentlichen
Tumorinfiltrationstiefe  differenziert werden. Vielmehr kdénnen entzlindliche
Zellaggregate oder desmoplastische Verdnderungen einen fortgeschrittenen Tumor
vortauschen, der histologisch nicht in diesem Ausmaf vorliegt. Noch schwieriger ist
die Einschatzung der posttherapeutischen Tumorvitalitat in einer residuellen
Raumforderung. Inwieweit neue funktionelle Untersuchungsverfahren wie die
Positronenemissionstomographie dieses Problem I6sen kénnen, bleibt aufgrund

einer dinnen Datenlage abzuwarten [Kalff 2006].

Die Beurteilung des posttherapeutischen Stagings anhand bildgebender Verfahren
erschien daher auch bei Patienten mit kolorektalem Karzinom viel zu unsicher, um
eine valide Therapieeffizienz abzuleiten. Daher wurde das Therapieansprechen
lediglich bei neoadjuvant behandelten Patienten genauer untersucht. In diesem
Kollektiv wurde das pratherapeutische Staging mittels bildgebender Verfahren mit

dem histopathologischen Befund des postoperativen Resektats verglichen. Das
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histopathologische Staging ist die exakteste Methode, um das posttherapeutische
TNM-Stadium zu ermitteln. In dieser Studie wurde die Therapieeffizienz anhand von

Veranderungen des Tumorstadiums analog der giiltigen UICC-Kriterien bestimmt.

Bildgebende Verfahren sind im Anschluss an eine Radiochemotherapie nur bedingt
valide. Daher wurde in dieser Arbeit die Therapieeffizienz beim Pankreaskarzinom
mittels der Verdnderungen des biologischen Markers CA 19-9 bestimmt. Bei
neoadjuvant behandelten Patienten mit kolorektalem Karzinom wurde das

Therapieansprechen durch das histopathologische Staging des Resektats beurteilt.

Korrelation von biologischen Markern und Nukleosomen

Im Kollektiv der Pankreaskarzinome wurde zwischen postoperativ und primar
behandelten Patienten unterschieden. Patienten, die eine postoperative
Radiochemotherapie erhielten, wiesen dabei deutlich niedrigere Mediane und
Einzelwerte fir die biologischen Marker CEA, CA 19-9 und CYFRA 21-1 auf im
Vergleich zu Patienten mit primarer Therapie. Signifikant unterschieden sich dabei
beide Gruppen lediglich in der Freisetzung des Cancer Antigens 19-9. Dagegen fand
sich ein &hnliches Freisetzungsmuster fur Nukleosomen in beiden Therapiegruppen.
Alle postoperativ bestrahlten Patienten wiesen restliches Tumorgewebe auf, da diese

lediglich R1-reseziert waren.

Die Patienten mit kolorektalem Karzinom wurden in die drei Therapiegruppen
adjuvante, neoadjuvante und Rezidiv-Radiochemotherapie aufgeteilt. Signifikant
unterschieden sich die Freisetzungsmuster der Nukleosomen als auch der
biologischen Marker CEA, CA 19-9 und CYFRA 21-1 zwischen adjuvant bestrahlten
Patienten und Patienten mit neoadjuvanter bzw. Rezidiv-Behandlung. Teilweise
wiesen Patienten mit Tumorrezidiv noch hdhere Werte auf als solche mit
neoadjuvanter Behandlung, aber ohne Signifikanz zu erreichen. Diese Unterschiede
galten sowohl fir die woéchentlichen Werte als auch fur die Messungen wahrend der

ersten Therapiewoche.

Die biologogischen Marker CEA, CA 19-9 und CYFRA 21-1 konnten weder bei
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kolorektalen Karzinomen noch bei Malignomen des Pankreas friihzeitig eine
Abschétzung der Therapieeffizienz vorhersagen. Fir CEA und CA 19-9 mit langen
Halbwertszeiten von 2-8 Tagen wurden keine schnellen Konzentrations-
veranderungen innerhalb der ersten Tage einer Radiochemotherapie erwartet.
CYFRA 21-1 gilt auch als apoptotischer Marker und besitzt eine kurze Halbwertszeit
im Blut [Sheard 2002]. Dennoch konnte dieser Tumormarker die Effizienz der Therapie
nicht abschatzen. Bei Karzinomen in der Lunge und im HNO-Bereich ist CYFRA 21-1
hingegen aussagekraftiger [Stieber 2001]. Bei den neoadjuvant therapierten,
kolorektalen Karzinomen hatten Patienten mit Progression tendenziell leicht héhere
Werte fir CA 19-9 und CYFRA 21-1. Deutlicher fiel dieser Unterschied fur CEA aus.
Dennoch konnten diese biologischen Marker nicht zwischen der progressiven und
nicht-progressiven Patientengruppe unterscheiden.

