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EINLEITUNG

1. Einleitung

In Deutschland erkranken jahrlich etwa 484.000 Menschen an Krebs, davon sind 54 % Manner
und 46 % Frauen (Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V.
2013). Jeder vierte Einwohner stirbt an dieser Erkrankung (KARSTENS et al. 2010). Somit
stehen Neoplasien nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen an zweiter Stelle der Todesursachen,
bei 40-60-jahrigen Frauen sogar an erster Stelle (KARSTENS et al. 2010, Statistisches
Bundesamt Wiesbaden 2013). Kopf-Hals-Tumoren zahlen mit 6 % zu den sechs haufigsten
Krebsarten (ARGIRIS et al. 2008, Kopf-Hals-Tumorstiftung 2015). In Deutschland erkranken
jahrlich ca. 20.000 Menschen an Kopf-Hals-Tumoren, wobei Manner deutlich haufiger
betroffen sind als Frauen (Deutsche Krebshilfe e.V. 2009, Kopf-Hals-Tumorstiftung 2015). Zu
den Risikofaktoren zahlen insbesondere regelmafiger Alkohol- und Nikotinkonsum (ARGIRIS
et al. 2008).

In der Humanmedizin erhalten mehr als die Halfte der Krebspatienten im Laufe ihrer
Erkrankung eine Strahlentherapie. Nahezu 500.000 Menschen mit Kopf-Hals-Tumoren
werden weltweit jahrlich auf diese Weise therapiert (BRZOZOWSKA et al. 2015, DORR 2005,
KARSTENS et al. 2010, ROOS 2012).

Auch bei Hund und Katze zahlen Krebserkrankungen zu den haufigsten Todesursachen
(EICHELBERG und SEINE 1996, GLOWING 2013). Zirka 50 % aller Tiere Giber 10 Jahre
sterben an den Folgen eines Malignoms (KESSLER 2012a). Aufgrund der steigenden
Lebenserwartung der Haustiere werden Tierarzte zunehmend haufiger mit Neoplasien
konfrontiert. Dabei wiinschen viele Besitzer, unabhangig von den zu erwartenden Kosten, eine
maximale medizinische Versorgung, zu der bei vielen Indikationen neben der Chirurgie und
Chemotherapie auch die Radiotherapie gehort (KESSLER 2012a). Oropharyngeale Tumoren
finden sich bei 0,07 % aller Hunde und 0,05 % aller Katzen (KESSLER 2012e), wobei der
gréRere Anteil maligne ist.

In der Humanmedizin ist die konventionell fraktionierte Bestrahlung mit 5 taglichen Fraktionen
von je 1,8-2,0 Gy uber 6-7 Wochen das Standardregime der onkologischen Radiotherapie
(ARGIRIS et al. 2008, HERRMANN et al. 2006, KARSTENS et al. 2010). Tiermedizinische
Bestrahlungsprotokolle weichen z.T. davon ab, da multiple Narkosen und lange
Hospitalisierungszeiten fur Tiere und Besitzer oft nicht zumutbar sind. Haufig wird ambulant
dreimal pro Woche mit Fraktionen von je 4 Gy nach einem Montag-Mittwoch-Freitag-Schema
uber 3-4 Wochen behandelt (KASER-HOTZ 2012, KOHN et al. 2012). Jedoch findet auch in
der Veterinarmedizin zunehmend ein konventionelles Bestrahlungsschema Anwendung
(KASER-HOTZ 2012). Bei jeder Strahlentherapie wird stets Normalgewebe in den Ein- und
Austrittskanalen der Strahlung, in der unmittelbaren Umgebung und innerhalb des Tumors
(z.B. Gefalk- und Bindegewebsanteile) in das Hochdosis-Volumen einbezogen. Somit muss
eine bestimmte Rate an Nebenwirkungen im Rahmen einer effektiven Therapie fur die Chance
einer Heilung akzeptiert werden (DORR 2005, 2006b, 2009, 2010, DORR et al. 2006, KASER-
HOTZ 2012).
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Aufgrund des zeitlichen Verlaufs werden die Reaktionen des Normalgewebes in frihe und
spate Nebenwirkungen eingeteilt. Friilhe Reaktionen manifestieren sich bereits wahrend oder
innerhalb von 90 Tagen nach Beginn der Radiotherapie, wahrend Spatfolgen erst Monate bis
viele Jahre nach der Behandlung auftreten kénnen (DORR et al. 2006, DORR 2006b, 2009,
2015).

Die Mucositis enoralis ist die bedeutendste und meist dosislimitierende frihe Strahlenfolge
einer Radiotherapie von ausgedehnten Kopf-Hals-Tumoren (BONOMI und BATT 2015,
MALLICK et al. 2016, BESE et al. 2007, DORR et al. 2007, DORR et al. 2009, DORR 2009,
HAAGEN et al. 2009, KEEFE et al. 2007). Nahezu alle Patienten entwickeln nach einer
Bestrahlung im Kopf-Hals-Bereich einen gewissen Grad der Mukositis wahrend ihrer Therapie
(DORR 2009, ELTING et al. 2007, ELTING et al. 2008, FIDEL et al. 2007, KEEFE et al. 2007,
MURPHY 2007). Bei bis zu 20 % der Betroffenen ist eine Unterbrechung der Behandlung
notwendig, um eine Heilung der Schleimhaut zu erméglichen (DORR et al. 2009, RUSSO et
al. 2008). Je langer die Therapiepause ist, umso geringer ist jedoch auch die Heilungschance
der Krebserkrankung (DORR et al. 2007, DORR et al. 2009, DORR 2009, ELTING et al. 2008,
EPSTEIN und KLASSER 2006). Zudem ist bei den meisten Patienten mit Mucositis enoralis
aufgrund von Schmerzen, Schluck- und Sprechstdérungen sowie sekundaren Infektionen die
Lebensqualitdt erheblich beeintrachtigt (BONOMI und BATT 2015, DORR et al. 2009, DORR
2009, ELTING et al. 2007, ELTING et al. 2008, EPSTEIN und KLASSER 2006, MALLICK et
al. 2016). Im weiteren Krankheitsverlauf kénnen Gewichtsreduktion und Dehydratation
auftreten, die gegebenenfalls eine kunstliche Erndhrung notwendig machen (ELTING et al.
2007, RUSSO et al. 2008). In Abhangigkeit von Dauer und Schweregrad der radiogenen oralen
Mukositis steigt zudem das Risiko fur spate Nebenwirkungen in der Mundhohle, wie
chronische Schleimhautatrophie, Ulzera oder Osteoradionekrose (DORR et al. 2007, DORR
et al. 2008, DORR et al. 2009, DORR 2009, MALLICK et al. 2016). Desweiteren entstehen
durch die erhdhte Hospitalisierungsrate, den Einsatz von Schmerzmitteln oder die
Notwendigkeit einer speziellen Erndhrung wahrend der Behandlung einer Mucositis enoralis
zusatzliche Kosten flr das Gesundheitswesen bzw. in der Veterindrmedizin fur den
Patientenbesitzer (DORR et al. 2009, DORR 2009, EPSTEIN und KLASSER 2006, KEEFE et
al. 2007, MURPHY 2007).

Zwar existiert eine Vielzahl an experimentellen Ansatzen zur Prophylaxe und Therapie der
oralen Mukositis, jedoch hat bisher keine spezifische Strategie Einzug in die klinische Routine
gefunden (BONOMI und BATT 2015, DORR et al. 2009, KEEFE et al. 2007, LALLA et al. 2006,
ROSENTHAL und TROTTI 2009, TREISTER und SONIS 2007, VIET et al. 2014).

Die Strahlenreaktion der Mundschleimhaut ist ein komplexer biologischer Prozess, welcher
aus mehreren Komponenten besteht (DORR 2006b, 2009, DORR et al. 2007, DORR et al.
2009, LOGAN et al. 2007b, SCARDINA et al. 2010, SONIS 2007). Unter konventionell
fraktionierter Bestrahlung treten in der 2.-3. Bestrahlungswoche Erytheme, Odeme und fokale
Schleimhauterosionen auf, die von einer Pseudomembran aus Zellresten und Fibrin bedeckt
werden (DORR 2005, 2009, DORR et al. 2005a, DORR et al. 2008, DORR et al. 2009). Im
weiteren Verlauf entwickelt sich ab der 3.-4. Therapiewoche aus der fokalen Form eine
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konfluente ulzerative Mukositis. Die Heilung bendétigt tblicherweise mehrere Wochen nach
Ende der Strahlentherapie.

An der Mucositis enoralis sind u.a. die Transkriptionsfaktoren c-Jun und NF-xB p50 beteiligt
(EGAN et al. 2004, MAO et al. 2008). C-Jun ist eine Komponente des Transkriptionsfaktors
Activator Protein-1 (AP-1) (MAO et al. 2008). Es fordert die Proliferation und Differenzierung
von Fibroblasten, kontrolliert die Apoptose in einer Vielzahl verschiedener Gewebe, besitzt
einen mitogenen Effekt auf Keratinozyten und ist an der mesenchymal-epithelialen Interaktion
sowie der Wundheilung beteiligt (LIN und DIBLING 2002, MAO et al. 2008, MATHAS 2002,
MEHIC et al. 2005, NEUB et al. 2007, UEHARA et al. 2005).

Der Transkriptionsfaktor Nuclear Factor (NF-) kappa B ist verantwortlich fur die Aktivierung
weiterer Transkriptionsfaktoren, die Kontrolle des klonogenen Zelltods und der Apoptose in
verschiedenen Normalgewebszellen, die Produktion proinflammatorischer Zytokine, die
Kontrolle von Zellproliferation und -reifung (insbesondere hamatopoetischer und epithelialer
Zellen) sowie die Stimulation der Angiogenese (BERTAZZA und MOCELLIN 2008,
DEMSCHENKO und KUEHL 2010, FUNAKOSHI-TAGO et al. 2008, LOGAN et al. 2007b,
PALMER et al. 1997, SCARDINA et al. 2010, SONIS et al. 2004a, SONIS 2004, 2009, SUN
2011).

Celecoxib zahlt zu den sogenannten ,non-steroidal antiinflammatory drugs® (NSAIDs)
(BERGH und BUDSBERG 2005), die ihre Wirkung durch Hemmung des Enzyms
Cyclooxygenase (COX) erzielen (BERGH und BUDSBERG 2005, KIETZMANN et al. 2007,
KONTUREK und PAWLIK 1986). Bei Patienten mit Mucositis enoralis verhalt sich die Aktivitat
dieses Enzyms parallel zum Schweregrad der Schleimhautreaktion (HAAGEN et al. 2009,
LALLA et al. 2010, LOGAN et al. 2007a, SONIS et al. 2004b).

In der vorliegenden Arbeit soll geklart werden, wie die Expression dieser Proteine im Rahmen
der Mucositis enoralis verandert ist. Zudem soll der Einfluss von Celecoxib auf die
Strahlenreaktion und die Proteinexpression untersucht werden. Zur Untersuchung der
Mucositis enoralis dient das etablierte Tiermodell der Zungenunterseite der Maus. Dabei
werden die Mause des Wildtyp-Inzuchtstammes C3H/Neu an den Tagen 0-4 und 7-11 einer
taglichen perkutanen Bestrahlung des Schnauzenbereichs mit 3 Gy/Fraktion unterzogen. Im
Untersuchungszeitraum werden taglich 5 Mause getétet, deren Zungen enthommen und
daraus histologische Schnitte hergestellt, die anschlieBend immunhistochemisch angefarbt
und histologisch untersucht werden.



LITERATURUBERBLICK — Bedeutung von Tumorerkrankungen | Kopf-Hals-Tumoren

2. Literaturtuberblick
2.1 Bedeutung von Tumorerkrankungen

Jahrlich treten in Deutschland etwa 262.000 Krebsneuerkrankungen bei Mannern und 222.000
bei Frauen auf (Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. 2013).
Nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen stellen Neoplasien die zweithaufigste Todesursache in den
industrialisierten Landern dar (ACHTERBERG et al. 2006, KARSTENS et al. 2010,
Statistisches Bundesamt Wiesbaden 2013).

Die Inzidenz fiir Tumorerkrankungen bei Hund und Katze ist vergleichbar mit derjenigen beim
Menschen (GLOWING 2013, MISDORP 2012). Etwa jedes zweite Tier (iber 10 Jahren stirbt
an den Folgen einer Neoplasie (DORSCH 2002, KESSLER 2012a). Haustiere besitzen in der
heutigen Bevolkerung einen hohen Stellenwert und ihre Lebenserwartung nimmt aufgrund der
verbesserten medizinischen Versorgung stetig zu. Demzufolge werden Tierarzte zunehmend
haufiger mit Krebserkrankungen konfrontiert (KESSLER 2012a). Dabei sind viele Tierbesitzer
bereit, unabhangig von den zu erwartenden Kosten, eine maximale medizinische Versorgung
zu tragen, zu der bei bestimmten Indikationen auch die Radiotherapie gehért (DORSCH 2002).

2.2 Kopf-Hals-Tumoren

2.2.1 Kopf-Hals-Tumoren in der Humanmedizin

Zu den Kopf-Hals-Tumoren zahlen alle Tumoren in Mundhdhle (Zunge, Mundboden, Wange,
Gaumen), Rachen, Kehlkopf, Nase, Nasennebenhdhlen und dem duferen Bereich des Halses
(ARGIRIS et al. 2008, Deutsche Krebsgesellschaft 2012, Deutsche Krebshilfe e.V. 2009). Die
grole Mehrzahl dieser Malignome sind Plattenepithelkarzinome (ARGIRIS et al. 2008,
De CASTRO und GUINDALINI 2010, Deutsche Krebsgesellschaft 2012, Deutsche Krebshilfe
e.V. 2009, GROTZ et al. 2003, KARSTENS et al. 2010, PFLEGHAAR 2012). Daneben
kommen Adenome, adenoidzystische Karzinome, Adenokarzinome, Lymphome, Sarkome und
Speicheldrisentumoren vor (Deutsche Krebshilfe e.V. 2009, KARSTENS et al. 2010).
Kopf-Hals-Tumoren zahlen mit einer Erkrankungsrate von 6 % zu den sechs haufigsten
Krebsarten (ARGIRIS et al. 2008, Kopf-Hals-Tumorstiftung 2015, Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. 2013). Weltweit treten ca. 650.000
Neuerkrankungen und 350.000 Todesfalle pro Jahr auf (ARGIRIS et al. 2008, KAMANGAR et
al. 2006). In Deutschland erkranken jahrlich ca. 20.000 Menschen an Kopf-Hals-Tumoren
(Kopf-Hals-Tumorstiftung 2015). Dies entspricht ca. 0,05 % aller Einwohner (Deutsche
Krebsgesellschaft 2012). Mit einer Haufigkeit von 75 % der Neuerkrankten sind Manner
deutlich haufiger betroffen als Frauen (Deutsche Krebshilfe e.V. 2009, KARSTENS et al.
2010). Das Alter zum Diagnosezeitpunkt ist bei Mannern durchschnittlich 66 Jahre, bei Frauen
70 Jahre (ARGIRIS et al. 2008, Deutsche Krebsgesellschaft 2012, Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. 2013).
4
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Zu den Risikofaktoren, an einem Kopf-Hals-Tumor zu erkranken, zahlen regelmafiger Alkohol-
und Nikotinkonsum, welche nach ARGIRIS et al. 2008 bei 75 % aller Patienten mit
Plattenepithelkarzinomen vorliegen. Auch chronische Wunden an der Mundschleimhaut und
schlechte Mundhygiene sowie Infektionen mit dem humanen Papillomavirus (HPV) kdnnen
eine entscheidende Rolle in der Krebsentstehung spielen (ARGIRIS et al. 2008, Deutsche
Krebshilfe e.V. 2009, Kopf-Hals-Tumorstiftung 2015). Der regelmafige Konsum von Friuchten
und Gemlse hingegen soll mit einem reduzierten Risiko flr die Entstehung von
Plattenepithelkarzinomen assoziiert sein (ARGIRIS et al. 2008).

Die durchschnittliche 5-Jahres-Uberlebensrate liegt bei ca. 50 % (Kopf-Hals-Tumorstiftung
2015). Unabhangig von der Therapiestrategie haben Frauen eine bessere Uberlebensrate als
Manner (KARSTENS et al. 2010).

2.2.2 Kopf-Hals-Tumoren in der Veterinarmedizin

Etwa 0,07 % aller Hunde und 0,05 % aller Katzen erkranken im Laufe ihres Lebens an einer
oropharyngealen Neoplasie, wobei der grofiere Anteil maligne ist. Betroffen sind Tiere jeglicher
Altersstufe, jedoch gehauft mit einem Alter Uber 8 Jahren (KESSLER 2012¢). Beim Tierarzt
vorstellig werden die Patienten meist aufgrund einer sicht- oder tastbaren
Umfangsvermehrung im Bereich des Kiefers oder anderer Lokalisationen im Kopf-Hals-
Bereich. Auffallend fir den Besitzer kénnen weiterhin starker Mundgeruch, vermehrter
Speichelfluss, Probleme beim Schluckvorgang, eine reduzierte Futteraufnahme mit
entsprechendem Gewichtsverlust, aber auch eine abweichende Stellung, der Verlust oder die
Lockerung eigentlich gesunder Zahne sein (KESSLER 2012e).

2.2.2.1 Kopf-Hals-Tumoren des Hundes

Unter allen beim Hund vorkommenden Tumoren sind 7 % im Oropharynx lokalisiert. Das
Risiko, an einer oralen Neoplasie zu erkranken, ist fir Riden mehr als doppelt so hoch als fir
Hundinnen. Neoplasien der Maulhdhle beim Hund sind zu 44 % gutartig. Mit 30 % stellen
Epuliden (Tumoren peridontalen Ursprungs) den gréfRten Anteil dieser Tumoren dar, gefolgt
vom oralen Papillom (KESSLER 2012e). Die haufiger vorkommenden oropharyngealen
Malignome stellen 5,4 % aller malignen caninen Neoplasien dar. Am haufigsten werden
Melanome, Plattenepithelkarzinome und Fibrosarkome diagnostiziert (KESSLER 2012¢). Das
maligne Melanom ist dabei mit 30 % am haufigsten (BERGMAN 2007, KESSLER 2012e, SEO
et al. 2014). An zweiter Stelle aller caninen Maulhéhlentumoren steht das
Plattenepithelkarzinom. Man unterscheidet zwischen tonsillaren und nicht-tonsillaren
Plattenepithelkarzinomen (KESSLER 2012e).