Aufgrund der langen Halbwertszeiten von CEA und CA 19-9 im Serum erlauben
diese Marker keine kurzfristigen Aussagen zum Therapieansprechen. Eine Aussage
ist erst nach mehreren Wochen am Ende einer Therapie méglich. Ein biochemischer
Marker mit hoher Tumorspezifitat und einer Kinetik im Serum, die den Therapieerfolg
widerspiegelt, ware daher sehr nitzlich. So kénnte die Effizienz einer Therapie
frihzeitig abgeschéatzt und eine Therapie moduliert werden. Dies wirde fir Patienten
von hohem individuellem Nutzen sein, besonders bei den nebenswirkungsreichen
Radiochemotherapien. Nukleosomen sind zwar nicht tumorspezifisch, sie haben aber
eine kurze Halbwertszeit unter physiologischen Bedingungen [Atamaniuk 2004, Gauthier
1996] und zeigen charakteristische Verlaufe wahrend der ersten Woche einer
Chemotherapie. Sie kdnnen das Ansprechen auf eine Chemotherapie beim
Bronchialkarzinom [Holdenrieder 2001 (C), Holdenrieder 2004 (B)] und bei akuter
lymphatischer Leukdmie [Maller 2006] in der initialen Phase gut vorhersagen. Wir
pruften deshalb die Hypothese, ob Nukleosomen eine frihzeitigere Beurteilung des
Therapieansprechens auch in der initialen Phase einer Radiochemotherapie bei
kolorektalem und Pankreaskarzinom darstellen.
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Frihzeitige Abschatzung der Therapieeffizienz beim kolorektalen Karzinom
bzw. des progressionsfreien Intervalls beim Pankreaskarzinom mittels

Nukleosomenkonzentrationen

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass beim Pankreaskarzinom einzelne
Nukleosomenwerte nicht zwischen Patienten mit oder ohne Progression
unterscheiden kénnen. Im Gegensatz zu einzelnen Nukleosomenwerten erlaubt die
Flache unter der Kurve der ersten drei Tage (area under the curve, AUC) eine
bessere Aussage. Die AUC integriert alle Variablen der initialen Therapiephase. Sie
zeigt jedoch nur eine grenzwertig signifikante Korrelation mit dem Therapieerfolg.
Allerdings kann sie signifikant zwischen Patienten mit friiher und spater Progression
unterscheiden. Dabei wiesen Patienten, die friih progredient wurden, eine héhere
AUC auf. Eine signifikant niedrigere AUC hatten Patienten mit langem

progressionsfreien Intervall.

Beim kolorektalen Karzinom wurden 13 Patienten mit einer neoadjuvanten
Radiochemotherapie behandelt. Dabei wurde Uberprift, ob mittels Nukleosomen
frhzeitig das  Therapieansprechen  abgeschatzt werden kann. Diese
Patientengruppe war von groBem Interesse, da die Therapieeffizienz durch ein
histopathologisches Staging am Operationsresektat genauestens Uberprift werden
konnte. Es zeigte sich, dass die Nukleosomenkonzentrationen bei Patienten ohne
Progression niedriger waren als bei solchen mit Progression. Fir einzelne Tage war
dies allerdings nur grenzwertig signifikant (p = 0,052). Die Flache unter der Kurve
(AUC), welche die Werte der ersten drei Tage integriert, zeigte diesen Unterschied
deutlicher (p = 0,028).

Diese Arbeit untersuchte den Zusammenhang zwischen Nukleosomenfreisetzung,
Tumorwachstum und Therapieeffekt. Eine groBe AUC war mit einem schlechten
Therapieergebnis assoziiert, wahrend eine kleine AUC eine bessere Prognose
anzeigte. Auf den ersten Blick wirde man bei hohen Nukleosomenwerten auf eine
hohe Zelltodrate mit gutem Therapieansprechen schlieBen. Die hier dargestellten
Ergebnisse erscheinen daher kontrovers. Dennoch wurden diese Beobachtungen bei

diversen Tumorentitdten in verschiedenen Studien wiederholt nachgewiesen [Kuroi
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2001, Holdenrieder 2001 (C), Trejo-Becerril 2003, Holdenrieder 2004 (B), Trejo-Becerril 2005]. Hohe
Konzentrationen an zirkulierenden Nukleosomen im Serum unter

Radiochemotherapie kdnnten bei Patienten ohne Therapieansprechen beruhen auf:

e einem aggressiven Tumorwachstum und einer hohen Proliferationsrate vor und
wahrend einer Radiochemotherapie mit konsekutiv erhdhten
Nukleosomenfreisetzungen

e neuen Subpopulationen von undifferenzierten und fragilen Tumorzellen, die
wahrend der Zeit zwischen den Bestrahlungsapplikationen anfluten [Thames 1996]
und zu hohen Zelltodraten wéhrend der folgenden Bestrahlungen flhren

e einer hdheren Rate dysfunktionaler Zellen, die eher empfindlich auf eine
zytotoxische Therapie reagieren

e ceiner besseren Blutversorgung des Tumorgewebes, die eine Freisetzung von
Nukleosomen in die Zirkulation erméglicht

e einem ineffektiven Abbau und einer insuffizienten Elimination zirkulierender

Nukleosomen

Obwohl hohe Nukleosomenfreisetzungen ein initiales Ansprechen auf die Therapie
andeuten, weisen sie ein hohes Risiko zu erneutem Wachstum und baldiger
Progression auf. Auf diese Weise kénnten héhere Nukleosomenkonzentrationen in
der initialen Phase der Therapie mit hoher Tumoraggressivitdt und ineffektiver
Therapie verbunden sein. Niedrigere Nukleosomenwerte unter Radiotherapie
kénnten auf weniger aggressive und langsamer wachsende Tumoren hinweisen.
Solche Tumoren hatten niedrigere Zelltodraten und wirden weniger Nukleosomen an
die Zirkulation freisetzen. AuBerdem wird davon ausgegangen, dass eine effektive
Elimination der Nukleosomen vor und nach Freisetzung in die Zirkulation mit einem
besser funktionierenden Immunsystem assoziiert ist. Dies kdnnte zu einem
langsameren Fortschreiten des Tumors und einem besseren Therapieansprechen
fihren [Maller 2006]. Niedrige Nukleosomenkonzentrationen wahrend der ersten Tage
der Therapie kdnnten daher mit einem effektiven Therapieansprechen und langeren

progressionsfreien Intervall assoziiert sein.

125



Das in dieser Arbeit verwendete Design und die gewdahlten Zeitpunkte zur
Blutentnahme wurden aufgrund der Ergebnisse einer Pilotstudie herangezogen
[Holdenrieder 2001 (C)]. Die Anzahl der hier untersuchten Patienten erscheint vielleicht
gering. Allerdings muss bericksichtigt werden, dass diese prospektiv durchgefihrte
Studie an einem genau definierten Patientengut durchgefihrt wurde. Zahlreiche
Blutentnahmen erfolgten in regelmaBigen Abstdnden, wobei Kklinisch wie
praanalytisch mit duBerster Sorgfalt vorgegangen wurde. Aus diesen Proben wurden
neben Nukleosomen weitere Parameter vollstandig bestimmt. Die Validitat der
Nukleosomenmessungen wurde anhand von Pooldaten Uberpriaft und deren
Konzentrationen im Serum mit den etablierten biologischen Markern verglichen. Die
statistische Aussagekraft mag aufgrund des explorativen Charakters begrenzt sein.
Dennoch sind die gewonnenen Erkenntnisse sehr vielversprechend, die in
zukUnftigen prospektiven Studien zu validieren sind. Auf diesem Gebiet existieren
international bisher keine vergleichbaren Untersuchungen. In gréBerem AusmafB
wurde lediglich beim Bronchialkarzinom die hohe Wertigkeit der Nukleosomen als

frihzeitiger Prognoseindikator dargestellt [Holdenrieder 2008].

Nukleosomen kdnnten zuklnftig einen einfach und glnstig zu bestimmenden
Laborparameter darstellen, der sich zum Therapiemonitoring wahrend
Radiochemotherapien eignet. Sequenzielle Nukleosomenmessungen kénnten in
onkologische Therapieprotokolle integriert werden und das therapeutische Vorgehen
entscheidend beeinflussen. Dazu sollten die hier vorliegenden Ergebnisse in

prospektiven, umfangreicheren, klinischen Studien validiert werden.
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6 Zusammenfassung

Ein gesunder Organismus funktioniert nur, wenn seine Zellen in ausgewogenem
MaBe gebildet und abgebaut werden. Bei malignen Erkrankungen ist dieses
Gleichgewicht gestért. Durch therapeutische MaBnahmen versucht man, die
Zellhomoéostase, das Gleichgewicht zwischen Neubildung und Abbau von Zellen,
wieder herzustellen. So wird wahrend einer Radiochemotherapie gezielt ein massiver
Zelltod induziert. Solche Therapien wirken allerdings auch stark toxisch auf gesundes
Gewebe und verursachen unerwinschte Wirkungen. Die Effizienz einer
Radiochemotherapie wird nach heutigem Standard mittels bildgebenden Verfahren
und biologischen Markern abgeschatzt. Beide Methoden ermdglichen jedoch oft erst
spat eine Aussage Uber das Therapieansprechen. Zudem ist es oft schwierig die
Bildgebung sicher zu beurteilen. Daher wére ein Labortest, der frihzeitiger den Erfolg
einer Radiochemotherapie anzeigen wirde, hdchst wiinschenswert. So kénnte man
das therapeutische Konzept friher anpassen und Nebenwirkungen einer erfolglosen

Therapie vermeiden.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde die Freisetzung von Nukleosomen untersucht
und ihre Aussagekraft als Parameter fUr den Zelltod unter Radiochemotherapie
bewertet. Dazu wurden Serumproben im Verlauf der Therapie von 25 Patienten mit
kolorektalem Karzinom und 32 Patienten mit einem Malignom des Pankreas
gewonnen. Diese Ergebnisse der Nukleosomenuntersuchungen wurden mit den
etablierten biologischen Markern CEA, CA 19-9 und CYFRA 21-1 sowie den

Resultaten bildgebender Verfahren korreliert.

Patienten mit postoperativer Radiochemotherapie nach kompletter Resektion (RO-
Resektion) eines kolorektalen Karzinoms wiesen niedrige Nukleosomenwerte mit
geringer Schwankungsbreite auf. Signifikant hoéhere Konzentrationen der
Nukleosomen wurden bei Patienten mit noch vorhandenen Tumormassen gemessen,
die sich einer praoperativen oder Rezidiv-Radiochemotherapie unterzogen. Dieses
Ergebnis korrelierte auch mit anderen biologischen Markern wie CEA, CA 19-9 und
CYFRA 21-1.