2.2.2.2 Kopf-Hals-Tumoren der Katze

Mit 10 % aller Neoplasien stehen Tumoren der Maulhdhle nach denen der lymphatischen
Organe, der Haut und der Mamma an vierter Stelle der Haufigkeit bei der Hauskatze
(KESSLER 2012e). Das durchschnittliche Alter bei Erkrankung liegt bei etwa 10 Jahren. Feline
orale Neoplasien sind zu 61 % Plattenepithelkarzinome, zu 13 % Fibrosarkome und zu 8 %
fibromatdse peridontale Epuliden (KASER-HOTZ 2012, KESSLER 2012¢). Die Prognose fur
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die betroffenen Tiere ist schlecht, mit einer mittleren Uberlebensrate von 46-142 Tagen,
unabhangig von der Therapie. Dies liegt nicht zuletzt daran, dass die Erkrankung zum
Zeitpunkt der Diagnose in der Regel fortgeschritten ist (HAYES et al. 2007).

2.2.3 Klassifikation von Kopf-Hals-Tumoren

Die Klassifikation von Tumoren ist die Grundlage fiir die Entscheidung beziglich der Therapie.
Die Einteilung beruht auf der klinischen Untersuchung und - je nach Art und Lokalisation des
Tumors - auf der radiologischen Beurteilung mittels Ultraschall, Réntgen, Computertomografie
(CT), Magnetresonanztomografie (MRT), Positronenemissionstomografie (PET) oder
Szintigrafie sowie Endoskopie und Biopsie und/oder Feinnadelaspiration (ARGIRIS et al.
2008, BOMHARD 2012, Deutsche Krebshilfe e.V. 2009, KESSLER 2012d, 2012e, TASSANI-
PRELL 2012).

Die Klassifikation der International Union against Cancer (UICC) nach dem TNM-System (Tab.
1) schlie®t Eigenschaften und Ausdehnung des Primartumors (T), Befall der regionaren
Lymphknoten (N) und das Vorhandensein von Metastasen (M) in standardisierter Form ein
(WITTEKIND und MEYER 2010). Je nach Ausdehnung und Invasivitat des Primartumors wird
dieser mit TO (kein Primartumor vorhanden oder Primartumor chirurgisch entfernt) bis T4
(malignes Lymphom bis T5) klassifiziert, wobei ein héheres Stadium eine fortgeschrittenere
lokale Erkrankung anzeigt. Sind bereits ipsilaterale (N1) oder kontralaterale bzw. beidseits die
regionaren Lymphknoten (N2) betroffen, so wird dies durch die ,N“-Einstufung angezeigt
(Deutsche Krebshilfe e.V. 2009, KARSTENS et al. 2010, KESSLER 2012d). Eine
Verwachsung der befallenen Lymphknoten mit der Peripherie zeigt die Klassifikation N3 an
(DORSCH 2002). MO bzw. M1 beschreibt das Fehlen bzw. Vorhandensein von
Fernmetastasen (Deutsche Krebshilfe e.V. 2009, KARSTENS et al. 2010, KESSLER 2012d).
In Bezug auf den individuellen Patienten dient dieses Klassifikationssystem zur Erfassung und
Dokumentation der Erkrankung sowie zur Unterstutzung bei der Therapieplanung und
Prognosestellung.

Auch in der Veterinarmedizin besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen
Tumorstadium und Therapiestrategie sowie der Prognose. Deshalb ist auch hier eine
standardisierte Klassifizierung angezeigt. Das TNM-System wird darum von der Veterinary
Cancer Society empfohlen (KESSLER 2012d).
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Tab. 1: Klassifikation von Kopf-Hals-Tumoren nach dem TNM-System der WHO (WITTEKIND
und OBERSCHMID 2010)

TO: kein Anhalt fur Primartumor

T1: Tumor <2 cm

T (Tumorausdehnung) [T2: 2 cm < Tumor <4 cm
T3: Tumor >4 cm

T4: Infiltration benachbarter Strukturen (Knochen, Muskel,
Halsweichteile, Haut etc.)

NO: keine regionaren Lymphknotenmetastasen (LK)

N1: solitére ipsilaterale LK <3 cm

NZ2a: solitare ipsilaterale LK > 3 cm, aber < 6 cm
N2b: multiple ipsilaterale LK <6 cm

N2c: bi-/kontralaterale LK < 6 cm

N3: LK > 6 cm

M (Metastasen) MO: keine Fernmetastasen

N (Nodes, Lymphknoten)

M1: Fernmetastasen vorhanden

2.3 Therapieoptionen von Kopf-Hals-Tumoren

Grundsatzlich kann das priméare Ziel der Tumortherapie die Heilung des Patienten (kurativ)
oder die Einddammung der Symptomatik und Verbesserung der Lebensqualitat fur einen
begrenzten Zeitraum (palliativ) sein (ARGIRIS et al. 2008, HERRMANN et al. 2006). Die
Entwicklung einer optimalen Therapiestrategie basiert auf der Integration verschiedener
Disziplinen (KESSLER 2012d). In der Humanmedizin gehort dazu im Kopf-Hals-Bereich die
enge Kooperation von Radiologen, HNO- und MKG-Arzten, Radio- und internistischen
Onkologen, plastischen Chirurgen und Zahnarzten. Dabei missen Tumorgréle, -stadium,
Resektionsmdglichkeit, Patientenfaktoren (Allgemeinzustand, Begleiterkrankungen, mégliche
Organerhaltung, Compliance/Therapiewunsch) bericksichtigt werden (ARGIRIS et al. 2008).

Die Wirkung einer onkologischen Therapie kann eine Remission (Tumorschrumpfung), d.h.
eine makroskopische Verkleinerung des Tumors, sein. Diese kann partiell (Volumenminderung
um mindestens 50 %) oder komplett (keine makroskopisch nachweisbaren Tumorreste) sein.
Ziel der lokalen kurativen Therapie ist jedoch die permanente lokale Tumorkontrolle bzw.
Rezidivfreiheit. Als Rezidiv gilt ein gleichartiger Tumor am Ort oder in den direkten
Lymphabflusswegen des urspringlichen Tumors. Der prozentuale Anteil an Patienten, welcher
ein bestimmtes Zeitintervall nach der Therapie (z.B. 5 Jahre) Uberleben, wird als
Uberlebensrate bezeichnet. Eine weitere Mdglichkeit zur Beurteilung des Therapieerfolges ist
die mittlere Uberlebensdauer in der Patientenpopulation (HERRMANN et al. 2006).

Die wichtigsten Eckpfeiler der Krebstherapie stellen Chirurgie, Chemo- und Radiotherapie als
Einzeltherapie oder in Kombination dar (Deutsche Krebshilfe e.V. 2009). In der Human- als
auch in der Veterindrmedizin steht dabei die chirurgische Entfernung des Tumors an erster
Stelle. Jedoch werden auch in der Veterinarmedizin zur Verbesserung des Therapieerfolgs
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zunehmend weitere Therapieformen, deren Verflgbarkeit progressiv steigt, eingesetzt, da
Besitzer durch die zunehmend engere Bindung zum Tier einen gréReren Heilungswunsch
entwickeln und deshalb zur Ubernahme héherer Kosten bereit sind (KOHN et al. 2012).

2.3.1 Chirurgie

Ziel kurativer chirurgischer MaRnahmen ist die vollstandige Entfernung des Tumors inklusive
aller mikroskopischen Tumoranteile und eventuell vorhandener Metastasen. An zweiter Stelle
steht die plastische Rekonstruktion. Diese muss ggf. in separaten OPs durchgefiihrt bzw.
abgeschlossen werden (ARGIRIS et al. 2008, Deutsche Krebshilfe e.V. 2009, KESSLER
2012b, KOHN et al. 2012). Der zum kurativen Vorgehen nétige Umfang des Eingriffs kann
durch die anatomische Ausdehnung des Tumors und die Notwendigkeit der Organ- bzw.
Gewebeerhaltung limitiert werden (ARGIRIS et al. 2008).

Bei der zytoreduktiven Chirurgie soll eine Reduktion der Tumormasse erreicht werden. So
kann die Wirksamkeit anderer Therapieformen verbessert werden. Eine alleinige palliative
Chirurgie  fihrt zur Verbesserung der Lebensqualitdt durch Linderung der
neoplasieassoziierten Symptome, meist ohne Verlangerung der Uberlebenszeit (KESSLER
2012b).

2.3.2 Chemotherapie

In der Veterindrmedizin werden zunehmend Chemotherapeutika zur Behandlung
neoplastischer Erkrankungen, insbesondere zur Therapie von Metastasen und
Primartumorresten in Kombination mit anderen Therapien eingesetzt (KESSLER 2012c,
KOHN et al. 2012, NEIGER 2012a). Der Effekt von Chemotherapeutika beruht auf der
Hemmung der Proliferation (zytostatisch) bzw. der Abtétung (zytotoxisch) von Zellen, somit
sind sowohl Tumor- als auch Normalgewebe betroffen. Einen limitierenden Faktor stellt
deshalb die Toxizitdt der angewendeten Praparate dar (KESSLER 2012c).

2.3.3 Immuntherapie

In den letzten Jahren hat in der Onkologie neben der Chirurgie, Chemo- und Radiotherapie
die Immuntherapie zunehmend an Bedeutung gewonnen (NEIGER 2012b).

Darunter werden zwei verschiedene Therapieansatze verstanden - einerseits die Modulation
des koérpereigenen Immunsystems, andererseits die biologisch-zielgerichtete Therapie mit
Antikdrpern (siehe Kap. 2.6.4.9). Die Modulation des Immunsystems kann sowohl aktiv als
auch passiv erfolgen (NEIGER 2012b, SADAM 2014). Unter der aktiven Form wird die Gabe
von Adjuvantien, TLR (Toll-like-Rezeptor)-Liganden, BCG (Bacille Calmette-Guérin) und
praventiven Vakzinen aus abgetoteten Tumorzellen, Zellextrakten, gereinigten oder
rekombinanten Antigenen zusammengefasst (SADAM 2014). Zur passiven Therapie zahlen
die Behandlung mit Zytokinen (IFN-a, IFN-y, IL-2, GM-CSF, G-CSF, TNF (Tumor necrosis
factor), lymphokin-aktivierten Killerzellen und der Transfer von T-Zellen (LOSCH 2001,
NEIGER 2012b, SADAM 2014).
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2.3.4 Radiotherapie

Die Radiotherapie stellt neben der Chirurgie und Chemotherapie eine wirkungsvolle
onkologische Behandlungsméglichkeit dar (DORR 2005, Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland e.V. 2013, HERRMANN et al. 2006, KARSTENS et al. 2010,
KASER-HOTZ 2012, ROOS 2012). Mehr als jeder zweite Krebspatient erhalt in der
Humanmedizin im Laufe seiner Erkrankung eine Strahlentherapie. Nahezu 500.000 Menschen
mit Kopf-Hals-Tumoren werden weltweit jahrlich auf diese Weise therapiert (BRZOZOWSKA
et al. 2015, KARSTENS et al. 2010, ROOS 2012). Wahrend sich in der Kleintiermedizin diese
onkologische Therapieform in den USA rasch entwickelte, etablierte sie sich in Europa
langsamer, jedoch finden sich auch hier zunehmend Einrichtungen an Universitaten oder
privaten Kliniken (BUCHHOLZ und LUDEWIG 2009, KASER-HOTZ 2012).

Im Vorfeld einer Bestrahlung muss der Tumor prazise lokalisiert und in seiner
dreidimensionalen Ausdehnung erfasst werden. Hierfir kommen Palpation, Ultraschall-,
Roéntgen-, CT-, PET- und MRT-Untersuchungen in Betracht. Die Strahlentherapieplanung
erfolgt mit entsprechenden Planungssystemen (KASER-HOTZ 2012).

Generell kann die Bestrahlung von aufRerhalb des Kdérpers (Teletherapie) oder mit direktem
Kontakt zwischen Strahlenquelle und Zielstruktur (Brachytherapie) erfolgen (KARSTENS et al.
2010). Nur fur ganz spezifische Indikationen kommt eine Ganzkorperbestrahlung zum Einsatz
(KASER-HOTZ 2012). Je nach zeitlichem Bezug zu anderen Therapieformen wird neben der
alleinigen Strahlentherapie eine adjuvante (im Anschluss an andere Therapieoptionen),
neoadjuvante (im Vorfeld) und simultane (gleichzeitige) Radiotherapie unterschieden.
Patienten mit kleinen, schnell wachsenden Tumoren ohne Metastasierung kénnen als
Alternative zur alleinigen Chirurgie oder bei fehlender Resektabilitdt einer alleinigen
Bestrahlung unterzogen werden (HERRMANN et al. 2006, KASER-HOTZ 2012, KOHN et al.
2012). Die Vorteile liegen dabei im Vermeiden einer dauerhaften Verunstaltung des
Betroffenen und der Mdoglichkeit, regiondre Lymphknoten in das Bestrahlungsfeld mit
einzubeziehen (KASER-HOTZ 2012, KESSLER 2012¢). Eine praoperative Strahlentherapie
dient der Tumorverkleinerung zur Ermdglichung bzw. Verbesserung der operativen Optionen
(KARSTENS et al. 2010). Ziel einer postoperativen Bestrahlung ist die Vernichtung
verbliebener Tumorzellen (HERRMANN et al. 2006, KARSTENS et al. 2010, KOHN et al.
2012).

Um Wundheilungsstérungen zu vermeiden, muss ein entsprechendes Intervall zwischen
Operation und Bestrahlung eingehalten werden (KARSTENS et al. 2010). Im Vordergrund
einer palliativen Strahlentherapie steht die Reduktion neoplasiebedingter Symptome mittels
Bestrahlung eines deutlich eingeschrankten Zielvolumens mit relativ niedrigen Gesamtdosen,
sodass nur wenig frihe Nebenwirkungen auftreten und die Lebensqualitat erhalten oder sogar
verbessert und eventuell eine Lebensverlangerung ermdglicht wird (KARSTENS et al. 2010,
KESSLER 2012e¢). Ziel der kurativen Strahlentherapie hingegen ist die lokale Tumorkontrolle,
d.h. die Vernichtung aller klonogener Tumorzellen und dauerhafte Rezidivfreiheit
(HERRMANN et al. 2006).
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Bei jeder effektiven Radiotherapie missen gesunde Gewebe mit signifikanten Dosen exponiert
werden. Hierzu zahlen Normalgewebe in den Ein- und Austrittskanadlen der Strahlung,
innerhalb des Tumors (z.B. Gefal- und Bindegewebsanteile) und dessen unmittelbarer
Umgebung. Somit wird im Rahmen einer effektiven, kurativen Strahlentherapie stets eine
gewisse Rate an Nebenwirkungen im Normalgewebe akzeptiert (DORR 2005, 2009, 2010).
Eine besondere Form der Radiotherapie stellt die Brachytherapie dar, bei der definitionsgemaf
der Abstand zwischen Strahlenquelle (umschlossene Radionuklide) und zu exponierenden
Strukturen 10 cm nicht Uberschreitet (KASER-HOTZ 2012). Dabei kann die Strahlenquelle
direkt in das Tumorgewebe eingebracht (interstitielle Brachytherapie) oder in die unmittelbare
Umgebung der Neoplasie platziert  werden (intrakavitare Brachytherapie,
Oberflachentherapie). Die sogenannte ,Nachladetechnik® (Afterloading) beinhaltet die
Platzierung eines Applikators mit nachfolgender ferngesteuerter Insertion einer Strahlenquelle.
Durch die geringe Reichweite der verwendeten Strahlung (i.d.R. B-Strahlung) ermdglicht diese
Therapieform eine hohe lokale Strahlendosis bei weitestgehender Schonung des umliegenden
Gewebes (KARSTENS et al. 2010, SCHMOLL et al. 2006). Die Brachytherapie bietet eine
preiswerte Behandlungsoption bei Maul- und Nasenhdhlentumoren in der Veterindrmedizin
(KASER-HOTZ 2012).

Je nach Tumorentitat, -stadium und -lokalisation kommen bei der Teletherapie verschiedene
Bestrahlungsprotokolle zum Einsatz (Tab. 2). Man unterscheidet die konventionelle,
hyperfraktionierte,  akzelerierte, akzeleriert-hyperfraktionierte und  hypofraktionierte
Radiotherapie (DORR et al. 1996).

Tab. 2: Zusammenfassung der verschiedenen Fraktionierungsprotokolle in der
Strahlentherapie (DORR et al. 1996)

Fraktionierungs-| Dosis pro | Fraktionen | Wochen- Gesamtdosis*| Gesamt-
protokoll Fraktion (Gy)| (Woche) dosis (Gy) dauer*
konventionell 1,8-2,0 5 9-10 1 1
hyperfraktioniert 11,2 1 <12,0 = =
akzeleriert 1,8-2,0 1 >12,0 =/] l
akzeleriert- -

hyperfraktioniert 1-1,6 f >12,0 =N l
hypofraktioniert >3,0 variabel variabel l l

* in Relation zur konventionell fraktionierten Bestrahlung
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Konventionelle Fraktionierung

Die konventionelle Fraktionierung gilt als Standardregime der onkologischen Radiotherapie in
der Humanmedizin. Es werden tagliche Einzeldosen von 1,8-2,0 Gy an 5 Wochentagen
verabreicht. Daraus ergibt sich eine wochentliche Dosis von 9-10 Gy, sodass Uber 6-7 Wochen
eine kurative Gesamtdosis von 60-70 Gy erreicht wird (ARGIRIS et al. 2008, DORR et al. 1996,
HERRMANN et al. 2006, KARSTENS et al. 2010).

Hyperfraktionierung

Bei der hyperfraktionierten Radiotherapie werden bei konventioneller Gesamt-
behandlungszeit und Gesamtdosis eine erhéhte Anzahl an Einzeldosen zu je 1,0-1,2 Gy
verabreicht. Typischerweise werden an 5 Wochentagen taglich 2 Fraktionen appliziert (ABE
und URANO 1990, ARGIRIS et al. 2008, DORR et al. 1996, HERRMANN et al. 2006,
KARSTENS et al. 2010). Der Vorteil des Protokolls liegt in der Reduktion von
Spatnebenwirkungen in Folge von Erholungsprozessen (ARGIRIS et al. 2008, BONNER et al.
2006, DORR et al. 1996, HERRMANN et al. 2006).