Bei kolorektalen Malignomen konnte in der Gruppe der praoperativ behandelten
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Patienten frihzeitig das Therapieansprechen vorhergesagt werden. Hier korrelierte
eine kleine Flache unter der Kurve (area under the curve, AUC) mit fehlender

Progression, eine hohe AUC mit Progression der Tumorerkrankung unter Therapie.

Bei Patienten mit Pankreaskarzinom wéahrend Radiochemotherapie konnte anhand
der Nukleosomenkonzentrationen im Serum frihzeitig das progressionsfreie Intervall
abgeschatzt werden. Eine kleine Flache unter der Kurve korrelierte dabei mit einem
langen progressionsfreien Intervall. Dagegen erlitten Patienten mit einer groBen AUC

friihzeitig eine Progression.

Biologische Marker und bildgebende Verfahren erméglichen oft erst nach Wochen
bis Monaten die Beurteilung einer Therapie. Nukleosomen dagegen, insbesondere
die AUC, ergeben friihzeitig wertvolle prognostische Hinweise flr das Ansprechen
von Pankreas- und kolorektalen Karzinomen auf eine Radiochemotherapie.

Nukleosomen stellen somit einen einfach und glnstig zu bestimmenden
Laborparameter dar, der sich zum Therapiemonitoring wahrend
Radiochemotherapien eignet. Um in der klinischen Routine einsetzbar zu sein, miBte
der Nukleosomentest automatisiert werden. Werden dann die hier vorliegenden
Daten in umfangreicheren, prospektiven, klinischen Studien bestétigt, kénnten
Nukleosomen als wertvolles laborchemisches Instrument dienen, um das
therapeutische Vorgehen bei Patienten mit einer Tumorerkrankung individuell zu

optimieren.
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8 Anhang

8.1  Verzeichnis der Abkirzungen

5-FU 5-Fluoruracil

ABTS 2,2’-Azino-di-(3-ethylbenzthiazolin-sulfonat)
ADP Adenosindiphosphat

APC adenomatdse Polyposis Coli

ATP Adenosintriphosphat

AU Arbitrary Units

AUC area under the curve (FIache unter der Kurve)
Bax proapoptotisches Mitglied der Bcl-Familie

Bcl B-cell ymphoma gen

bp Basenpaare

BRCA breast cancer related antigen

C Celsius

CA Cancer, Karzinom

CA 19-9 Cancer Antigen 19-9

Ca* Calcium-lonen

CAD Caspasen-abhangige DNase

Caspase Cystein-abhangige Aspartat-spezifische Protease
CD cluster of differentiation

CDDE Cell Death Detection ELISA

CEA Carcino-Embryonales Antigen

CRP C-reaktives Protein

CT Computertomographie

CYFRA 21-1 Cytokeratin 19-Fragment

d Tage

DNA Desoxyribonukleinsédure (deoxyribonucleic acid)
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DNase Desoxyriboneklease

DUKES Klassifikation flr kolorektale Karzinome

EDTA Ethylen-diamin-tetra-acetat

ELISA Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assey

ERCP endoskopisch-retrograde Cholangiopankreatikographie
etal und andere

FAP familidre adnomatése Polyposis

Fas Name eines Todesrezeptoren

FDG-PET Fluordesoxyglukose-Positronenemissionstomographie
g Gramm

Gy Gray [Bestrahlungseinheit]

h Stunden

HNPCC hereditary non-polyposis colorectal cancer (Lynch-Syndrom)
HWZ Halbwertszeit

ICRU International Commission of Radiation Units and Measurements
IORT intraoperative Radiotherapie

J Jahre

kbp Kilobasenpaare

kDa Kilo-Dalton

KOF Kérperoberflache

KP Keine Progression

KRK Kolorektales Karzinom

I Liter

LDH Laktatdehydrogenase

LK Lymphknoten

ul Mikroliter

m mannlich

mg Milligramm

min Minuten
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NK-Zelle

NatUrliche Killerzelle

ml Milliliter

mM Millimolar

MRT Magnetresonanztomographie
MW Mittelwert

N Anzahl

ng Nanogramm

ns nicht signifikant

OP Operation

P Progression

p53 Name eines Tumorsuppressorgens
Pat Patient

PBS Phosphate Buffer Saline

PCR polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)
PET Positronenemissionstomographie
pH pondus hydrogenii

post-op postoperativ

POD Peroxidase

pra-op praoperativ

PD progressive disease

Prog Progression

PR partial remission

ras Name eines Onkogens

RCT Radiochemotherapie
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Rem Remission

Rez Rezidiv

RNA Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)

RT Radiotherapie

SD stable disease

sig signifikant

TNF Tumornekrosefaktor

TUNEL terminal Qeoxyribonucleotid transferase mediated dUTP nick
end labeling

U Units

UICC Union !nternationalg Contre le Cancer (Klassifikation
verschiedener Karzinome)

UV-Licht ultraviolettes Licht

w weiblich

145



8.2 Ethikantrag

An die

Ethik-Kommission

der Medizinischen Fakultat

der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen

Antrag auf die Prifung durch die oben genannte Ethik-Komission fiir folgende Studie