Akzelerierte Fraktionierung

Unter akzelerierter Strahlentherapie wird die Applikation der konventionellen Gesamtdosis in
einer kirzeren Gesamttherapiezeit mittels erhéhter Wochendosis verstanden. Realisiert wird
dies beispielsweise uUber die Bestrahlung auch am Wochenende oder einer zweiten taglichen
Fraktion mit konventioneller Dosis (HERRMANN et al. 2006, KARSTENS et al. 2010). Ziel
dieses modifizierten Protokolls ist die Verbesserung der Tumorkontrolle. Jedoch geht dies
einher mit erhdhten frlthen Nebenwirkungen, sodass die reine akzelerierte Fraktionierung
selten praktische Anwendung findet (BESE et al. 2007, BONNER et al. 2006, DORR et al.
1996).

Akzelerierte Hyperfraktionierung

Um die Vorteile der Akzelerierung und Hyperfraktionierung miteinander zu verbinden, wurde
das Protokoll der akzelerierten Hyperfraktionierung entwickelt. Bei diesem Protokoll werden 2-
3 tagliche Fraktion von 1,0-1,6 Gy bei erhéhter Wochen- und konstanter oder reduzierter
Gesamtdosis innerhalb einer verkiirzten Therapiezeit verabreicht (ARGIRIS et al. 2008, DORR
et al. 1996).

Hypofraktionierung

Unter Hypofraktionierung wird die Applikation einer reduzierten Gesamtdosis von 40-55 Gy
innerhalb einer verkirzten Gesamtbehandlungszeit von ca. 3 Wochen verstanden.
Ublicherweise werden bei diesem Bestrahlungsprotokoll pro Woche maximal 5 Fraktionen
appliziert (DORR et al. 1996, KARSTENS et al. 2010). Aufgrund der auf mehr als 2 Gy
erhdhten Dosis je Fraktion treten bei Hypofraktionierung haufiger chronische Nebenwirkungen
auf (DORR et al. 1996).
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2.3.5 Strahlentherapie in der Veterinarmedizin

Heute fordern immer mehr Besitzer eine Therapie als Alternative zur Euthanasie, wenn bei
ihrem Tier eine Neoplasie diagnostiziert wird (KOHN et al. 2012, NIEMAND und SUTER 2001).
Fur jede Strahlenapplikation ist in der Tiermedizin eine kurze Narkose des Patienten
erforderlich, um die exakte Lagerung des Tumors zu garantieren (KANDEL 2004). Deshalb
weichen tiermedizinische Bestrahlungsprotokolle von den humanmedizinischen ab, da
multiple Narkosen und lange Hospitalisierungszeiten fiir Tiere und Besitzer oft nicht zumutbar
sind. Haufig wird nach einem vielfach erprobten ambulant durchfiihrbaren Protokoll dreimal
pro Woche mit Einzeldosen von je 4 Gy nach einem Montag-Mittwoch-Freitag-Schema Gber
3-4 Wochen, also entsprechend einem hypofraktioniertem Protokoll, behandelt (KASER-HOTZ
2012, KOHN et al. 2012). Diese Behandlung wird in der Regel von den Patienten gut toleriert
und stellt deshalb eine Behandlungsoption dar, die keinen nachteiligen Einfluss auf die
Lebensqualitdt mit sich bringt (RAMIREZ et al. 1999). Soll kurativ bestrahlt werden, wird
mittlerweile aber auch bei Hund und Katze haufig eine konventionelle Radiotherapie mit 5
wochentlichen Fraktionen angestrebt (KASER-HOTZ 2012).

Nachfolgend sollen einige reprasentative Studien zur Radiotherapie bei caninen und felinen
Maulhéhlentumoren beispielhaft vorgestellt werden, ohne dass Anspruch auf Vollstandigkeit
erhoben wird. Es ist darauf hinzuweisen, dass es sich hauptsachlich um Anwendungsberichte
ohne vergleichbare Kontrollgruppen handelt, sodass das Ergebnis der Srahlentherapie nicht
abschlieltend beurteilt werden kann.

2.3.5.1 Maulhohlentumoren des Hundes

Zu den haufigsten Neoplasien der Maulhdhle des Hundes zahlen Melanome,
Plattenepithelkarzinome, Fibrosarkome und Epuliden (KESSLER 2012e). Eine Ubersicht tiber
die aktuelleren Strahlentherapie-Studien dieser Neoplasien gibt Tabelle 3.

Das maligne Melanom des Hundes ist wenig strahlensensitiv (KESSLER 2012e). Eine

Bestrahlung mit Fraktionen gréfer als 5 Gy bis zu einer Gesamtdosis von 36 Gy kann dennoch
eine effektive Alternative zur Chirurgie darstellen (BLACKWOOD und DOBSON 1996,
KESSLER 2012e). Ist jedoch die Heilung des Patienten das primare Ziel und eine Operation
mit adaquatem kosmetischem Ergebnis oder zumindest eine Teilresektion moglich, sollte diese
zusatzlich zur Strahlentherapie erfolgen, da die Uberlebenszeit dadurch deutlich verlangert
werden kann (FREEMAN et al. 2003, KING et al. 1999).

Das Resultat der Radiotherapie des oralen Plattenepithelkarzinoms des Hundes, welches im
Allgemeinen gut auf eine Bestrahlung anspricht (KESSLER 2012e), ist in groRem Malde von
seiner Lokalisation und der histologischen Zuordnung abhangig (DORSCH 2002). Generell
sind hier nicht-tonsillare von tonsillaren Plattenepithelkarzinomen zu unterscheiden. Die

Studien zu den nicht-tonsillaren Tumoren sind jedoch aufgrund grofRer Dosisvariationen und
verschiedener Lokalisationen schwer zu vergleichen. LADUE-MILLER et al. (1996)
beschreiben ein medianes krankheitsfreies Intervall von 365 Tagen und eine mediane
Uberlebenszeit von 450 Tagen nach Radiochemotherapie mit einem Protokoll mit 3-5
wochentlichen Fraktionen zu je 3-4 Gy und einer Gesamtdosis von 48-57 Gy.
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Tab. 3: Radiotherapie caniner Maulhéhlentumoren

Autoren | Fille Tumorart/ zusatzliche Bestrahlungs- GD Ergebnisse*
Lokalisation Therapie einheit Fraktionierung 9
BATEMAN 24 Gy in 3 Fraktionen | CR: 9/18
et al. 18 | maligne Melanome | k.A. 80Cobalt zu je 8 Gy PR: 5/18
(1994b) anTag 0, 7, 21 5/18 nach 9-19 Mo. noch am Leben
\?Vngg-und Ic_)?eerarbeschleunlger 36 Gy in 4 Fraktionen | Uberlebenszeit:
DOBSON 36 | maligne Melanome | k.A. Orthovoltréntgen- zu je 9 Gy CR: 37 Wo. (5-213 Wo.)
(1996) therapiegerst anTag 0, 7, 14, 21 PR: 20 Wo. (10-38 Wo.)
, . . . Uberlebenszeit:
ﬁ'g';;)et al | 69 | maligne Melanome 8‘;‘2'538';‘ 69 kA 56 Gy in © Fraklionen | CT4OP+RT 273 d (52-2163 d)
' CT+RT 140 d (46-946 d)
36 Gy in 4x9 Gy - .
) Uberlebenszeit: 7 Monate
:lR(%gléé() | 140 ' maligne Melanome | CT Cobalt 392y 0 A0GY (6.9 Monate)
' y lokale Rezidive nach 5 Mo. (4-6 Mo.)
12-19x2-4 Gy
unvollstandige - .
FREEMAN . OP Megavoltrontgen- 36 Gy uber 6 Wo. Uberleben:_az_elt. 363 d
39 | maligne Melanome : . : .. lokale Rezidive bei 15 % nach 139 d
et al. (2003) Cisplatin, Therapiegerat 6 Gy 1x/Wo. Metastasen bei 51 % nach 311 d
Carboplatin 0
maligne Melanome PFS-Raten:
THEON et (38)9 48 Gy in 12 nach 1 J.: PEK 88,9 %, FSA 76,2 %,
al. (1997b) 105 PEK (39) k.A. %0Cobalt Fraktionen maligne Melanome 36,4 %
FSA (28) von je 4 Gy (M-M-F) | nach 3 J.: PEK 55 %, FSA 39,8 %,
maligne Melanome 20,2 %
PEK
. lokale HT (1) .
LADUE- Maxilla (6) 48 oder 57 Gy mit - .
MILLER et | 14 | Mandibula (6) Lf";at"eH';'_IgT;T(f;) 89Cobalt Fraktionen zu fggr('f(tﬁ\;‘vsfggﬂ 464
al. (1996) Zunge (1) CYI' ('1) je 3-4 Gy -
Gaumen (1)
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Tab. 3: Fortsetzung

Autoren Fille Tumorart/ zusatzliche Bestrahlungs- GD Ergebnisse*
Lokalisation Therapie einheit Fraktionierung 9
o 42-57 Gy in
Z?aTiZEOSO-I;)) 7 FSA Lcj)npv olistandige K.A. Fraktionen Uberlebenszeit: 549 d
: zu je 3-4,2 Gy
kurativ (20): 52,5 Gy | - | ..
POIRIER et , Megavoltrontgen- | palliativ (11): 24+30 Uberlebenszeit:
31 |FSA keine : ) kurativ 331 d
al. (2006) therapiegerat Gy, zu 3x8 Gy bzw. palliativ 310 d
5x6 Gy
. 51Gyanl7d e
SIMON et al. . .| Orthovoltrontgen- ) : Rezidive: nach 213 d (63-555 d)
(2007) 39 |FSA OP, Doxorubicin therapiegerat E)r(?gglonen 2uje 3 Gy, Metastasen: nach 276 d (8-826 d)
THEON ) , .
etal. 39 akanthomatose keine ®0Cobalt 48 Gy in Fraktionen PFS-Rate nach 3 J.: 80 %
(19972) Epulitiden zu je 4 Gy (M-M-F)

CR = komplette Remission; CT = Chemotherapie; d = Tage; FSA = Fibrosarkom, GD = Gesamtdosis, HT = Hyperthermie; k.A. = aus Literaturstelle
nicht ersichtlich; M-M-F = Montag-Mittwoch-Freitag; Mo. = Monat(e); MW = Mittelwert; OP = chirurgische Zytoreduktion;

PEK = Plattenepithelkarzinom; PFS = progression-free survival; PR = partielle Remission; RT = Radiotherapie; syst. = systemisch; tgl. = taglich;
Wo. = Woche(n); TCDso = Bestrahlungsdosis, bei der die Wahrscheinlichkeit fur eine lokale Tumorkontrolle nach einem Jahr 50 % ist

* Angabe des Medians und der Spanne
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Ein ahnliches rezidivfreies Intervall beschreiben EVANS und SHOFER (1988) nach alleiniger
Bestrahlung maxillarer Neoplasien, wahrend dasjenige der Weichteil- und mandibularen
Tumoren geringer ausfallt. EVANS und SHOFER (1988) zeigen aullerdem einen
Zusammenhang zwischen Uberlebens- und Rezidivrate, Alter bei Diagnosestellung, relativem
Bestrahlungsvolumen und intraoraler Lokalisation. Ursache fur letztere Korrelation ist, dass
rostral gelegene Umfangsvermehrungen in einem friiheren Stadium diagnostiziert werden und
fur eine Therapie wesentlich besser erreichbar sind. Eine alleinige Radiotherapie von
gingivalen Neoplasien fuhrt im Vergleich zur Operation zu einer schlechteren Prognose, da
keine Heilung erzielt werden kann, sie stellt somit nur eine Alternative im Rahmen einer
palliativen Behandlung dar, wenn regiondre Metastasen existieren oder ein chirurgischer
Eingriff nicht durchflhrbar ist (WHITE 1998).

Die Studie von MacMILLIAN et al. (1982) zeigt die Effektivitdt einer Strahlentherapie bei
tonsillarem Plattenepithelkarzinom nach Tonsillektomie mittels 10 Fraktionen nach dem
Montag-Mittwoch-Freitag-Schema bei Einbeziehung zervikaler und praskapularer Lymph-
knoten in das Bestrahlungsfeld. Wird zusatzlich noch eine Chemotherapie appliziert,
verbessert sich die lokale Tumorkontrollrate und die mediane Uberlebenszeit des Patienten
weiter signifikant, da durch die systemische Therapie auch die haufig auftretenden Metastasen
erreicht werden kénnen. Eine alleinige Radiotherapie bei tonsillarem Plattenepithelkarzinom
ist somit ausschlieBlich als palliative MalRnahme anzusehen (BATEMAN et al. 1994a).
Schwierig ist auch die Bewertung radiotherapeutischer Erfolge bei der Behandlung oraler
Fibrosarkome, da es sich hier ausschliellich um sehr kleine Patientengruppen mit grof3en
adjuvanten Therapievariationen und sehr uneinheitlicher Lokalisation der Tumoren handelt.
Nach Strahlentherapie mit 10 Fraktionen nach dem Montag-Mittwoch-Freitag-Schema und
einer Gesamtdosis von 40-54,5 Gy liegt die mittlere Uberlebenszeit der Hunde bei 7 Monaten,
wobei 3 der 17 Patienten zusatzlich einem operativen Eingriff unterzogen wurden (THRALL
1981). Ahnliche Resultate finden auch CIEKOT et al. (1994) und McDONALD et al. (2012). Bei
der retrospektiven Untersuchung von GARDNER et al. (2015) zeigt sich die Kombination aus
Bestrahlung und Chirurgie mit einer medianen Uberlebenszeit von 505 Tagen und einem
progressionsfreiem Intervall von durchschnittlich 301 Tagen wesentlich erfolgreicher. Ein
besseres Ergebnis gegentber alleiniger Radiotherapie liefert mit einer medianen
Uberlebenszeit von 398 Tagen ebenso die Studie von BREWER und TURREL (1982), bei der
zusatzlich eine Hyperthermie-Behandlung eingesetzt wurde. Generell zeigen orale
Fibrosarkome eine deutlich schlechtere Prognose als Fibrosarkome anderer Lokalisationen.
Dennoch ist die Uberlebenszeit nach intensiver taglicher postoperativer Bestrahlung mit
durchschnittlich 1,5 Jahren im Vergleich zu anderen oralen Neoplasien relativlang (FORREST
et al. 2000). Die Kombination von Chirurgie, Chemo- und Radiotherapie kann bisher die besten
Ergebnisse erzielen (SIMON et al. 2007).

Die Therapie akanthomatdser Epulitiden mittels Bestrahlung stellt insgesamt eine sehr

effektive Behandlungsmethode mit hoher Erfolgsquote dar. Eine komplette Remission kann
bei 69 % der Tiere erreicht werden (THEON et al. 1997a, THRALL 1984).
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2.3.5.2 Maulhohlentumoren der Katze

Feline orale Neoplasien sind am haufigsten Plattenepithelkarzinome, Melanome,
Fibrosarkome und Epuliden (KASER-HOTZ 2012, KESSLER 2012e). Eine Ubersicht tiber die
aktuelleren Strahlentherapie-Studien dieser Neoplasien gibt die Tabelle 4.

Weil Katzen eine Mandibul- oder Maxillektomie schlechter tolerieren als Hunde, muss haufiger
auf alternative Therapieoptionen zurtickgegriffen werden (DORSCH 2002, KESSLER 2012e).
Nach einer alleinigen Chirurgie Uberleben Katzen mit Plattenepithelkarzinomen
durchschnittlich 45 Tage (BREGAZZI et al. 2001). Ist ein operativer Eingriff moglich, stellt
dieser in Kombination mit einer Radiotherapie die erfolgreichste Behandlungsstrategie mit
einer medianen Uberlebenszeit von 14 Monaten dar (HUTSON et al. 1992, KESSLER 2012¢).
Das von BREGAZZI et al. (2001) untersuchte alleinige Bestrahlungsprotokoll mit 3 Fraktionen
zu je 8 Gy und einer Gesamtdosis von 24 Gy fuhrte jedoch nicht zu einem palliativen Effekt
und 85,7 % der Katzen wurden nach einer mittleren Uberlebenszeit von 60-90 Tagen aufgrund
fortschreitender TumorgréRe oder strahleninduzierten Nebenwirkungen euthanasiert. Auch die

retrospektive Studie von McDONALD et al. (2012) ergab bei einer Therapie mit 5 taglichen
Fraktionen zu je 4 Gy nur eine mediane Uberlebenszeit von 3 Monaten. Die hypofraktionierte
Strahlentherapie mit 14 Fraktionen von je 3,5 Gy Uber 7 Tage flhrte zu sehr variablen
Uberlebenszeiten. Eine Regression war bei allen Patienten bereits nach 9 Tagen sichtbar
(FIDEL et al. 2011). Das erfolgreichste Protokoll bei alleiniger Bestrahlung war die Bestrahlung
mit 10 taglichen Fraktionen von je 4,8 Gy. Dieses fiihrte zu einer medianen Uberlebenszeit von
174 Tagen (POIRIER et al. 2012). Bei kombinierter Radiochemotherapie ergab sich je nach
Studie eine Uberlebensdauer von 75-170 Tagen (BREGAZZI et al. 2001, DORSCH 2002,
FIDEL et al. 2011, OGILVIE et al. 1993). Diese Kombination kann somit im Vergleich zur
alleinigen Bestrahlung mit einer durchschnittlichen Uberlebensdauer von 90 Tagen das
Therapieergebnis verbessern (BREGAZZI et al. 2001). Wird die Strahlentherapie mit
vorheriger intravendser oder intratumoraler Gabe von Etanidazol, einem Sensitizer fir
hypoxische Zellen, ergéanzt, kann die mediane Uberlebenszeit auf 116 Tage erhdht und eine
partielle Remission bei allen Patienten erreicht werden (EVANS et al. 1991). Beim zusatzlichen
Einsatz einer Hyperthermie zur Radiotherapie lag die mittlere Uberlebenszeit bei 75 Tagen
(BREGAZZ] et al. 2001). Insgesamt muss festgehalten werden, dass die Prognose fur Katzen
mit oralem Plattenepithelkarzinom generell schlecht ist. Haupteinflussfaktor stellt die
Lokalisation dar, wahrend Tumorstadium und -gré3e weniger bedeutend sind (BERTONE et
al. 2003, FIDEL et al. 2011, POIRIER et al. 2012).

Die palliative hypofraktionierte Bestrahlung oraler maligner Melanome der Katze ist weniger
erfolgreich als beim Hund. Obwohl die Neoplasien zunachst auf die Therapie ansprechen,
mussten in der Studie von FARRELLY et al. (2004) alle untersuchten Katzen aufgrund der

progressiven Tumorerkrankung nach einer medianen Uberlebenszeit von 146 Tagen
euthanasiert werden.
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Tab. 4: Radiotherapie feliner Maulhéhlentumoren

Autoren Fille Tumc_)rar_t / zusétzlicfhe Bestlzahlu_ngs- GD Ergebnisse*
Lokalisation Therapie einheit Fraktionierung
PEK
EVANS et al. 11 lingual/sublingual (7) | Etanidazol Orthovoltréntgen| 52 Gy in 12 Fraktionen | Uberlebenszeit: 116 d
(1991) Wange (1) intratumoral -therapiegerat von 4,3 Gy (M-M-F) (19-389 d)
Maxilla/Mandibula (3)
Hemimandibul- Orthovoltréntgen . ,
HUTSON et 7 PEK ektomie _therapiegerat (5) 45 Gy in 10 Fraktionen | Uberlebenszeit:
al. (1992) Mandibula (7) +/- rostrale 80Cobalt (D, F) 14 Mo. (3-36 Mo.)
Mandibulektomie
OGILVIE et al PEK 44-65 Gy in 10-15
TN Zunge (4) Mitoxantron (11) k.A. : . CR: 170 d (28-485 d)
(1993) Maxilla/Mandibula (7) Fraktionen Gber 3 Wo.
Uberlebenszeit
PEK 60 40-48 Gy alle Katzen: 3,2 Mo.
E(ég\'l;g;{lgo 45 (mit | Mandibula/Maxilla (28)| RT+CT (11) 6f\:/l(:ali/a-lliinear- 10-12 Gy/Wo. OP: 1,5 Mo.
al. (1993) OP 52)| Tonsillen (22) RT+HT (10) beschisuniger Fraktionen zu 4 Gy RT: 3 Mo.
Gaumen (3) (M-M-F) RT + CT: 2,5 Mo.
RT + HT: 2,5 Mo.
Gruppe 1: 48 Gy, PF > 34 %:
PEK Einzelfraktionen von Rezidivrisiko flir Gruppe 1
THEON et al. 35 Gingiva (19) keine KA 4 Gy (M-M-F) 2,3fach erhoht
(1996) sublingual (13) o Gruppe 2: 50-60 Gy, PF < 34 %:
Gaumen (3) 15-18 Fraktionen zu je | Rezidivrisiko fur Gruppe 1
3,3 Gy (tagl.) 1,4fach erhoht
BREGAZZI et 7 II\DIIE}:dibuIa (6) Mitoxantron (1) 6 MeV Linear- palliativ; 24 Gy Uberlebenszeit: 60 d
al. (2001) Piroxicam (3) beschleuniger 8 GyanTag0, 7und 21| (42-97 d)

Frenulum (1)
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Tab. 4: Fortsetzung

Autoren Fille Tumorart / zusatzliche Bestrahlungs- GD Eraebnisse*
Lokalisation Therapie einheit Fraktionierung 9
PEK
Zunge (4) . 49 Gy an 9 d, Uberlebenszeit: 86+110 d
2:2'5(% etal. 9 | Tonsillen (1) KA. gehélce;;\/IeLd?lieaé; 14 Fraktionen zu je PR (6): 60+7 d
Mandibula (3) g 3,5 Gy, 2x tagl. aller6 h | CR (3): 298+187 d
Wange (1)
PEK
Zunge (9) .
FIDEL et al. Mandibula (10) 6 Mev Linear- | 49Gyan9d, Uberlebenszeit: 163 d
31 _ CT beschleuniger 14 Fraktionen zu je
(2011) Maxilla (7) 35 Gv. 2x taal. aller 6 h (53-770 d)
Tonsillen (4) oY, g
Wange (1)
Tumorkontrolle: 45-165 d
PEK 80Cobalt - .
. 48 Gy an 10 d, Uberlebenszeit: 174 d
POIRIERet | ,, | Mandibula(10) keine 9-16 MeV- 10 Fraktionen zu je (52-1049 d)
al. (2012) Sublingual (6) Linear- 4,8 Gy, 1x tag| CR: 7/21
i beschleuni ’ ’ ' '
Maxilla (5) eschleuniger PR 5/21
Melanom :
FARRELLY et . | Lippe (1) zuséitzliche RT (1), | , ii ?ay Z(‘)’ Jf 21633’ dor Uberlebenszeit: 146 d
al. (2004) Maxilla (3) CT (2) o 9. 7 (66-224 d)
anTag0, 7,13
Gaumen (1)

CR = komplette Remission; CT = Chemotherapie; d = Tage; D, F = Dienstag und Freitag; GD = Gesamtdosis; h = Stunden;

HT = lokale Hyperthermie; k.A. = aus Literaturstelle nicht ersichtlich; MeV = Megaelektronenvolt; M-M-F = Montag-Mittwoch-Freitag;

Mo. = Monat(e); MV = Megavolt; OP = chirurgische Zytoreduktion; PF = proliferative Fraktion; PR = partielle Remission; RT = Radiotherapie;
tgl. = taglich; Wo. = Woche(n)
* pei Uberlebenszeiten und Remission Angabe des Medians, Spanne angegeben, sofern der Literaturstelle zu entnenmen
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2.4 Strahlenreaktion von Normalgeweben

Die optimale Bestrahlungsdosis in der kurativen Therapie ist die Dosis, bei der eine maximale
Wirkung auf den Tumor bei minimaler Schadigung des Normalgewebes erreicht werden kann
(DORR et al. 2006, DORR 2006b, KASER-HOTZ 2012). Strahleninduzierte
Normalgewebsreaktionen treten im Gegensatz zu Komplikationen systemischer
Therapieoptionen von Tumoren primar nur im exponierten Gewebe auf (DORR et al. 2006,
DORR 2006a).

Die Latenzzeit ist definiert als Zeit zwischen dem Beginn einer Strahlentherapie und der ersten
Diagnose eines klinischen Endpunktes (DORR 2006b, HERRMANN et al. 2006, KASER-
HOTZ 2012). Frihe Reaktionen manifestieren sich bereits wahrend oder innerhalb von 90
Tagen nach Beginn der Radiotherapie, typischerweise in Geweben mit hohen
Proliferationsraten. Dagegen kdénnen Spatfolgen erst Monate bis viele Jahre nach der
Behandlung in allen Geweben auftreten. Grundsatzlich sind die pathogenetischen Ablaufe
beider Typen von Nebenwirkungen mit Ausnahme sogenannter konsekutiver Strahlenfolgen
(siehe 2.4.3.) unabhéngig voneinander (DORR et al. 2006, DORR 2006b, 2009, 2015, DORR
und TROTT 2000).

2.4.1 Fruhe Strahlenreaktionen

Typischerweise treten diese Reaktionen in sogenannten Umsatzgeweben auf, bei denen eine
dauerhafte Zellneubildung deren permanenten physiologischen Zellverlust ausgleicht. Dazu
zahlen z.B. die Epidermis, Epithelien der Schleimhaute oder das Knochenmark (DORR 2009,
2010, 2015, HERRMANN et al. 2006, KASER-HOTZ 2012, STEWART und DORR 2009).
Umsatzgewebe sind gekennzeichnet durch eine hierarchische Organisation ihrer Proliferation
(DORR 2009, 2015, HERRMANN et al. 2006). Aus einer Stammzelle, die unbegrenzt
teilungsfahig ist, entsteht im Rahmen einer asymmetrischen Teilung je eine Stammzelle und
eine Transitzelle. Letztere ist noch begrenzt teilungsfahig, entwickelt sich aber durch terminale
Differenzierung in eine reife, postmitotische Funktionszelle (DORR 2006b, 2009, HERRMANN
et al. 2006, STEWART und DORR 2009). Die Umsatz- oder Turnoverzeit eines Gewebes ist
definiert als der Zeitraum, in dem alle zu einem bestimmten Zeitpunkt vorhandenen Zellen
einmal ersetzt werden (DORR 2010, HERRMANN et al. 2006).

Fruh reagierende Gewebe zeigen nach Strahlenexposition eine Reduktion der Zellproduktion
aufgrund der Sterilisation von Stammzellen, wahrend Differenzierungsvorgdnge und
physiologischer Zellverlust unabhangig von der Bestrahlung Uber weite Dosisbereiche
fortbestehen (DORR et al. 2006, DORR 2006b, 2009, 2010, 2015, HERRMANN et al. 2006).
Die Anzahl der Stammzellen und deren intrinsische zellspezifische Strahlenempfindlichkeit
definiert die Strahlentoleranz des entsprechenden Gewebes (DORR 2006b, 2009, STEWART
und DORR 2009).

Ein klinischer Effekt stellt sich aufgrund der Unterschreitung eines gewissen Schwellenwertes
der Zellzahl (Hypoplasie) ein (DORR 2006b, 2009, 2010, KASER-HOTZ 2012). Die Latenzzeit
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bis zum Auftreten eines klinisches Endpunktes ist nicht dosisabhangig, sondern wird bedingt
durch die gewebsspezifische Umsatzzeit (DORR et al. 2009, DORR 2009, 2010, 2015,
HERRMANN et al. 2006). Wie lange die Gewebsreaktion anhalt und wie schwer diese ausfallt,
ist dagegen abhangig von der verabreichten Dosis, da diese das Ausmal der Zellabtétung
bestimmt (HERRMANN et al. 2006).

Die Haufigkeit eines bestimmten Schweregrades einer Frihreaktion folgt in Abhangigkeit von
der applizierten Gesamtdosis einer sigmoiden Dosis-Wirkungs-Beziehung. Als ED50 ist dabei
die Dosis definiert, bei der bei 50 % der Tiere ein bestimmter Effekt zu erwarten ist.
Fruhreaktionen sind in der Regel reversibel (DORR 2009, 2010, HERRMANN et al. 2006,
KASER-HOTZ 2012). Bei Verlangerung der Gesamtbehandlungsdauer wird deren Haufigkeit
und ihr Schweregrad reduziert (DORR 2015, HERRMANN et al. 2006). Eine zusatzliche
Chemotherapie kann die Latenzzeit verkirzen, da auch postmitotische Zellen abgetdtet
werden kdnnen (DE CASTRO und GUINDALINI 2010, DORR 2006a, DORR et al. 2009).
Generell kénnen friilhe Nebenwirkungen durch Bestrahlungsplanung, begleitende
MafRnahmen und die Vermeidung zusatzlicher Noxen bzw. Traumata oder Infektionen reduziert
werden (siehe Kap. 2.6.4) (DE CASTRO und GUINDALINI 2010, DORR 2005). Dies ist
insbesondere deshalb von Bedeutung, weil die Auspragung von Frihreaktionen das Auftreten
konsekutiver Spateffekte beeinflusst (DORR 2006b, 2009, 2015) und friihe Reaktionen in der
Veterindrmedizin bei nahezu allen Patienten auftreten (DORSCH 2002, KASER-HOTZ 2012).

2.4.2 Spate Strahleneffekte

Die Pathogenese spater Strahlenfolgen ist komplex. Im Organparenchym selbst erfolgt die
Abtotung der organspezifischen Zellen (DORR 2009, 2010, 2015, STEWART und DORR
2009). Eine Schlusselrolle spielt die Reaktion des Gefalsystems. Dazu zahlt die
Verminderung der Kapillardichte als Folge der Endothelzellschadigung, welche in einer
Atrophie der versorgten Parenchymbereiche resultiert (DORR 2005, DORR et al. 2006, DORR
2006b, 2009, 2010, 2015, HERRMANN et al. 2006, STEWART und DORR 2009). Ein weiterer
Strahleneffekt am Gefalisystem sind Teleangiektasien, die zu Blutungen fihren kénnen, und
Sklerosen der Arteriolen (DORR 2005, 2006b, 2009, 2010, DORR et al. 2006). Im
Bindegewebe fihrt die Bestrahlung zu einer beschleunigten Differenzierung der Fibroblasten
zu Fibrozyten mit einem Anstieg der Kollagensynthese und in der Folge zu einer produktiven
Fibrose (DORR 2005, 2006b, 2009, 2010, DORR et al. 2006, HERRMANN et al. 2006,
STEWART und DORR 2009). Spate Nebenwirkungen verlaufen haufig progredient und sind
in der Regel irreversibel (DORR et al. 2006, DORR 2006a, 2006b, 2009, 2010, HERRMANN
et al. 2006).

Die Fraktionsdosis ist entscheidend fur die Strahlenempfindlichkeit chronisch reagierender
Gewebe (DORR 2006b, 2015, HERRMANN et al. 2006). Dagegen beeinflusst die
Gesamtdosis die Progressionsrate und Latenzzeit spater Strahleneffekte (DORR 2005, 200643,
2006b, 2009, 2010, 2015, DORR et al. 2006, HERRMANN et al. 2006).
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2.4.3 Konsekutive Spateffekte

Die Pathogenese konsekutiver Spateffekte beruht auf der Beeintrachtigung der Barriere- und
Schutzfunktion frih reagierender Gewebe gegeniber mechanischen oder chemischen
Einflissen (DORR 2005, 2009, 2015, DORR et al. 2006, HERRMANN et al. 2006). Somit
treten sie bei Organen mit einem Oberflachenepithel auf, wie z.B. Darm, Mundhdhle, Haut,
Harnblase und Lunge (DORR et al. 2006, DORR 2009, HERRMANN et al. 2006).
Morphologisch ist eine Unterscheidung zwischen ,echten® chronischen Nebenwirkungen und
konsekutiven Spatreaktionen nicht méglich (DORR und TROTT 2000).

Konsekutive Spateffekte folgen den radiobiologischen Prinzipien friiher Reaktionen und
kénnen durch die Minimierung von Friiheffekten reduziert werden (DORR et al. 2006, DORR
2009, 2015, HERRMANN et al. 2006).

2.5 Nebenwirkungen bei Bestrahlung im Kopf-Hals-Bereich

Die bedeutendste frihe Strahlenreaktion bei Radiotherapie im Kopf-Hals-Bereich ist die
Mucositis enoralis, welche aufgrund des Schwerpunktes dieser Arbeit in Kapitel 2.6. gesondert
behandelt wird. Zu den akuten Nebenwirkungen bei Bestrahlung von Kopf-Hals-Tumoren
zahlen aulRerdem Dysphagie, Dysgeusie, Dysphonie, Dermatitis, milde subkutane Odeme,
lokaler Haarverlust, Keratokonjunktivitis, Otitis und der Untergang sertser Zellen der
Speicheldrisen, welcher den initialen Schritt fir die chronische Xerostomie darstellt (BATTH
et al. 2013, BHANDARE et al. 2010, DE CASTRO und GUINDALINI 2010, DORR et al. 2008,
DORR et al. 2009, DORR 2009, IRUNE et al. 2014, KASER-HOTZ 2012, MANIKANTAN et al.
2009, NUND et al. 2014, RUO und ALLIS 2006, XU et al. 2008).

Spate Strahleneffekte im Kopf-Hals-Bereich sind Radioxerostomie, die infizierte
Osteoradionekrose (IORN), Trismus, Strahlenkaries, Haut- und Weichteilnekrosen, Alopezie
und Visusverlust infolge einer Strahlenkatarakt (AINSBURY et al. 2009, BONNER et al. 2006,
DEASY et al. 2010, DORR et al. 2007, DORR et al. 2008, DORR et al. 2009, JOHNSON et al.
2014, KASER-HOTZ 2012, PAULI et al. 2013, PAULI et al. 2014a, POIRIER et al. 2012).
Neben den lokalen Effekten kdnnen systemische Nebenwirkungen wie Gewichtsverlust,
reduziertes Allgemeinbefinden, Ubelkeit und Erbrechen, Mudigkeit, Erschépfung, verminderte
Konzentrations- und Leistungsfahigkeit nach einer Radiotherapie auftreten (BONNER et al.
2006, DORR 2005).

2.5.1 Dysphagie

Schluckstérungen kdénnen sowohl Symptom durch den Tumorbefall als auch eine
Nebenwirkung der Therapie sein. Die Dysphagie kann nach einer Bestrahlung aufgrund
neuromuskularer und sensorischer Schadigungen im Bereich des Larynx auftreten und steht
meist im Zusammenhang mit einer Mukositis und/oder Xerostomie (MANIKANTAN et al. 2009,
NUND et al. 2014). Durchschnittliche Gesamtdosen von 50-60 Gy auf den Larynx flhren bei
ca. 50 % der Patienten zu Schluckstérungen (RANCATI et al. 2010). Aufgrund der Dysphagie
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besteht das Risiko einer Aspirationspneumonie und die Lebensqualitdt des Patienten ist
erheblich beeintrachtigt (MANIKANTAN et al. 2009, NUND et al. 2014, RANCATI et al. 2010).

2.5.2 Dysgeusie

Veranderung oder der Verlust der Geschmacksempfindung entstehen aufgrund der direkten
Strahlenwirkung auf die Geschmackspapillen oder indirekt als Folge einer Xerostomie
(Deutsche Krebshilfe e.V. 2009, DORR 2009). Die Dysgeusie erreicht ihr Maximum meist in
der 3.-4. Woche nach Beginn der Radiotherapie (IRUNE et al. 2014, RUO und ALLIS 2006).
Ihre Schwellendosis liegt bei 20-30 Gy (DORR et al. 2008, DORR 2009, IRUNE et al. 2014).
Insbesondere die Geschmacksempfindungen ,bitter* und ,salzig® sind beeintrachtig
(BAHARVAND et al. 2013, DORR et al. 2008). Die veranderte Wahrnehmung kann zu einem
Wechsel bei der Verwendung von Nahrungszusatzen und Gewilrzen flihren, mit der Gefahr
einer zusétzlichen Schleimhautschadigung (DORR et al. 2008). Haufig klingt die Dysgeusie
innerhalb eines Jahres nach Therapieende wieder vollstandig ab, jedoch berichten ca. 1/3 der
Patienten noch bis zu 2 Jahre nach Ende der Radiotherapie von Geschmacksveranderungen
(Deutsche Krebshilfe e.V. 2009, DORR et al. 2008, DORR 2009, IRUNE et al. 2014, RUO und
ALLIS 2006). Die Dysgeusie beeintrachtigt, aufgrund des reduzierten Appetits, erheblich die
Lebensqualitat des Patienten und flhrt haufig zu einer Gewichtsreduktion (BAHARVAND et al.
2013, McLAUGHLIN 2013, RUO und ALLIS 2006). Eine kausale Therapie ist bisher nicht
moglich (DORR et al. 2008).