Therapeutisches Monitoring anhand von
Apoptose-Produkten im Serum

Studienleitung

Dr. med. Petra Stieber

Institut fir Klinische Chemie
Direktor: Prof. Dr. med. Dr. h.c. D. Seidel

Dr. med. Ralf Wilkowski

Klinik fiir Strahlentherapie und Radioonkologie
Direktor: Prof. Dr. med. E. Dihmke

Prof. Dr. med. Andreas Schalhorn
PD Dr. med. Volker Heinemann

Medizinische Kilinik 11l
Direktor: Prof. Dr. med. W. Hiddemann

Klinikum der Universitat Minchen -GroBhadern-
Marchioninistr. 15, D-81377 Miinchen

146



1 Formalia

1.1 Antragsteller:
Frau Dr. med. Petra Stieber
Institut fOr Klinische Chemie
Klinikum der Universitat Minchen -GroBhadern-
Marchioninistr. 15
81377 Miinchen
Tel.: 089/ 7095-3115
Fax: 089/ 7095-6298

1.2 Titel des Forschungsvorhabens:
Therapeutisches Monitoring anhand von Apoptose-Produkten im Serum

1.3 Ausbildungsdaten und Priiferfahrung:
Erfahrung in der Durchfiihrung prospektiver, multizentrischer Studien zur
Erhebung der klinischen Relevanz von labordiagnostischen Parametern
insbesondere in der Onkologie.

1.4 Multizenterstudien:
entfallt

1.5 Schriftliche Zustimmungen
im Anhang

1.6 Finanzierung
Die fur die Untersuchungen anfallenden Materialien und Reagenzien werden vom
Institut fir Klinische Chemie gestellt.

1.7 Versicherungsschutz
entfallt

1.8 Erklarung zur Berticksichtigung der Deklaration von Helsinki
Die Antragstellerin (Dr. med. Petra Stieber) und die anderen Studienleiter (Dr.
med. Ralf Wilkowski, Prof. Dr. med. Andreas Schalhorn, PD Dr. med. Volker
Heinemann) werden die Untersuchungen in Ubereinstimmung mit der Deklaration
von Helsinki aus dem Jahre 1964 und deren Novellierungen von Tokio 1975,
Hong Kong 1989, Somerset West 1996 und Edinburgh 2000 durchftihren.
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2 Spezielle Angaben zum Forschungsvorhaben

2.1 Fragestellung
2.1.1 Hypothese, Ziel, Bedeutung

Apoptose-Produkte, wie z.B. Nukleosomen, werden bei verschiedenen
Erkrankungen spontan und im Rahmen von therapeutischen Interventionen
freigesetzt. Bei Patienten mit Tumorerkrankungen wurden wahrend Chemo- und
Radiotherapie bereits charakteristische Muster der Freisetzung von Nukleosomen
beobachtet.

In der beantragten Studie soll untersucht werden, inwiefern der individuelle
Therapieverlauf mit bestimmten Mustern korreliert und ob sich davon frihzeitig
pradiktive Aussagen Uber das Ansprechen einer Therapie ableiten lassen.

2.1.2 Grundlagen, bisherige Erfahrungen, Gefahrlichkeit
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Nukleosomen sind grundlegende Struktur- und Funktionselemente des
Chromatins. Sie bestehen aus einer zentralen Protein- und einer peripheren DNA-
Komponente. Bei physiologischem wie auch therapie-induziertem Zelltod,
insbesondere bei Apoptose, wird das Chromatin durch Nukleasen und Proteasen
in diese basalen mono- und oligonukleosomalen Elemente gespalten. Im Laufe
des Zelltodprozesses gelangen diese Bruchstlcke in den extrazellularen Raum
und kdnnen — v.a. bei unphysiologisch gesteigertem Zelltodvorkommen — auch in
der Blutbahn nachgewiesen werden. Dort kdénnen sie als Korrelat der
stattgefundenen Zelldestruktion herangezogen werden. Fir die Bestimmung der
Nukleosomen wurde im Institut fir Klinische Chemie ein Test entwickelt, mit dem
bereits eine methodische und klinische Evaluierung vorgenommen wurde.

Sowohl bei Patienten wahrend Radiotherapie wie auch wahrend Chemotherapie
liegen erste Ergebnisse vor, die eine frihzeitige Reaktion der
Nukleosomenkonzentration im Blut nach antitumoréser Therapie anzeigen, deren
Auspragung im Zusammenhang steht mit dem Ansprechen der Therapie. Von
besonderer Bedeutung scheint der Anstieg der Nukleosomenmenge direkt nach
Therapiebeginn und die Abfallsgeschwindigkeit bzw. die Verzégerung des
Rackgangs wahrend der ersten Therapiewoche zu sein. Ferner enthielt der
weitere Verlauf wahrend Radiotherapie oder die Werte jeweils vor den folgenden
Zyklen der Chemotherapie zusatzliche Informationen flr das therapeutische
Ansprechen und das eventuelle Auftreten von starkeren Nebenwirkungen.