2.5.3 Dysphonie

Stimmveranderungen stellen eine haufige Nebenwirkung nach Radiotherapie von Kopf-Hals-
Tumoren dar. Selbst ein Jahr nach Therapieende zeigen 25 % der Patienten noch eine milde
Dysphonie, sofern die Stimmlippen in das Bestrahlungsvolumen einbezogen werden mussen
(DI NICOLA et al. 2010). Da eine starke Abhangigkeit von der applizierten Dosis auf den
Larynx besteht, sollte die Gesamtdosis hier 50 Gy nicht Uberschreiten (SANGUINETI et al.
2014).

2.5.4 Radioxerostomie

Eine Radioxerostomie, d.h. Mundtrockenheit, manifestiert sich meist schon innerhalb der
ersten Therapiewochen in Form einer Abnahme der Speichelmenge und Zunahme der
Viskositat (DE CASTRO und GUINDALINI 2010, Deutsche Krebshilfe e.V. 2009, DORR 2009).
Diese fur den Patienten sehr unangenehme Symptomatik ist bei Gesamtdosen Uber 60 Gy
irreversibel (DORR 2009). Sie resultiert aus einer Degeneration der Driisenazini sowie einer
interstitiellen Fibrose in den Parotiden, submandibuldren, sublingualen und akzessorischen
Speicheldriisen (DE CASTRO und GUINDALINI 2010, Deutsche Krebshilfe e.V. 2009). Initial
fuhrt die Bestrahlung zu einer Schadigung serdser Zellen, sodass der Speichel zunachst eine
zahflissige Konsistenz annimmt, bevor nach hdéheren Dosen zusatzlich eine Atrophie
muzindser Anteile erfolgt (DORR und RIESENBECK 2000). Da der Speichel neben der
Unterstitzung der Nahrungs- und Flissigkeitsaufnahme, Sprech-, Kau- und Schluckfunktion
auch einen antikariosen und antiinflammatorischen Effekt hat, ist das Risiko flir sekundare
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Infektionen und die Entstehung von Zahnkaries bei Xerostomie deutlich erhéht (DE CASTRO
und GUINDALINI 2010, HERRMANN et al. 2006). Fir einen Grofteil der Patienten hat die
Mundtrockenheit einen erheblichen negativen Einfluss auf die Lebensqualitdt und kann
aufgrund mangelnder Nahrungsaufnahme zum Gewichtsverlust fihren (DE CASTRO und
GUINDALINI 2010, DORR 2009).

Eine kausale Therapie ist bislang nicht mdglich. Zu den symptomatischen Therapieoptionen
gehoren Speichelersatzmittel und Speicheldrisenstimulanzien, Nahrungsaufnahme mit viel
Flissigkeit, die Stimulation des Speichelflusses mittels zuckerfreier Bonbons oder die
Anwendung laktoperoxidasehaltiger Zahncremes und Mundspuilungen (DE CASTRO und
GUINDALINI 2010, Deutsche Krebshilfe e.V. 2009, DORR et al. 2008, DORR und
RIESENBECK 2000). Die wichtigste Prophylaxe besteht in der Reduktion des
Speicheldrisengewebes im Hochdosisvolumen (DE CASTRO und GUINDALINI 2010, DEASY
et al. 2010, HERRMANN et al. 2006, MUNTER et al. 2007).

2.5.5 Infizierte Osteoradionekrose (IORN)

Die infizierte Osteoradionekrose der Mandibula ist die schwerwiegendste lokale Folge der
Bestrahlung von Kopf-Hals-Tumoren. In Abhangigkeit vom Bestrahlungsprotokoll erkranken
mit einer medianen Latenzzeit von 8 Monaten bis zu 25 % der Patienten (DORR et al. 2008,
NIEWALD et al. 2014, TSAI et al. 2013). Die IORN geht einher mit starken Schmerzen (DORR
et al. 2008) und ist die Folge von Stérungen des Knochenstoffwechsels und radiogener
Gefallveranderungen (HERRMANN et al. 2006). Rodntgenologisch ist der Nachweis
veranderter Knochenstrukturen mit Verdichtungs- und Destruktionszonen mdglich. Oft lassen
sich auch Sequestrierungen oder Fisteln, die in die Schleimhaut oder Haut miinden, finden
(DORR et al. 2008).

Bereits nach einer Zahnextraktion, einer einfachen Wunde oder durch Prothesendruckstellen
kénnen progrediente therapieresistente Osteolysen entstehen. Deshalb sollten alle nétigen
Zahnbehandlungen bereits im Vorfeld der Strahlentherapie durchgefihrt werden. Bei
zahnarztlichen MaRnahmen nach Radiotherapie sind besondere Kautelen, wie z.B. eine
extensive Infektionsprophylaxe, einzuhalten (DORR et al. 2008, NIEWALD et al. 2013,
NIEWALD et al. 2014). Zu den Prophylaxe- bzw. Therapieansatzen zahlen die sorgfaltige
Wundtoilette und -spllung, Antibiose und ggf. auch eine hyperbare Sauerstofftherapie. Bei
nahezu der Halfte der Patienten ist eine chirurgische Resektion mit Sequestrotomie,
marginaler oder segmentaler Mandibulektomie notwendig (DORR et al. 2008). Eine Reduktion
der Gesamtdosis unter 50 Gy im Bereich der Mandibula verringert das Risiko, an einer
Osteonekrose zu erkranken, signifikant (TSAI et al. 2013).

2.5.6 Trismus

Eine haufige Komplikation der Radiotherapie im Kopf-Hals-Bereich ist die Behinderung der
Mundéffnung. Diese tritt bei ca. 1/3 der Patienten auf (PAULI et al. 2013). Die Hauptursache
des Trismus nach Bestrahlung stellt die strahleninduzierte Fibrose der Kiefermuskulatur dar
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(PAULI et al. 2014a, SATHEESHKUMAR und MOHAN 2013). Die daraus resultierende
Einschrankung der Nahrungsaufnahme und des Sprechens reduziert die Lebensqualitat des
Patienten erheblich (DORR et al. 2008, JOHNSON et al. 2014, PAULI et al. 2014a). Bereits
wahrend der Behandlung kénnen regelmafRige Mundéffnungstibungen eine sinnvolle prophy-
laktische MaRnahme darstellen (DORR et al. 2008, GROTZ et al. 2003). Im Anschluss an die
Radiotherapie gilt die mehrmals tagliche Dehnung der Kiefermuskulatur Gber mindestens 4
Wochen als haufigster und erfolgreichster Therapieansatz (PAULI et al. 2014b, PAULI et al.
2014a).

2.5.7 Strahlenkaries

Strahlenkaries kann durch die direkte Schadigung der Zahnhartsubstanz und/oder infolge
einer Xerostomie-induzierten Schmelzdemineralisierung bereits nach einer Bestrahlung mit
15-20 Gy entstehen und zum Zahnverlust fihren (DORR 2005, DORR et al. 2008, DORR
2009). Mogliche prophylaktische MaRnahmen sind die Extraktion vorgeschadigter Zahne, eine
grindliche Sanierung verbleibender Zahne vor Beginn der Strahlentherapie, eine regelmafige
und grundliche Reinigung und die tagliche Fluoridierung der Zahne wahrend und auch
langfristig nach der Therapie (DORR 2005, DORR et al. 2008).

2.6 Radiogene Mucositis enoralis

2.6.1 Klinische Bedeutung

Die Mucositis enoralis ist die bedeutendste und meist dosislimitierende frihe Nebenwirkung
einer Radiotherapie von ausgedehnten Kopf-Hals-Tumoren (BESE et al. 2007, BONOMI und
BATT 2015, DORR et al. 2007, DORR et al. 2009, DORR 2009, HAAGEN et al. 2009, KEEFE
et al. 2007, MALLICK et al. 2016). Nahezu alle Patienten entwickeln bei einer Bestrahlung im
Kopf-Hals-Bereich einen gewissen Grad der Mukositis (DORR 2009, ELTING et al. 2007,
ELTING et al. 2008, FIDEL et al. 2007, KEEFE et al. 2007, MURPHY 2007).

In einigen Fallen kann eine Unterbrechung der Behandlung notwendig werden, um eine
Heilung der Schleimhaut zu ermdglichen (BONOMI und BATT 2015, DORR et al. 2009,
MALLICK et al. 2016, RUSSO et al. 2008). Je langer die Therapiepause ist, umso geringer ist
jedoch auch die Heilungschance der Krebserkrankung (BONOMI und BATT 2015, DORR et
al. 2007, DORR et al. 2008, DORR et al. 2009, DORR 2009, ELTING et al. 2008, EPSTEIN
und KLASSER 2006, MALLICK et al. 2016). Bereits eine Therapieunterbrechung von einer
Woche bei fraktionierter Bestrahlung ist assoziiert mit einer Reduktion der Tumorkontrolirate
von durchschnittlich 12-14 % (BESE et al. 2007).

Bei den meisten Patienten mit Mucositis enoralis ist aufgrund von Schmerzen, Schluck- und
Sprechstérungen sowie sekundaren Infektionen die Lebensqualitat erheblich beeintrachtigt
(BONOMI und BATT 2015, DORR et al. 2009, DORR 2009, ELTING et al. 2007, ELTING et al.
2008, EPSTEIN und KLASSER 2006, MALLICK et al. 2016). Im weiteren Krankheitsverlauf
kénnen Gewichtsreduktion und Dehydratation auftreten, die gegebenenfalls eine kinstliche
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Ernahrung notwendig machen (ELTING et al. 2007, RUSSO et al. 2008). In Abhangigkeit von
Dauer und Schweregrad der radiogenen Mukositis steigt zudem das Risiko fir spate Neben-
wirkungen, wie z.B. chronische Schleimhautatrophie, chronische Ulzera oder
Osteoradionekrose (DORR et al. 2007, DORR et al. 2008, DORR et al. 2009, DORR 2009).
Durch die erhOhte Hospitalisierungsrate, den Einsatz von Schmerzmitteln und/oder die
Notwendigkeit einer speziellen Erndhrung entstehen durch die Mucositis enoralis in
Abhangigkeit vom Schweregrad signifikante zusatzliche Kosten (DORR et al. 2009, DORR
2009, EPSTEIN und KLASSER 2006, KEEFE et al. 2007, MURPHY 2007). In den USA
verursacht ein Patient mit einer ulzerativen Mukositis in Abhangigkeit vom Schweregrad
Mehrkosten von 1700-6000 $ (ELTING et al. 2007). Fur Deutschland muss eine vergleichbare
GroRRenordnung angenommen werden.

2.6.2 Zeitlicher Verlauf und Pathogenese

Die Strahlenreaktion der Mukosa ist ein komplexer biologischer Prozess, welcher aus
mehreren Komponenten besteht: Gefalreaktion, Epithelreaktion, eventuell
Sekundarinfektionen (Soor, Sepsis) und Heilungsphase (DORR 2006b, 2009, DORR et al.
2007, DORR et al. 2009, LOGAN et al. 2007b, SCARDINA et al. 2010, SONIS 2007).

Unter konventionell fraktionierter Bestrahlung treten in der 2.-3. Bestrahlungswoche Erytheme,
Odeme und fokale Schleimhauterosionen auf, die von einer Pseudomembran aus Zellresten
und Fibrin bedeckt werden (DORR 2005, 2009, DORR et al. 2005a, DORR et al. 2008, DORR
et al. 2009). Aus der fokalen Form entwickelt sich im weiteren Verlauf ab der 3.-4.
Therapiewoche eine konfluente ulzerative Mukositis. Die Latenzzeit fur die konfluente
ulzerative Mukositis liegt bei durchschnittich 9 Tagen nach dem Erreichen einer
Schwellendosis von 20 Gy (DORR et al. 2000, Van der SCHUEREN et al. 1990). Die Heilung
bendtigt Ublicherweise mehrere Wochen nach Ende der Strahlentherapie.

Die bedeutendste klinische Phase der strahleninduzierten Mucositis enoralis stellt die
Epithelreaktion dar. Die Pathogenese der Epithelreaktion entspricht derjenigen einer typischen
Frihreaktion in Umsatzgeweben (siehe 2.4.1). Aufgrund der strahlenbedingt beeintrachtigten
Proliferation in der Germinativschicht kommt es zur Hypoplasie bis hin zur kompletten
Zelldepletion (Ulzeration) (DORR et al. 2008, DORR et al. 2009, LOGAN et al. 2007b,
SCARDINA et al. 2010).

2.6.3 Kilassifizierungssysteme

Fir die Klassifikation des Schweregrades einer radiogenen Mucositis enoralis existieren
verschiedene international anerkannte Systeme. Die Einteilung erfolgt Ublicherweise in
6 Grade: Grad 0 (keine Symptome) bis Grad 5 (Tod des Patienten infolge der Nebenwirkung)
(DORR et al. 2008, DORR 2009, WHO 1979, KARSTENS et al. 2010, NCI 2006, RTOG 2015).
Die Radiation Therapy Oncology Group (RTOG) und die European Organisation for Research
and Treatment of Cancer (EORTC) entwickelten die Einteilung flr Frih- und Spatreaktionen
einer Radiotherapie (DORR 2009, RTOG 2015). lhre Einteilung wird routinemaRig in der
Onkologie eingesetzt (DORR und RIESENBECK 2000).
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Das Klassifikationssystem der Common Toxicity/Terminology Criteria (for Adverse Events)
(CTC(AE)) des National Cancer Institute der USA (NCI 2006) wurde erstmalig 1988 publiziert
und diente urspringlich, ebenso wie das 1979 von der WHO (World Health Organisation) ver-
offentlichte System, der Dokumentation friilher Nebenwirkungen einer Chemotherapie.
Inzwischen wurden die Systeme aber so modifiziert, dass die Komplikationen aller onkologi-
scher Einzeltherapien sowie multimodaler Therapiekonzepte erfasst werden kénnen (WHO
1979, KARSTENS et al. 2010, NCI 2006). Die CTC-Klassifikation wird von der Deutschen
Krebsgesellschaft und der Arbeitsgemeinschaft Deutscher Tumorzentren flr kontrollierte
multizentrische Studien in der Onkologie empfohlen (SEEGENSCHMIEDT und
ZIMMERMANN 2000). Hier wird die Mucositis enoralis analog zu den strahleninduzierten
Veranderungen des gesamten Gastrointestinaltraktes beurteilt (DORR und RIESENBECK
2000).

In Tabelle 5 sind die Systematiken nach EORTC/RTOG, CTC und WHO zusammengefasst.

Tab. 5: Einteilung der Mukositisgrade nach RTOG/EORTC, CTC und WHO (WHO 1979,
NCI 2006, RTOG 2015, SEEGENSCHMIEDT und ZIMMERMANN 2000)

Grad
0 1 2 3 4 5
mildes . Blutungen,
Erythem, flte__c:kformlge, konflugpte Ulzeration,
eringe mahig Mukositis, Nekrosen
RTOG/ gchrr?erzen schmerzende| starke £ ’
EORTC : * | Mukositis, Schmerzen, | 99"
keine : . parenterale
Analgetika Analgetika Narkotika Ernahrun
naig erforderlich | erforderlich s 9
notig notig
stellenweise konfluente Nekrosen, Tod des
Erosionen/ . Spontan- Patien-
Pseud Ulzeration, blutungen ten
kei Entziindung, | " >oudo" starke gen,
eine Ervthem membran, Schmerzen orale durch
CTC Veranderung =Y ’ moderate * | Nahrungsauf- die
schmerzlose Sch Bedarf nahme nicht | Neben-
Erosion chmerzen, flussiger Kost .o )
feste und moglich, wirkung
Nahrung , lebensbe-
méglich Analgetika ek
Erythem, Ulzeration,
Entziindun Ulzeration, nur flissige | orale
WHO R&tUN 9| feste Nahrungsauf-| Ernahrung
9 Nahrung nahme nicht maglich
moglich moglich

RTOG/EORTC = Radiation Therapy Oncology Group/European Organisation for Research
and Treatment of Cancer; CTC = Common Toxicity/Terminology Criteria; WHO = World
Health Organisation
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Das 1995 veroffentlichte LENT-SOMA-System dient der Einteilung und Spezifikation von
Spateffekten (LENT = late effect in normal tissues) der onkologischen Therapie. Die
Nebenwirkungen werden mit Hilfe von 4 Kategorien (SOMA) erfasst: S = subjektive
(patientenbezogene) Kriterien, O = objektive (untersucherbezogene) Kriterien, M = Manage-
ment (notwendige Therapiemallnahmen), A = Analytik (weitergehende Analyse- bzw.
Diagnoseverfahren). Wiederum werden die Symptome in 6 Schweregrade (0 = keine
Symptome, 5 = tddlicher Ausgang) eingeteilt. Aufgrund der Detailgenauigkeit ist die
Klassifikation vor allem fiir klinischen Studien geeignet (DORR 2009, SEEGENSCHMIEDT et
al. 2000, SEEGENSCHMIEDT wund ZIMMERMANN 2000). Neben diesen
Klassifikationssystemen wurde spezifisch fur die Mundschleimhaut der Oral Mucositis
Assessment Scale (OMAS) entwickelt. Das System eignet sich aber nicht flr die Erfassung
von Nebenwirkungen der Strahlentherapie, da verschiedene vorab festgelegte Lokalisationen
in der Mundhohle beurteilt werden, unabhangig davon, ob sie bestrahlt wurden oder nicht
(DORR 20009).

2.6.4 Prophylaxe und Therapie

Die Vielzahl der Behandlungsansatze zeigt, dass bisher keine spezifische Strategie Einzug in
die klinische Routine gefunden hat (BONOMI und BATT 2015, MALLICK et al. 2016, VIET et
al. 2014). Leitlinien der Fachgesellschaften (Deutsche Gesellschaft fir Radioonkologie e.V.
(DEGRO) 2006a, 2006b, GROTZ 2003) sowie umfassende Ubersichtsarbeiten (BONOMI und
BATT 2015, DORR et al. 2008, DORR et al. 2009, EPSTEIN und KLASSER 2006, KEEFE et
al. 2007, MALLICK et al. 2016) dienen als Orientierung.

Es finden im Wesentlichen allgemein prophylaktische und symptomatische Mallhahmen
Anwendung. Diese sollen hier kurz umrissen werden.

2.6.4.1 Allgemeine MaBnahmen

Zu den allgemeinen prophylaktischen MalRnahmen zahlt eine detaillierte Therapieplanung
(BESE et al. 2007, DORR et al. 2009). Eine konformale Strahlentherapie ermdglicht die
Reduktion von Nebenwirkungen durch Reduktion des bestrahlten Normalgewebvolumens
(ARGIRIS et al. 2008, DORR et al. 2008).

Zahnprothesen sollten wahrend der Strahlentherapie und bis zu 6 Monate nach Therapieende
nicht getragen werden, um Druckstellen an der Mukosa zu vermeiden (DORR et al. 2009,
GROTZ et al. 2003). Da Implantate mit Metall-Legierungen (Briicken, Kronen, metallische
Fullungen) bei einer Bestrahlung zu einer lokalen Dosiserhdhung aufgrund entstehender
Streustrahlung fihren, werden zur Bestrahlung Abstandsschienen/Schleimhautretraktoren aus
Kunststoff mit 2-3 mm Dicke eingesetzt (DORR 2005, DORR et al. 2007, DORR et al. 2008,
DORR et al. 2009, GROTZ et al. 2003).

Alkohol- und Nikotinkonsum sollten moglichst unterbleiben, auch wenn der negative Einfluss
durch intensive Mundpflegemalinahmen unterdriickt werden kann (Deutsche Krebshilfe e.V.
2009, DORR et al. 2008, DORR et al. 2009, DORR 2009, EPSTEIN und KLASSER 2006,
KARSTENS et al. 2010).
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Die Ernadhrung von Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren spielt eine wichtige Rolle in der
Prophylaxe der Mucositis enoralis. Scharfkantige, stark gewlrzte, saurehaltige, sehr kalte oder
heile Speisen und Getrénke sollten gemieden werden (Deutsche Krebshilfe e.V. 2009, DORR
etal. 2007, DORR et al. 2008, DORR et al. 2009, DORR 2009, EPSTEIN und KLASSER 2006,
KARSTENS et al. 2010). Es muss auf eine ausreichende Nahrungszufuhr geachtet werden,
um einen Gewichtsverlust des Patienten zu vermeiden (DORR et al. 2007, DORR et al. 2009).
Gegebenenfalls ist die Erndhrung Uber eine nasogastrale Sonde oder ein perkutanes
endoskopisches Gastrostoma indiziert, in Ausnahmefallen auch parenteral (DE CASTRO und
GUINDALINI 2010, DORR et al. 2007, DORR et al. 2008).

2.6.4.2 Betreuung des Patienten

Von entscheidender Bedeutung ist die persodnliche Betreuung des Patienten wahrend und im
Anschluss an die Behandlung. So kann der Einsatz von Schmerzmitteln signifikant gesenkt
werden (DORR et al. 2007, DORR et al. 2009).

2.6.4.3 Mundhygiene

Wahrend und im Anschluss an die Bestrahlung werden bei Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren
eine professionelle Mundpflege sowie regelmafRige Mundspllungen dringend empfohlen
(BESE et al. 2007, BONOMI und BATT 2015, DE CASTRO und GUINDALINI 2010, DORR
2005, DORR et al. 2007, DORR et al. 2008, DORR et al. 2009, EPSTEIN und KLASSER 2006,
KARSTENS et al. 2010, KEEFE et al. 2007). Dabei steht die regelmalige (4-6 mal taglich,
mindestens nach jeder Nahrungsaufnahme) und intensive Reinigung der Mundhdhle im
Vordergrund. Dem Inhalt der Spullésungen (klares Wasser, Salbeisud, Kamillesud,
Dexpanthenol u.v.m.) kommt nur eine untergeordnete Bedeutung zu (DORR et al. 2005b,
DORR 2005, DORR et al. 2005a, DORR et al. 2007, DORR et al. 2008, DORR et al. 2009,
KARSTENS et al. 2010).

2.6.4.4 Antiinflammatorische und analgetische Therapie

Lokal oder systemisch wirkende Schmerzmittel miissen bei der radiogenen Mucositis enoralis
entsprechend den allgemeinen Grundsatzen zum Einsatz kommen (BONOMI und BATT 2015,
DORR 2005, DORR et al. 2007, DORR et al. 2008, DORR et al. 2009, EPSTEIN und
KLASSER 2006, KASER-HOTZ 2012, LALLA et al. 2006). Nichtsteroidale Analgetika (NSAID)
werden ebenfalls bei Patienten mit Mucositis enoralis eingesetzt (EPSTEIN und KLASSER
2006, LALLA et al. 2006). Benzydamin ist auRerdem analgetisch und antiseptisch wirksam,
weist jedoch einen unangenehmen Geschmack auf, welcher die Compliance der Patienten
beeintrachtigt (DORR et al. 2007, SONIS 2004).

2.6.4.5 Antimikrobielle Therapie

Der Verlust der Schutz- und Barrierefunktion der Schleimhaut bei einer Mucositis enoralis fuhrt
haufig zu Infektionen mit opportunistischen Keimen, wie z.B. Candida albicans oder
gramnegativen Bakterien, die bis hin zur Sepsis filhren kénnen (DORR et al. 2008, DORR et
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al. 2009). Dennoch sollten antimikrobiell wirksame Medikamente nur bei vorliegender
Indikation und méglichst nach Antibiogramm eingesetzt werden (DORR 2005, DORR et al.
2007, DORR et al. 2008, DORR et al. 2009, KASER-HOTZ 2012).

Bei einer Infektion mit Candida albicans (Soorstomatitis), die durch weil3e Belage und Borken
auf der Schleimhaut zu erkennen ist, kommen Amphotericin B, Fluconazol oder Nystatin zum
Einsatz (DORR et al. 2007, DORR et al. 2008, DORR et al. 2009, GROTZ et al. 2003,
KARSTENS et al. 2010). Gramnegative Bakterien werden meist mit Polymyxin B und
Tobramycin therapiert (DORR 1997a, VERDI 1993), wahrend eine Herpesvirusinfektion
Ublicherweise lokal mit virostatischen Salben behandelt wird (KARSTENS et al. 2010).
Gegebenenfalls sind systemische Therapiestrategien nétig.

2.6.4.6 Kryotherapie

Ein weiterer prophylaktischer Ansatz bei der Mucositis enoralis besteht in der lokalen
Kalteapplikation (Kryotherapie) jeweils kurz vor der Bestrahlung. Die dadurch hervorgerufene
lokale Vasokonstriktion fihrt zu einer Hypoxie der Schleimhaut mit daraus resultierender
Verminderung der Strahlenempfindlichkeit. Zudem wirkt die Kalteapplikation schmerzstillend
(DORR et al. 2007, DORR et al. 2008, DORR et al. 2009, HERRMANN et al. 2006). Die
Kryotherapie erfolgt tiber die Gabe von Eistabletten aus Wasser, Kamille- oder Salbeisud, die
nicht scharfkantig und nicht zu kalt sein dirfen (Doérr et al. 2007, Dorr et al. 2008, Dorr et al.
2009). Es ist jedoch unbedingt darauf zu achten, dass die Kalte den Tumor nicht erreicht
(DORR et al. 2009).

2.6.4.7 Proliferationsstimulation

Ein weiterer Ansatz zur Reduktion der Mucositis enoralis liegt in der Stimulation der
epithelialen Proliferation, um die Effektivitat der Regenerationsprozesse und somit die
Strahlentoleranz des Gewebes zu erhéhen (biologische Konditionierung) (DORR et al. 1995,
DORR 1997a, 2003a, DORR und KUMMERMEHR 1992, DORR und WEBER-FRISCH 1995).
Dies kann durch eine sanfte Abtragung der obersten Epithelschichten, beispielsweise mittels
einer lokalen Laserbehandlung oder einer lokalen Applikation von adstringierenden
Substanzen, realisiert werden, sodass der physiologische Proliferationsreiz gesteigert wird.
Eine Ablation mittels Laserbehandlung ist jedoch technisch sehr aufwendig (BENSADOUN
und NAIR 2012, CAUWELS und MARTENS 2011, GENOT und KLASTERSKY 2005, LINO et
al. 2011, WAGNER et al. 2013).

Als Adstringenz kommt z.B. eine 0,5-20 %ige Silbernitratiésung zum Einsatz (DORR 1997a,
DORR et al. 1997, DORR et al. 2006, DORR et al. 2007). Sowohl in der humanen Mukosa als
auch im Tierversuch konnte damit nach fraktionierter, hingegen nicht nach Einzeitbestrahlung,
eine Steigerung der Strahlentoleranz nachgewiesen werden. In der Humanmedizin muss
dabei die Fraktionierung akzeleriert durchgefiihrt werden (DORR et al. 1995, DORR 19974,
DORR et al. 1997, DORR et al. 2006, DORR und KUMMERMEHR 1992, MACIEJEWSKI et
al. 1991).
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2.6.4.8 Reduktion freier Sauerstoffradikale

Da freie Sauerstoffradikale eine initiale Rolle in der Entstehung von Strahlenreaktionen
spielen, besteht eine weiterere prophylaktische Option im Einsatz von Antioxidantien oder
intrazellular detoxifizierenden Substanzen wie Amifostin, Vitamin E, Selen oder
Superoxiddismutase (DORR et al. 2007, HERRMANN et al. 2006, SONIS 2004).

Fur Amifostin kann wegen einer madglichen Tumorwirksamkeit, widersprichlicher
Studienergebnisse und starker Nebenwirkungen (Ubelkeit, Erbrechen, schwere Hypotension,
Krampfe, Bewusstseinstribung) derzeit keine Empfehlung fir den klinischen Einsatz gegeben
werden (BUENTZEL et al. 2006, DORR et al. 2007, FLEISCHER und DORR 2006, GU et al.
2014, LI et al. 2014, NICOLATOU-GALITIS et al. 2013, SASSE et al. 2006, STOKMAN et al.
2006).

2.6.4.9 Biologisch basierte Therapieansatze

Zu weiteren biologisch begrindeten Ansatzen in der Pravention und Therapie der radiogenen
Mucositis enoralis zdhlen der Einsatz von Wachstumsfaktoren und Zytokinen. Dazu
existierteine Vielzahl praklinischer Untersuchungen, auf die hier nicht eingegangen werden
soll (ALVAREZ et al. 2003, BERTAZZA und MOCELLIN 2008, GULSHAN et al. 2008,
HEHLGANS und PFEFFER 2005, SCHMIDT 2009, SONIS 2004).

In klinischen Studien wurde im Wesentlichen der Keratinozyten-Wachstumsfaktor (KGF,
Palifermin) und Granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) (BRIZEL et al.
2001, DORR 2003b, FINCH und RUBIN 2006, HOFFMAN et al. 2014, LE et al. 2011,
LUCCHESE et al. 2015, MASUCCI et al. 2005, McALEESE et al. 2006, NASILOWSKA-
ADAMSKA et al. 2007, RYU et al. 2007, SPIELBERGER et al. 2004) getestet.

Es steht die rekombinante humane Form von KGF (rHuKGF, Palifermin) zur Verfigung. KGF
wurde erstmals 1989 beschrieben. Er flhrt u.a. zur Steigerung der epithelialen Proliferation,
Modulation von Migrations- und Differenzierungsvorgangen und Stimulation von DNA-
Reparaturprozessen (DORR et al. 2007, DORR et al. 2008, DORR et al. 2009, FINCH und
RUBIN 2006). Zudem wirkt er antiinflammatorisch (BLIJLEVENS und SONIS 2007).
Tierexperimentelle Studien und in vitro- Versuche konnten fur KGF bisher keinen protektiven
Effekt auf Tumorzellen nachweisen (DORR 2003b, FINCH und RUBIN 2006).

HENKE et al. (2011) fanden im Rahmen einer randomisierten, placebo-kontrollierten Phase II-
Studie eine signifikante Verringerung der Inzidenz, Dauer und Schwere der Mukositis
bei Patienten, die primar mit fraktionierter Bestrahlung und Chemotherapie (Cisplatin)
behandelt wurden. Die Latenzzeit vom Beginn der Strahlentherapie bis zum Eintreten der
Reaktionen verlangerte sich von 32 auf 45 Tage.

LE et al. (2011) belegten in ihrer klinischen Studie mit konventionell fraktionierter Bestrahlung
und anschlieRender Radiochemotherapie gleichfalls eine Reduktion der Inzidenz (um 12 %)
und Dauer der Mucositis enoralis sowie eine Verlangerung der Latenzzeit im Versuchsgruppe
mit zusatzlichem Einsatz von KGF.

Bei Leukamiepatienten, die zur Konditionierung flr eine autologe Stammzell- bzw.
Vorlauferzelltransplantation vorab mit Ganzkorperbestrahlung und Hochdosis-Chemotherapie
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behandelt wurden, konnte in einer randomisierten Placebo-kontrollierten Phase |-Studie nach
Einsatz von KGF eine Reduktion des Schweregrades und der Dauer der Mukositis Grad 2-4
festgestellt werden (DURRANT et al. 1999). Ahnliche Ergebnisse erzielten die
Untersuchungen von LUCCHESE et al. (2015) an Patienten mit lymphatischer Leukamie.
Ebenso belegten SPIELBERGER et al. (2004) in einer doppelblinden Phase 1lI-Studie an
Patienten mit hamatologisch-onkologischen Erkrankungen eine Reduktion der Mukositisgrade
3 und 4 (WHO) und eine Verkirzung der Mukositisdauer unter KGF-Behandlung.
NASILOWSKA-ADAMSKA et al. (2007) wiesen bei Patienten mit hamatologischen Tumoren
eine reduzierte Inzidenz und Dauer der oralen Mukositis nach. Weiterhin belegten sie, dass in
der Kontrollgruppe mit Verabreichung von KGF signifikant weniger Patienten Analgetika und
eine parenterale Ernahrung bengétigten.

In allen klinischen Studien wird die Verabreichung von Palifermin von den Patienten gut
vertragen. Bei den Nebenwirkungen handelt es sich meist um einen gering- bis mittel-
gradigen, temporaren Hautausschlag und eine tibermafige Speichelproduktion wahrend der
ersten drei Behandlungstage (BRIZEL et al. 2001). Des Weiteren wird bei allen Patienten ein
vorubergehender asymptomatischer Anstieg der Serumlipase und -amylase nach dreimaliger
Injektion beobachtet (DORR 2003b, FINCH und RUBIN 2006, SPIELBERGER et al. 2004). In
randomisierten klinischen Studien zur Effektivitat von GM-CSF bei kurativer Bestrahlung von
Kopf-Hals-Tumoren konnte keine Verbesserung der Lebensqualitat fir den Patienten
festgestellt werden (HOFFMAN et al. 2014, RYU et al. 2007). Weiterhin konnte kein positiver
Effekt auf die Schwere und den Verlauf der Mucositis enoralis belegt werden. McALEESE et
al. (2006) und MASUCCI et al. (2005) hingegen fanden in ihren Studien eine signifikante
Reduktion des Schweregrades der Schleimhautreaktion unter Behandlung mit GM-CSF bei
Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren.

2.7 Einflussfaktoren der Strahlenempfindlichkeit

Die Strahlenempfindlichkeit von Neoplasien und Normalgeweben wird durch verschiedene
Faktoren beeinflusst, die als die ,4 R* beschrieben werden. Dies sind Recovery (Erholung),
Repopulierung, Redistribution und Reoxygenierung (DORR 2010, HERRMANN et al. 2006,
WITHERS 1970, 1975). Um die grundsatzliche Strahlenempfindlichkeit unterschiedlicher
Gewebearten zu berlicksichtigen, wurde die intrinsische Radiosensitivitat als flinftes ,R"
hinzugefiigt (DORR 2010, HERRMANN et al. 2006, STEEL et al. 1989).