Verlauf wahrend Radiotherapie Verlauf wahrend Chemotherapie
Radiatio Z2 Z2 Z3
2000 2000 N - m
Regression Progression ) Progression Progression
1500 - <1500 ‘
é ‘ Infektion ‘ E ‘
o o
81000 ‘ g 1000
2 2
2 z
500 - 500
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0
0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 0 14 28 42 56 70
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Nun soll bei einer gr6Beren Gruppe von Patienten mit definierten malignen
Erkrankungen und definierten Therapiemodalitdten untersucht werden, ob sich
durch die laborchemische Bestimmung von Zelltodparametern wie Nukleosomen
im Verlauf von Radio- und Chemotherapie der klinische Therapieverlauf
kontrolliert und friihzeitig die Therapieeffizienz beurteilt werden kann. Dafur sind
mehreren Blutabnahmen erforderlich, die lediglich mit den minimalen Gefahren
einer gering-invasiven Untersuchung behaftet sind.

2.2 Kurzbeschreibung der Studie
Es handelt sich bei der beantragten Studie um eine wissenschaftliche Studie mit
rein diagnostischen Untersuchungen ohne eine direkte therapeutische Relevanz
fur die Patienten.

Es werden zu bestimmten Zeitpunkten wahrend der Therapie Blutentnahmen bei
den Patienten vorgenommen, wobei diese nach Méglichkeit mit Routineabnahmen
kombiniert werden, um die Belastungen flir die Patienten mdglichst gering zu
halten.

Zusatzliche Blutabnahmen werden nur in der jeweils ersten Therapiewoche und
maximal einmal taglich durchgeflhrt, um eine engmaschige Bestimmung der
Kinetik der Parameter in diesem engen Zeitfenster zu gewahrleisten. Danach
werden die Blutabnahmen wdéchentlich (Radiotherapie) oder mehrwdchentlich vor
den folgenden Zyklen (Chemotherapie) vorgenommen.

Als Vergleichsmethoden zur Beurteilung des therapeutischen Ansprechens
werden die in der klinischen Routine durchgeflhrten klinischen, laborchemischen
und bildgebenden Verfahren herangezogen. Die Veranderungen der TumorgréBe
(UICC Kriterien) werden als Kriterium des Therapieerfolgs verwendet. Als Korrelat
des biochemischen Ansprechens dienen bereits etablierte klinisch-chemische
Parameter, u.a. Tumor assoziierte Antigene. Zusatzlich werden Kklinische
Nebenwirkungen dokumentiert.

2.3 Design der Studie (mit 2.4)
2.3.1 Patienten
In die Studie sollen wéahrend strahlentherapeutischer Behandlung
Patientengruppen mit folgenden Erkrankungen aufgenommen werden:
e Pankreas- / Galle- / Gallengangs-Karzinom
Kolorektales Karzinom
Bronchial-Karzinom
Mamma-Karzinom
HNO-Karzinom
Lymphom
Sarkom
Karzinome des ZNS
Als Therapiemodalitaiten kommen Radio- und kombinierte Radiochemotherapie in
Betracht.

Wahrend chemotherapeutischer Behandlung sollen Patientengruppen mit
folgenden Erkrankungen untersucht werden:

e Pankreas- / Galle- / Gallengangs-Karzinom
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e Bronchial-Karzinom

e Mamma-Karzinom

e Lymphom

e Karzinome des ZNS
Dabei erhalten die Patienten die im Klinikum GroBhadern routinemaBig
verwendeten Therapieschemata.

Die jeweiligen Patientengruppen mit definierten Erkrankungungen und
Therapiemodalitaten sollen zwischen 30 und 50 Patienten enthalten, um eine
statistische Auswertung zu ermdglichen. Dabei werden keine Selektionskriterien
angewendet. Innerhalb der Patientengruppen wird eine entsprechende
Unterteilung nach Stadien, nach Krankheitsstatus und Therapiemodus
vorgenommen.

Die Studie soll im Mai 2002 beginnen und ist auf eine Dauer von 2 Jahren
angelegt. In halbjahrlichen Abstanden werden jeweils Zwischenauswertungen
durchgefihrt.

2.3.2 Blutentnahme-Zeitpunkte
Die Blutabnahmezeitpunkte werden so festgelegt, daB3 sie im normalen klinischen
Ablauf der jeweiligen Therapie vorgenommen werden kénnen. Nach Méglichkeit
werden sie mit ohnehin anfallenden Routineabnahmen zusammengelegt.

Wahrend Radiotherapie ist folgendes Enthahmeschema vorgesehen:

1. vor Beginn der Radiotherapie (pratherapeutischer Wert) 1
2. engmaschig (1x taglich) wahrend der ersten Woche

(6h, 1d, 2d, 3d, 4d, 5d, 6d, 7d nach Beginn der Therapie) 8
3. weitmaschiger (1x wdchentlich) wahrend der weiteren Therapie

(2w, 3w, 4w, 5w nach Beginn der Therapie) 4
4. nach Beendigung der Radiotherapie (posttherapeutischer Wert) 1

insgesamt 14

Wahrend Chemotherapie ist folgendes Entnahmeschema vorgesehen:

1. vor Beginn der Chemotherapie (pratherapeutischer Wert) 1
2. engmaschig (1x taglich) wéhrend der ersten Woche
(1d, 2d, 3d, 4d, 7d nach Beginn der Therapie) 5

3. weitmaschiger (vor jedem neuen Therapiezyklus)
wahrend der weiteren Therapie

(z2, z3, z4, 25, z6) 5
4. nach Beendigung der Chemotherapie (posttherapeutischer Wert) 1
insgesamt 12
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2.3.3 Ethisch-relevante Probleme der Studie
Als ethisch-relevante Probleme sind die wahrend der ersten Therapiewoche,
zusatzlich zu den Routineblutabnahmen vorzunehmenden Blutabnahmen zu
nennen. Da die Patienten durch die daraus folgenden Untersuchungen keinen
unmittelbaren Nutzen ziehen kénnen, ist eine gezielte und umfassende Aufklarung
der Patienten vor der Aufnahme in die Studie vorgesehen und die informierte
Zustimmung erforderlich.

Andererseits sind die durch Blutentnahmen entstehenden Risiken gering. Auch ist
das zu entnehmende Volumen von ca. 10 ml Vollblut sehr begrenzt.

Die Ergebnisse der erhobenen Untersuchungen haben keine direkte
therapeutische Relevanz fir die Patienten. Somit werden an den urspriinglich
geplanten therapeutischen Entscheidungen keine Anderungen vorgenommen
weder im Sinne des Zusétzlichen noch des Vorenthaltenen.

Die Einteilung nach Studienarmen erfolgt erst bei der statistischen Auswertung, so
dass keine Randomisierung notwendig ist.

Die Ergebnisse werden nur flr die statistische Auswertung verwendet.
Personendaten werden dafiir verschlisselt und nicht an Dritte weitergegeben. Sie
unterliegen den datenschutzrechtlichen Regelungen.

2.5 Zustimmungsfahigkeit
Es werden ausschlieBlich erwachsene Personen mit vollstandiger Aufklarungs-
und Zustimmungsféhigkeit in die Studie aufgenommen. Von diesen wird eine
schriftliche Erklarung der informierten Zustimmung eingeholt.

2.6 Honorierung von Probanden oder Patienten
Eine Honorierung von Probanden oder Patienten ist nicht vorgesehen.

2.7 Versicherung
entfallt

2.8 Datenschutz
Der Schutz der persénlichen Daten der Teilnehmer wird in der heute juristisch
geforderten Form gewabhrleistet: Diese beinhalten die vertrauliche Behandlung der
Daten, die ausschlieBlich anonyme Verwendung der Daten zu statistischen
Auswertungen und wissenschaftlichen Publikationen, sowie die Nicht-Weitergabe
der Daten an Dritte. Die Teilnehmer werden Uber die datenschutzrechtlichen
Regelungen aufgeklart (siehe 2.9)

2.9 Patienteninformation und Einverstandniserklarung
im Anhang
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Anlage 1: Schriftliche Zustimmungen

Klinikum GroBhadern

LMU

Ludwig
Maximilians
Universitat
MUlnchen

81377 Miinchen
Marchioninistr. 15
Durchwahl: (089) 7095-1

Hiermit erklare ich meine Zustimmung zu dem beigefligten Ethikantrag und dem

Studienprotokoll zu folgender Studie

Therapeutisches Monitoring anhand von Apoptose-Produkten im Serum

die unter der Studienleitung von Frau Dr. med. P. Stieber, Institut fir Klinische Chemie, Herrn Dr. med.
R. Wilkowski, Klinik fur Strahlentherapie und Radioonkologie, Herrn Prof. Dr. med. A. Schalhorn und
Herrn PD Dr. med. V. Heinemann, Medizinische Kilinik Il durchgefuhrt werden soll.

Prof. Dr. med. Dr. h.c. D. Seidel

Direktor des Instituts fiir Klinische Chemie
Klinikum GroBhadern

Prof. Dr. med. E. Diilhmke

Direktor der Klinik fiir Strahlentherapie und Radioonkologie
Klinikum GroBhadern

Prof. Dr. med. W. Hiddemann

Direktor der Medizinischen Klinik Ill
Klinikum GroBhadern
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Vorlage KUM/OG — fe (00-03-13)

Anlage 2: Patienteninformation Radiotherapie

Klinikum der Universitdt Miinchen LM u

Institut fiir Klinische Chemie — GroBhadern Ludwig

Direktor: Prof. Dr. med. Dr. h. c. Dietrich Seidel Maximilians—
Universitat___

Klinik fiir Strahlentherapie und Radioonkologie .
Direktor: Prof. Dr. med. E. Dithmke Miinchen____

Klinikum der Universitit Miinchen — GrofShadern
Marchioninistrae 15 ¢ D-81377 Miinchen

Betreuer der Studie:
Institut fiir Klinische Chemie :
Frau Dr. Petra Stieber, Herr Andreas Kremer, Herr Stefan Holdenrieder (Tel: 3115 oder 6115)

Klinik fiir Strahlentherapie und Radioonkologie:
Herr Dr. Ralf Wilkowski (Tel 3729)

Informationsblatt fir Patienten
zur Studie

»Therapeutisches Monitoring anhand von Apoptose-Produkten im Serum
bei Patienten mit malignen Tumoren wéhrend Strahlentherapie“

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

in den letzten Jahren hat es in der Medizin — besonders in der Onkologie (Wissenschaft, die sich mit
der Entstehung und Behandlung von Tumoren befaBt) — viele neue Errungenschaften und Fortschritte
gegeben. Bei der Uberwachung der Strahlentherapie werden heute zum Beispiel verbesserte
bildgebende Verfahren wie Computer- und Magnetresonanztomographie eingesetzt. AuBerdem
zeigen neue, vielversprechende Anséatze, daB durch spezielle Blutuntersuchungen mdglicherweise
bereits zu einem frilheren Zeitpunkt das Ansprechen von Tumorzellen auf die Therapie festgestellt
werden kann.