2.7.1 Intrinsische Strahlenempfindlichkeit

Als intrinsische Strahlenempfindlichkeit wird die genetisch determinierte Empfindlichkeit von
Zellen bzw. Geweben gegenuber Bestrahlung definiert (HERRMANN et al. 2006, KASER-
HOTZ 2012). Die Strahlenempfindlichkeit eines Gewebes wird bestimmt durch die Anzahl und
Strahlenempfindlichkeit der Gewebsstammzellen (Stammzellkonzept) (DORR 2009,
HERRMANN et al. 2006, KASER-HOTZ 2012, STEWART und DORR 2009).
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2.7.2 Recovery (Erholung)

Erholungsvorgange bezeichnen die Fahigkeit von Zellen und Geweben, wahrend einer
fraktionierten Bestrahlung einen Teil der applizierten Dosis zu kompensieren (DORR 2010).
Die sogenannte ,Schulterkurve“ (Abb. 1) stellt halblogarithmisch das Uberleben klonogener
Zellen nach einmaliger Bestrahlung in Abhangigkeit von der applizierten Gesamtdosis dar. Sie
kann mittels des Linear-Quadratischen (LQ-) Modells beschrieben werden, entsprechend der
Gleichung E = n (ad+pd?) (E = biologischer Effekt; n = Anzahl der Fraktionen; d = Dosis je
Fraktion) (BENTZEN et al. 2012, DORR 2010, HERRMANN et al. 2006, MIYAKAWA et al.
2014, STEWART und DORR 2009). Die Konstanten a und B sind zellspezifisch. Als
reprasentativ zur Beschreibung der Strahlenempfindlichkeit von murinen Keratinozyten
konnen Werte von a = 0,2 Gy und B = 0,02 Gy2 angenommen werden. Somit ergeben sich
durchschnittliche Uberlebensraten bei 2 Gy bzw. 3 Gy von 62 % bzw. 46 % (DORR 1997a).
Die zum Erreichen eines bestimmten Effekts notwendige Gesamtdosis (z.B. ED50) erhdht sich
durch den Fraktionierungseffekt. Flr gewebliche Strahlenreaktionen enstpricht dies einer
Verschiebung der Dosis-Effekt-Kurven zu hdheren Gesamtdosen. Das Ausmald dieser
Verschiebung ist dabei abhangig von Strahlenart, Dosis pro Fraktion, Zeitintervall zwischen
den Fraktionen und vom betrachteten Effekt (HERRMANN et al. 2006). Spat reagierende
Gewebe zeigen eine gréRere Erholungskapazitat als friih reagierende Gewebe und Tumoren
(DORR 2010). Fir die orale Mukositis der Maus gilt ein a/B-Wert von 11,6 Gy, der vergleichbar
mit dem der humanen Mundschleimhaut ist. Der Fraktionierungseffekt ist somit gering, aber
dennoch signifikant nachweisbar (HERRMANN et al. 2006). Erholungsprozesse folgen einer
exponentiellen Kinetik, die durch eine Halbwertszeit (HWZ) beschrieben werden kann. Die
HWZ der Erholung subletaler Schaden in der Mausezunge liegt bei durchschnittlich 46 Minuten
(DORR et al. 1993). Bei der klinischen Radiotherapie sollte das Intervall zwischen den
Fraktionen nicht weniger als 6 Stunden betragen (HERRMANN et al. 2006).
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Abb. 1: Zelliberlebenskurven nach Einzeit- und fraktionierter Bestrahlung nach HERRMANN
et al. (2006)

Die Abbildung stellt halblogarithmisch das Zelliberleben nach einmaliger bzw. fraktionierter
Bestrahlung in Abhangigkeit von der Gesamtdosis dar (a = hoher a/B-Wert, geringer
Fraktionierungseffekt; b = geringer a/3-Wert, hoher Fraktionierungseffekt)

2.7.3 Repopulierung

Als Repopulierung wird die regenerative Antwort von Umsatzgeweben und Tumoren wahrend
einer fraktionierten Bestrahlung und in Therapiepausen bezeichnet (HERRMANN et al. 2006,
KARSTENS et al. 2010, KASER-HOTZ 2012, STEWART und DORR 2009). Zu den
grundlegenden Mechanismen der Repopulierung in Normalgeweben zahlen der
Asymmetrieverlust und die Akzeleration der Stammzellteilungen sowie das Auftreten abortiver
Teilungen (DORR 2003a, DORR und HERRMANN 2003).

Repopulierungsmechanismen setzen erst nach einer zeitlichen Verzdégerung ein, die abhangig
von der Umsatzzeit des betreffenden Gewebes und der Dosisintensitat des Bestrahlungspro-
tokolls ist (DORR 2003a, DORR und HERRMANN 2003). Die Verzégerung in der oralen
Mukosa der Maus von weniger als einer Woche (DORR et al. 2000) entspricht den Werten der
humanen Mundschleimhaut (DORR et al. 2002). Nach dieser Zeitspanne kommt es zu einer
Kompensation des Zellverlustes einerseits und zu einer dosisabhangigen Zunahme der
Strahlentoleranz des Gewebes andererseits (DORR et al. 2002). Vergleichbare Prozesse in
einigen Tumorentitaten (v.a. Plattenepithelkarzinom) haben zur Folge, dass jede Verlangerung
der Gesamtbehandlungszeit zu einer verminderten Tumorkontrolirate fiihrt (DORR et al. 2009,
HERRMANN et al. 2006). Essentielle Voraussetzung zum Ausgleich eines Stammzellverlustes
ist die Generierung von zwei (statt Ublicherweise einer) Stammzellen pro Stammzellteilung.
Dieses Teilungsmuster wird als symmetrisch bezeichnet, im Gegensatz zu den physiolo-
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gischen, asymmetrischen Teilungen (DORR 2009, STEWART und DORR 2009). Die
Regulation erfolgt innerhalb des Stammzellkompartiments in Folge der strahlenbedingten
Abnahme der Stammzellzahl (DORR 2009). Zu den Mechanismen der Repopulierung gehort
daneben die Beschleunigung (Akzelerierung) der Stammzellteilungen im Vergleich zum
unbestrahlten Gewebe. Sie wird vermutlich Gber die Abnahme der Gesamtzellzahl des
Gewebes reguliert (DORR 2003a, 2009, DORR und HERRMANN 2003). Abortive Teilungen
stellen die residuelle proliferative Aktivitdat sterilisierter Zellen, welche ihren
Stammzellcharakter bereits verloren haben, dar. AnschlieRend durchlaufen die dadurch
gebildeten Zellen die terminale Differenzierung und migrieren in die funktionelle Schicht
(DORR und HERRMANN 2003). Durch diese abortiven Teilungen ist die Latenzzeit bis zum
Einsetzen eines klinischen Effekts langer als die Umsatzzeit des Gewebes. Sie spielen eine
entscheidende Rolle bei der Erhaltung der Barrierefunktion des Epithels (DORR 2009).

2.7.4 Redistribution

Die Radiosensitivitat von Zellen ist abhangig von der Phase des Zellzyklus, in der sie sich zum
Zeitpunkt der Bestrahlung befinden. Nach einer Bestrahlung sterben insbesondere die Zellen
in den empfindlichen G2- und Mitose-Phasen ab (DORSCH 2002). Die Uberlebenden Zellen
bilden einen sogenannten G2-Block aus, was eine partielle Synchronisation zur Folge hat
(HERRMANN et al. 2006). Unter Redistribution wird die anschlielliende Neuverteilung der
uberlebenden Zellen in Folge von Unterschieden in den Zellzykluszeiten auf alle Phasen des
Zellzyklus verstanden (KARSTENS et al. 2010, KASER-HOTZ 2012). Die Bedeutung dieser
Zellzykluseffekte fur die Strahlenreaktion von Geweben ist unklar, eine besondere Relevanz
ist jedoch auszuschlieRen (DORR et al. 1994b).

2.7.5 Reoxygenierung

Ein weiterer Faktor, der die Strahlenempfindlichkeit von Zellen und Geweben beeinflusst, ist
die zelluldare Sauerstoffkonzentration. Hypoxische Zellen sind bis zu dreimal weniger
radiosensitiv als gut mit Sauerstoff versorgte (euoxische) Zellen. Eine Strahlenexposition
sterilisiert deshalb bevorzugt euoxische Zellen, wodurch der relative Anteil hypoxischer Zellen
nach einer Bestrahlung ansteigt (DORR 2010, HERRMANN et al. 2006, KARSTENS et al.
2010, KASER-HOTZ 2012). Wahrend einer Radiotherapie nimmt der Anteil euoxischer Zellen
in den Tumoren wieder zu. Diesen Vorgang bezeichnet man als Reoxygenierung
(HERRMANN et al. 2006). Zugrundeliegende Mechanismen sind die Verlangerung der
Diffusionsstrecke des Sauerstoffs in Folge der Reduktion des Tumorvolumens und damit der
Abnahme sauerstoffverbrauchender Zellen und die Offnung temporarer GefaRverschliisse
(HERRMANN et al. 2006, KASER-HOTZ 2012). Dieses Phanomen betrifft nur Tumoren, bei
denen in vielen Fallen eine variable Fraktion hypoxischer Zellen vorliegt. In Normalgeweben
findet sich dagegen keine oder nur eine geringe, konstante Anzahl hypoxischer Zellen (DORR
2010). Fiur die Strahlenreaktion von Normalgeweben haben Reoxygenierungsprozesse
deshalb keine Bedeutung.
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2.7.6 Volumeneffekt

Der Volumeneffekt besagt, dass die Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten von klinischen
Symptomen abhangig von der GréRe des bestrahlten Anteils eines Organs ist (DORR 2010,
HERRMANN et al. 2006). WITHERS et al. (1988a) setzen die Strahlenreaktion in Bezug zur
strukturellen Organisation des jeweiligen Organs. Die sogegannten ,funktionellen
Untereinheiten“ (FSU) eines Organs kénnen entweder parallel oder in Serie geschaltet sein.
Bei paralleler Organisation (z.B. Lunge, Niere, Leber) ist das Risiko der Entwicklung
radiogener Nebenwirkungen abhangig von der Verteilung der Gesamtdosis innerhalb des
Organs. Ein klinischer Effekt wird nur beobachtet, wenn eine ausreichend grof3e Anzahl an
FSU sterilisiert wird und folglich die Organfunktion nicht mehr aufrechterhalten werden kann.
In Organen mit serieller Organisation der funktionellen Untereinheiten (z.B. Rickenmark,
Osophagus, Gastrointestinaltrakt) kann im Gegensatz dazu bereits die Ausschaltung einer
einzelnen funktionellen Untereinheit in einem relevanten Strahlenschaden im
nachgeschalteten Organanteil resultieren. Die Dosisverteilung innerhalb des Organs erscheint
dabei weniger relevant, das Risiko fir Nebenwirkungen ist bevorzugt abhéngig von einzelnen
Dosisspitzen (DORR 2006b, HERRMANN et al. 2006, WITHERS et al. 1988b).

Fir Volumeneffekte in der oralen Mukosa besteht einerseits ein Zusammenhang zwischen der
Grolle der exponierten Flache, andererseits auch ein Zusammenhang zwischen der
Lokalisation des Bestrahlungsfeldes und den klinischen Konsequenzen der Mukositis. Zum
Beispiel flhrt ein Ausschluss der Lippen aus dem Hochdosisvolumen zur signifikanten
Verminderung der Auswirkung der lokalen Nebenwirkungen (DORR 2009).
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2.8 Aufbau und Organisation der Mundschleimhaut

2.8.1 Allgemeine Anatomie der Mundhohle

Die Mundhoéhle (Cavum oris) wird durch die Zahnboégen des Ober- und Unterkiefers in den
Mundhdéhlenvorhof (Vestibulum oris) und die eigentliche Mundhdhle (Cavum oris proprium)
geteilt. Begrenzt wird die Mundhodhle durch die Lippen (Labiae), die Backen (Buccae), den
harten Gaumen (Palatum durum) und den Mundhdhlenboden. Nach kaudal besteht eine
offene Verbindung zur Rachenhoéhle. Das Cavum oris wird durch ein mehrschichtiges
Plattenepithel ausgekleidet, welches der Lamina propria, einer Schicht aus relativ straffem
Bindegewebe, aufliegt. Die Zunge (Lingua) fillt als hauptsachlich muskulése Platte die
Mundhoéhle (SALOMON 2008).

2.8.2 Anatomie der Mausezunge

Die Zunge (Lingua) kann in den Zungenkorper (Corpus linguae), die Zungenspitze (Apex
linguae) und die Zungenwurzel bzw. den Zungengrund (Radix linguae) gegliedert werden.
Durch eine Furche (Sulcus medianus linguae) wird sie median geteilt. Als Musculus lingualis
proprius werden die Binnenmuskeln bzw. intrinsischen Muskeln der Zunge zusammengefasst,
welche sich gegenseitig durchkreuzen und mit Fettgewebe durchzogen sind. Zur Insertion der
Zunge am Mundhdhlenboden dient das Zungenbandchen (Frenulum linguae). Der Zungenru-
cken (Dorsum linguae) besitzt eine Vielzahl von Geschmacks- und mechanisch wirksamen
Papillen (Papillae linguales). Die kegel-, faden- oder pilzférmigen Papillen (Papillae
filiformes/fungiformes) dienen der Mechano- und Thermorezeption und verleihen dem
Zungenrucken einen samtartigen Charakter. Zur Geschmacksempfindung dienen die Papillae
vallatae und Papillae foliatae, welche sich im Bereich des Zungengrundes auch an den
Seitenrandern befinden (SALOMON 2008).

Im Rahmen dieser Arbeit wird das papillenfreie Epithel der Zungenunterseite der Maus
untersucht. Im Weiteren wird dies deshalb naher charakterisiert.

2.8.3 Histologischer Aufbau und proliferative Organisation der Schleimhaut der
murinen Zungenunterseite

Die Schleimhaut der Zungenunterseite der Maus wird von einem mehrschichtigen,
verhornenden Plattenepithel bedeckt und besitzt weder Geschmacks- noch mechanische
Papillen (DORR 1997a). Sie wird von der Submukosa, welche der quergestreiften
Zungenmuskulatur aufliegt, durch die Basalmembran abgegrenzt (DORR 1997a). Das Epithel
der murinen Zungenunterseite wird in die Germinativschicht, die funktionelle Schicht und die
Keratinschicht eingeteilt. Sein histologischer Aufbau ist in Abbildung 2 dargestellt.
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Abb. 2: Histologischer Aufbau der Zungenunterseite der Maus (Hamatoxylin-Eosin-Farbung)-
Quelle und © Haase

Die Abbildung zeigt die vier Schichten des mehrschichtigen verhornenden Plattenepithels:
1: Stratum basale, 2: Stratum spinosum, 3: Stratum granulosum, 4: Stratum corneum

Die Zungenunterseite der Maus gehort zu den sogenannten Umsatzgeweben, mit
permanenter Zellneubildung zum Ausgleich des kontinuierlichen Zellverlustes an der
Oberflache (HERRMANN et al. 2006). Als Umsatzzeit wird der Zeitraum definiert, in dem alle
Zellen einmal ersetzt werden (DORR 2006b, HERRMANN et al. 2006). Im Zungenepithel der
Maus betragt sie ca. 5 Tage (DORR 1997a).

Die Germinativschicht umfasst alle proliferierenden Zellen, d.h. das Stratum basale
(Basalzellschicht) und die tiefen Anteile des Stratum spinosum (Stachelzellschicht). Im Stratum
basale, welches der Basalmembran aufliegt, befinden sich basophile, iso- bis
hochprismatische, polygonale Zellen, die durch zahlreiche Zytoplasmaauslaufer miteinander

in Verbindung stehen. Die Stachelzellschicht enthalt hauptsachlich isoprismatische,
polygonale, zur Oberflache hin flacher werdende Zellen, welche im Rahmen der histologischen
Praparation schrumpfen und dabei durch ihre Vielzahl an Interzellularbriicken (Desmosomen)
ihr stacheliges Aussehen erhalten (LIEBICH 2010).

Die Germinativschicht bildet die Grundlage der Zellneubildung und ermdglicht nach einem
zytotoxischen Insult eine vollstandige Rekonstituierung des Gewebes. Die in ihr enthaltenen
Stammzellen bestimmen durch ihre Anzahl und ihre intrinsische Strahlenempfindlichkeit die
Gesamtempfindlichkeit des Gewebes, entsprechend dem Stammzellkonzept der
Strahlenempfindlichkeit (DORR 2006b, 2009, 2010, 2015, KASER-HOTZ 2012, STEWART
und DORR 2009).

In der funktionellen Schicht befinden sich postmitotische Zellen des oberen Stratum spinosum,
sowie des Stratum granulosum (Koérnerschicht), welche hier ihre terminale Differenzierung
durchlaufen und zur Epitheloberflache migrieren (HERRMANN et al. 2006). Stratum basale,
Stratum spinosum und Stratum granulosum werden auch unter dem Begriff Stratum
profundum zusammengefasst (LIEBICH 2010).

Die Keratinschicht (Stratum corneum) ist die kernlose, oberflachliche Epithelschicht. Sie
enthalt mehrere Lagen an Keratin, welches aus Keratohyalin und Tonofilamentbiindeln besteht
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und wird auch als Stratum superficiale bezeichnet (LIEBICH 2010). Die Dicke der gesamten
murinen Schleimhaut einschlieBlich des Stratum superficiale betragt ca. 100 um (Stamm
C3H/Neu) (DORR 1997a).

2.8.4 Besonderheiten der humanen Mundschleimhaut

Die Mundschleimhaut des Menschen tragt, ebenso wie die der Maus, ein mehrschichtiges
Plattenepithel, welches an mechanisch stark beanspruchten Bereichen der Mundhdhle, wie
dem harten Gaumen, ein Stratum corneum ausbildet (DORR 1997a). Die Umsatzzeit der
humanen oralen Mukosa betragt 5-7 Tage, dies entspricht somit in etwa der Umsatzzeit des
Zungenunterseitenepithels der Maus (DORR et al. 2002). Ebenso sind morphologische
Veranderungen und Latenzzeiten klinischer Effekte nach Radiotherapie vergleichbar (Van der
SCHUEREN et al. 1990).

2.9 Tiermodelle zur Untersuchung der radiogenen oralen Mucositis

Zur Untersuchung der radiogenen enoralen Mukositis wurden verschiedene Tiermodelle
etabliert. Die ersten Versuche zur Strahlenreaktion von Plattenepithelien fanden an der Haut
von Mausen, Ratten und Schweinen statt. Jedoch lie3en sich die Ergebnisse aufgrund der
Unterschiede in Anatomie, Physiologie und Proliferationsverhalten der Haut nur eingeschrankt
auf die Mundschleimhaut Ubertragen. Die Bedeutung der frihen Strahlenreaktion der
Mundschleimhaut konnte erstmalig 1962 in Bestrahlungsversuchen an Mausen nachgewiesen
werden. Durch die Kopfbestrahlung und der daraus resultierenden Veranderungen der
Mundschleimhaut wurde die Futteraufnahme so stark beeintrachtigt, dass die Mause stark an
Gewicht verloren. Als Endpunkt wurde der Tod der Tiere analysiert (GOEPP und FITCH 1962).
Heute dient die orale Schleimhaut verschiedener Labornager als Tiermodell zur Untersuchung
der strahleninduzierten Mukositis.