Im Institut fir Klinische Chemie wurde ein Test enwickelt, der die Menge von sogenannten
+Nukleosomen® im Blut bestimmen kann. Nukleosomen sind Bestandteile des Zellkerns, die
natlrlicherweise freigesetzt werden, wenn Zellen (durch sogenannte ,Apoptose”) abgebaut und durch
neue ersetzt werden. Durch die Strahlentherapie sollen Tumorzellen gezielt geschadigt und beseitigt
werden. Dabei gelangen groBe Mengen an Nukleosomen in die Blutbahn.

Erste Untersuchungen haben gezeigt, daB die Freisetzung wahrend der ersten Behandlungswoche
maoglicherweise von besonderer Bedeutung fiir das Ansprechen der Therapie ist. Nun wollen wir
untersuchen, ob durch die Nukleosomenfreisetzung wahrend der Therapie deren Wirksamkeit schon
friihzeitig abgeschétzt werden kann. Wenn dies zutrifft, kénnte durch einfache Blutuntersuchungen
eine verbesserte Uberwachung der Therapie erfolgen.

=B,
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Fir dieses Anliegen bitten wir Sie um lhre freundliche Unterstitzung.

Wie Sie wissen, werden wahrend der Zeit lhrer Behandlung mehrmals Blutproben routinemaBig
entnommen, um eventuelle Nebenwirkungen der Therapie rasch zu erfassen. Im Rahmen dieser
Studie wiirden bei diesen Abnahmen zuséatzlich wenige Milliliter Blut entnommen, so daB dadurch
keine zusétzliche Belastung flr Sie entsteht. Lediglich in der ersten Woche der Strahlentherapie, die
flr diese Untersuchungen von besonderer Wichtigkeit ist, wiirden wir taglich eine Blutprobe bendtigen
— falls nicht ohnehin routinemaBig eine Abnahme erfolgt.

Natdrlich erhalten Sie alle standardisierten Verfahren zur Therapieiliberwachung. Die Therapie selbst
wird durch die Ergebnisse der Nukleosomenuntersuchungen nicht beeinfluBt. Auch wenn Sie selbst
durch die Teilnahme an der Studie keinen direkten Vorteil genieBen werden, helfen Sie bei der
Entwicklung von neuen Methoden aktiv mit, die mdglicherweise in den kommenden Jahren die
Therapietiberwachung verbessern kdnnen.

Zugang zu den vertraulichen Daten, in denen Sie namentlich genannt werden, haben nur die an der
Studie beteiligten Personen. Diese Personen unterliegen der Schweigepflicht und sind zur Beachtung
des Datenschutzes verpflichtet. Die Weitergabe der Untersuchungsergebnisse erfolgt ausschlieBlich
zu statistischen und wissenschaftlichen Zwecken, und Sie werden darin, wie auch in eventuellen
wissenschaftlichen Veréffentlichungen, nicht namentlich genannt.

Wir machen Sie darauf aufmerksam, dafB die Teilnahme an dieser Studie selbstverstandlich freiwillig
ist. Sie haben die Mdglichkeit, jederzeit chne Angabe von Griinden und ohne Nachteile fiir die weitere
Behandlung aus der Studie auszutreten.

Fir weitere Fragen und Gesprache, auch zu einem spateren Zeitpunkt, stehen Ihnen die an der
Studie beteiligten Personen — insbesondere Herr Kremer — gerne zur Verfligung.
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Vorlage KUM/OG — fe (00-03-13)

Anlage 4: Einverstandniserklarung Radiotherapie

Klinikum der Universitit Miinchen

Institut fiir Klinische Chemie — GroShadern -
Direktor: Prof. Dr. med. Dr. h. c. Dietrich Seidel

Klinik fiir Strahlentherapie und Radioonkologie
Direktor: Prof. Dr. med. E. Dithmke

Klinikum der Universitdt Miinchen — Grohadern
Marchioninistraie 15 e D-81377 Miinchen

Patientenetikett

LMU

Ludwig
Maximilians—
Universitat___
Miinchen____

Betreuer der Studie:
Institut fiir Klinische Chemie :
Frau Dr. Petra Stieber (Tel: 3115)
Herr Andreas Kremer (Tel: 6115)
Herr Stefan Holdenrieder (Tel: 6115)
Klinik fiir Strahlentherapie und Radioonkologie:
Herr Dr. med. Ralf Wilkowski (Tel 3729)

Einverstandniserklarung

Ich habe das Informationsblatt fiir Patienten zur Studie ,,Therapeutisches Monitoring anhand

von Apoptose-Produkten im Serum bei Patienten mit malignen Tumoren wéhrend

Strahlentherapie® gelesen und verstanden. Im Moment habe ich keine weiteren Fragen, kann

mich aber jederzeit bei Fragen an die die Studie betreuenden Personen wenden.

Ich erkldre mich mit der Teilnahme an der Studie einverstanden.

Ort, Datum

Unterschrift des Patienten / der Patientin Unterschrift des Studienbetreuers

=B,
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