2.9.1 Schleimhaut der Hamster-Backentasche

Die Etablierung der Backentasche des Hamsters als Modell der Mucositis enoralis erfolgte im
Rahmen von Versuchen zu chemotherapie-assoziierten Nebenwirkungen (SONIS et al. 1990).
Jedoch wurden nur wenige Untersuchungen zur Mukositis an der Hamster-Backentasche mit
Bestrahlung durchgefuhrt (FENG et al. 2008, GULSHAN et al. 2008, WATANABE et al. 2014).
Vorteil dieses Modells ist die Grof3e des zur Verfugung stehenden Schleimhautbereiches. Um
eine klinische Mukositis nach Strahlenexposition auszuldsen, ist jedoch eine zusatzliche
mechanische Irritation der Schleimhaut notwendig, welche schwer zu standardisieren ist
(SONIS et al. 1990). Weiterhin wird infolge einer reduzierten Futteraufnahme eine deutliche
Gewichtsabnahme der Tiere nach Bestrahlung beobachtet (ALVAREZ et al. 2003, GULSHAN
et al. 2008). Eine Interaktion zwischen Gewichtsreduktion und Manifestation der oralen
Mukositis ist nicht auszuschlielen.
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2.9.2 Zungenschleimhaut der Ratte

DORR (1987) beschrieb erstmals als Tiermodell fiir strahlenbiologische Untersuchungen die
Zungenschleimhaut der Ratte. Bei Bestrahlung der gesamten Zungenunterseite zeigten die
Versuchstiere eine verminderte Futteraufnahme und folglich einen Gewichtsverlust von bis zu
30 % (DORR 1987). Ahnliche Ergebnisse erzielten die Versuche von CHANG et al. (2014),
LEE et al. (2007) und SHIN et al. (2013) an Ratten unter lokaler Einzeitbestrahlung mit 20, 25
bzw. 30 Gy zur Untersuchung des Effektes von Epicatechin (Extrakt des griinen Tee), EGF
bzw. koreanischem roten Ginseng.

Durch die Bestrahlung eines kleineren Bestrahlungsfeldes (REZVANI und ROSS 2004) und
einem fraktionierten bzw. hyperfraktionierten Bestrahlungprotokoll (CASSATT et al. 2005)
kann der Tierverlust in Folge des massiven Gewichtsverlustes vermieden werden.

2.9.3 Schleimhaut der Mauselippe

PARKINS et al. (1983) etablierte das Modell der Mauselippe zur Untersuchung der radiogenen
Mucositis enoralis. Jedoch zeigten die Tiere durch die Strahleneffekte an der gesamten
Schnauze ebenfalls eine reduzierte Futteraufnahme mit daraus resultierendem
Gewichtsverlust, der in vielen Fallen eine Euthanasie erzwang (ANG et al. 1985, XU et al.
1984).

2.9.4 Zungenschleimhaut der Maus

Das Modell der Mausezunge zur Untersuchung der strahleninduzierten Mucositis enoralis
wurde erstmals von MOSES und KUMMERMEHR (1986) vorgestellt. Auch hier fuhrte die
Bestrahlung der gesamten Zunge zu deutlichen Gewichtsverlusten. DORR (1987) modifizierte
deshalb dieses Modell. Die fraktionierte Bestrahlung wurde als Schnauzenbestrahlung
appliziert, jedoch nur bis zu einem subklinischen Effektniveau. So konnte der Gewichtsverlust
vermieden werden. Ein klinischer Effekt wurde anschlief3end durch eine Aufsattigungsbestrah-
lung in nur einem kleinen Areal auf der Zungenunterseite ausgeldst. Diese Bestrahlung wurde
gut und ohne Gewichtsverlust toleriert (DORR und KUMMERMEHR 1991). Weiterhin konnte
bei der perkutanen Schnauzenbestrahlung auf eine Anasthesie der Mause verzichtet werden.
Als klinischer Endpunkt der Untersuchungen an der Zungenschleimhaut der Maus diente die
Ulzeration des Epithels im Testfeld (DORR und KUMMERMEHR 1990, 1991).

Die Unterseite der Mausezunge tragt ein Epithel, welches in Aufbau, Proliferationsverhalten,
zellkinetischen Parametern und in den morphologischen Veranderungen nach
Strahlenexposition vergleichbar zu dem des Menschen ist. Sie ist somit gut flr
strahlenbiologsiche Untersuchungen zur Mucositis enoralis geeignet (DORR et al. 1994a,
DORR et al. 1994b, DORR und KUMMERMEHR 1990, 1991, DORR und OBEYESEKERE
2001, Van der SCHUEREN et al. 1990). Dieses Modell wurde in den letzten Jahrzehnten in
einer Vielzahl strahlenbiologischer Untersuchungen eingesetzt und fand auch fir die
vorliegenden Untersuchungen Anwendung.
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2.10 C-Jun

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von c-Jun in der Mundschleimhaut untersucht.
C-Jun ist eine Komponente des aus mehreren Untereinheiten bestehenden, dimerischen
Transkriptionsfaktors Activator Protein-1 (AP-1). AP-1 beinhaltet Mitglieder mehrerer Protein-
Subfamilien, welche entweder Tissue Plasminogen Activator- (TPA-) oder Cyclisches
Adenosinmonophosphat- (cAMP-) Antwort-Elemente erkennen (MAO et al. 2008). Die
Regulation der AP-1-Aktivitat erfolgt Uber Dimerisation, Transkription, post-translationale
Modifikation und Interaktion mit anderen Proteinen (BRIATA et al. 1993, MAO et al. 2008).
C-Jun wird sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma exprimiert (BRIATA et al. 1993).
Wachstumsfaktoren, Zytokine, bakterielle und virale Infekte sowie ionisierende Strahlung
kénnen Uber eine Phosphorylierung durch JNK (c-Jun N-terminale Kinase) zu einer Aktivierung
fuhren (MAO et al. 2008, MATHAS 2002). Desweiteren wird c-Jun durch sein Produkt
Jun/AP-1 positiv autoreguliert und kann u.a. durch andere Mitglieder der Jun-Familie inhibiert
werden (MAO et al. 2008, MATHAS 2002).

C-Jun fordert die Proliferation und Differenzierung von Fibroblasten, kontrolliert den Zelltod in
einer Vielzahl verschiedener Gewebe, besitzt einen mitogenen Effekt auf Keratinozyten und
ist an der mesenchymal-epithelialen Interaktion sowie der Wundheilung beteiligt (LIN und
DIBLING 2002, MAO et al. 2008, MATHAS 2002, MEHIC et al. 2005, NEUB et al. 2007,
UEHARA et al. 2005).

2.11 Nuclear Factor kappa B

Der Nuclear Factor kappa B (NF-kB) wurde ebenfalls in der vorliegenden Arbeit untersucht.
Es handelt sich dabei um einen Transkriptionsfaktor (EGAN et al. 2004). NF-xB besteht aus
jeweils 1-2 von 5 mdglichen Komponenten: NF-kB1 (p50, p105), NF-xB2 (p52, p100), RelA
(p65), RelB und c-Rel, als Homo- oder Heterodimer (BERTAZZA und MOCELLIN 2008,
BISWAS und IGLEHART 2006, DEMSCHENKO und KUEHL 2010, SUN 2011).

Im Zytoplasma liegen NF-xB-Proteine inaktiv und an Inhibitor-Proteine (IxB) gebunden vor
(BISWAS und IGLEHART 2006, BRACH et al. 1991, PALMER et al. 1997, SUN 2011). In Folge
einer Aktivierung des trimeren Inhibitorischen-kB-Kinasen-Komplexes (IKKa-y) kommt es zur
Phosphorylierung von IkB und in der Folge zur Translokation von NF-kB in den Nukleus
(BERTAZZA und MOCELLIN 2008, BISWAS und IGLEHART 2006, BRACH et al. 1991,
DEMSCHENKO und KUEHL 2010, EGAN et al. 2004, LOGAN et al. 2007b, MATHAS 2002,
PALMER et al. 1997, SONIS 20009).

Neben diesem ,klassischen Aktivierungsweg“ von NF-«kB existiert ein sogenannter ,alternativer
Aktivierungsweg®, der auf einer durch Phosphorylierung induzierten p100-Aktivierung basiert.
Eine Stimulierung durch eine Untergruppe der Tumor Necrosis Factor Receptor- (TNFR-)
Mitglieder I6st diese alternative Signaltransduktion aus, welche von der NF-kB induzierenden
Kinase (NIK) und IKKa abhangig ist (DEMSCHENKO und KUEHL 2010, SUN 2011).

In Abbildung 3 sind beide Aktivierungswege von NF-kB dargestellit.
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Abb. 3: Klassischer und alternativer Aktivierungsweg von NF-kB nach SUN (2011)

reagiert auf zahireiche
Stimuli

i

Die Abbildung stellt den klassischen (linke Seite) und alternativen (rechte Seite) Aktivierungs-
weg von NF-kB dar (Erklarung siehe Text). Sie illustriert, Uber welche Rezeptoren eine
Aktivierung erfolgen kann und welche Eigenschaften kennzeichnend fliir den jeweiligen
Aktivierungsweg sind.

Zu den durch NF-xB vermittelten Effekten zahlen die Aktivierung weiterer Trans-
kriptionsfaktoren, die Kontrolle des Zelltods in verschiedenen Normalgewebszellen, die
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen und TNF, die Kontrolle von Zellproliferation
und -reifung (insbesondere hamatopoetischer und epithelialer Zellen) und die Stimulation der
Angiogenese (BERTAZZA und MOCELLIN 2008, DEMSCHENKO und KUEHL 2010,
FUNAKOSHI-TAGO et al. 2008, LOGAN et al. 2007b, PALMER et al. 1997, SCARDINA et al.
2010, SONIS et al. 2004a, SONIS 2004, 2009, SUN 2011). Die Aktivierung der mukosalen
NF-kB-Expression als Folge einer stimulierten Produktion proinflammatorischer Zytokine
durch die Bestrahlung nimmt eine bedeutende Rolle in der Initiation der Mukositis ein (SONIS
2002, 2004, LOGAN et al. 2007a).

2.12 Celecoxib

Die vorliegenden Untersuchungen wurden sowohl fur alleinige fraktionierte Bestrahlung als
auch flir eine zusatzliche Gabe von Celecoxib durchgeflihrt. Celecoxib zahlt zu den
sogenannten ,non-steroidal antiinflammatory drugs® (NSAIDs) (BERGH und BUDSBERG
2005). NSAIDs erzielen ihre Wirkung durch Hemmung der Cyclooxygenase (COX), einem
Enzym, das den Abbau der von Membranphospholipiden freigesetzten Arachidonsaure zu
Prostaglandinen und Thromboxanen katalysiert, welche wiederum verantwortlich sind fir
diverse Reaktionen im Organismus (BERGH und BUDSBERG 2005, KIETZMANN et al. 2007,
KONTUREK und PAWLIK 1986).

Es existieren zwei Isoformen der COX (BERGH und BUDSBERG 2005, BRUNE und HINZ
2004). Die konstitutive COX-1 ist in diversen Zelltypen vorhanden und zeigt eine
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physiologische Aktivitat (Schutz der Magenschleimhaut, Thrombozytenaggregation,
Nierendurchblutung) (BERGH und BUDSBERG 2005, KIETZMANN et al. 2007, KONTUREK
und PAWLIK 1986, VANE et al. 1998). Die induzierbare COX-2 kann durch Zytokine,
Wachstumsfaktoren und Bakterientoxine aktiviert werden, die bei Traumata, Entziindungen,
Infektionen und Neoplasien beteiligt sind (BERGH und BUDSBERG 2005, BRUNE und HINZ
2004, Bundesanzeiger Verlag 2003, CROFFORD et al. 2000, KIETZMANN et al. 2007,
SCARDINA et al. 2010, VANE et al. 1998). Auch kann eine Induktion der COX-2 in Folge einer
ionisierenden Bestrahlung nachgewiesen werden (JAAL und DORR 2004, LANG et al. 2008,
LIANG et al. 2003, LOGAN et al. 2007b).
Viele der Nebenwirkungen von nicht-selektiven NSAIDs werden durch die Hemmung der
COX-1 hervorgerufen (gastrointestinale Schaden, Leber- und Nierenschaden, Stérungen der
Hamostase). Deshalb wurde eine Vielzahl selektiver COX-2-Hemmer entwickelt, zu denen
Celecoxib gehort (BERGH und BUDSBERG 2005, Bundesanzeiger Verlag 2003, CROFFORD
et al. 2000, FUNAKOSHI-TAGO et al. 2008, SINGH und TRIADAFILOPOULOS 1999).
Celecoxib besteht aus einem trizyklischen Ring und einer Sulfonamingruppe (BERGH und
BUDSBERG 2005, BRUNE und HINZ 2004). Seine chemische Struktur begriindet die hohe
Spezifitat, Sattigung und das schnelle, reversible Bindungsverhalten (HOOD et al. 2003). Beim
Menschen erfolgt die Absorption nach oraler Einnahme von 400 mg Celecoxib innerhalb von
maximal 3 Stunden, es wird mit einer durchschnittlichen Halbwertszeit von 11,2 Stunden
metabolisiert und eliminiert (BRUNE und HINZ 2004, Bundesanzeiger Verlag 2003, HAWKEY
1999). Celecoxib ist in Deutschland in der Humanmedizin fir die Behandlung von
Reizzustdnden bei degenerativen Gelenkerkrankungen oder chronischer Polyarthritis
zugelassen (Bundesanzeiger Verlag 2003). In den USA erfolgte die Zulassung aufRerdem fiir
die Behandlung von familidren adenomatdsen Polypen (DORE 2011, LIANG et al. 2003,
MAIER et al. 2004, PATEL et al. 2005, PHILLIPS et al. 2002, SEO et al. 2014). Auch in den
submukdsen Geweben von Patienten mit Mucositis enoralis ist die Expression der COX-2
erhoht (HAAGEN et al. 2009, LALLA et al. 2010, LOGAN et al. 2007a). Insbesondere
submukosale Fibroblasten und Endothelzellen zeigen eine erhdhte Aktivitat des Enzyms, die
mit dem Schweregrad der Schleimhautreaktion korreliert (SONIS et al. 2004b). LIANG et al.
(2003) beobachteten eine Abnahme schwerer Hautreaktionen bei der Maus nach hoher
Einzeitbestrahlung mit 50 Gy und zusatzlicher Celecoxibtherapie. Jedoch bestehen relevante
Unterschiede in den pathophysiologischen Prozessen von Haut und oraler Mukosa, sodass
die Ergebnisse nicht auf die Mucositis enoralis Ubertragbar sind. Zudem ist eine extrem hohe
Einzeldosis von 50 Gy nicht mit einer konventionellen, taglich fraktionierten Bestrahlung
vergleichbar.
LALLA et al. (2010) untersuchten in einer Pilotstudie an 3 Patienten die Rolle des COX-2
Signalweges bei chemotherapie-induzierter ~Schleimhautreaktion. Es konnte ein
Zusammenhang zwischen COX-2-Expression und den Schmerzen der Patienten belegt
werden. Der Einfluss von Celecoxib auf die Schleimhautreaktion der Mausezunge unter
fraktionierter Bestrahlung wurde von HAAGEN et al. (2009) untersucht. Sie konnten weder
einen Effekt auf den zeitlichen Verlauf der ulzerativen Mukositis (Latenzzeit und Dauer) noch
auf deren Inzidenz beobachten. Somit ist anzunehmen, dass die entziindlichen
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Veranderungen, die durch COX-2 vermittelt werden, fir die Strahlenreaktion des Epithels nicht
relevant sind.

Ahnliche Ergebnisse lieferte die doppelblind- und placebo-kontrollierte Studie von LALLA et al.
(2014) an 40 Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren, von denen die Halfte taglich 200 mg Celecoxib
fur die Dauer der Radiotherapie erhielt. Hier konnte kein signifikanter Unterschied zwischen
den beiden Versuchsgruppen in Schweregrad der Mukositis, dem Einsatz von Schmerzmitteln
und der Ernahrung gefunden werden.
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3. Zielstellung der vorliegenden Arbeit

In der vorliegenden Arbeit soll der Einfluss einer fraktionierten Bestrahlung der
Mundschleimhaut auf die Expression der Proteine c-Jun und NF-xB p50 im Rahmen der
Strahlenreaktion der Mundschleimhaut untersucht werden. Weiterhin soll festgestellt werden,
ob und in welchem Ausmal die zusatzliche Gabe von Celecoxib eine Veranderung der
epithelialen Proteinexpression hervorruft. So soll ermittelt werden, ob eine Interaktion
zwischen den begleitenden Entziindungsreaktionen und der eigentlichen epithelialen
Strahlenreaktion besteht.

Dazu wird die Expression von c-Jun und NF-xB p50 im Zungenepithel der Maus
immunhistochemisch charakterisiert und die Farbeintensitdt und -ausdehnung beurteilt. Fir
die Darstellung der Veranderungen in Schichtdicke und Zellzahl des Gesamtepithels sowie der
Einzelschichten dienen histologische Schnitte nach HE-Farbung.

Als Modell fiir die Untersuchungen diente die Zungenunterseite von Mausen des Stammes
C3H/Neu, die einer fraktionierten Bestrahlung der Schnauze mit 3 Gy/Fraktion an den Tagen
0-4 und 7-11 unterzogen wurden. In einer Versuchsgruppe wurde den Tieren zusatzlich an den
Tagen 0-13 Celecoxib in einer taglichen Dosierung von 25 mg/kg per Schlundsonde
verabreicht.
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4. Material und Methoden

Fir die immunhistochemischen Untersuchungen wurden der Autorin der vorliegenden Arbeit
Praparate aus vorangegangenen Untersuchungen zur Verfligung gestellt. Alle MaRnahmen an
den Mausen in vivo, inklusive der Bestrahlungen, wurden durch Frau Hanna Krohn
durchgefuhrt (Dissertation in Vorbereitung). Die Genehmigung des tierexperimentellen
Versuchsvorhabens erfolgte durch das Regierungsprasidium Dresden als zustandige Behoérde
gemal der aktuellen Tierschutzgesetzgebung (Aktenzeichen 24D-9168.11-1/2006-22).

Die Autorin dieser Arbeit hat sich eingehend mit den angewandten Methoden und Techniken
vertraut gemacht. Zum Verstandnis der Ergebnisse und Schlussfolgerungen der vorliegenden
Arbeit werden diese tierexperimentellen Verfahren hier im Detail erlautert.

4.1 Versuchstiere und Haltung

Fur die vorliegenden Versuche wurden Mause des Wildtyp-Inzuchtstammes C3H/Neu aus der
Zucht des Experimentellen Zentrums der Medizinischen Fakultdt Carl Gustav Carus der
Technischen Universitdt Dresden verwendet. In friheren Studien konnten keine
Geschlechtsunterschiede in der Strahlenreaktion der Zungenmukosa festgestellt werden
(DORR et al. 2005a), somit wurden sowohl weibliche und auch mannliche Mause eingesetzt.
Ebenso fanden sich keine Alterseinflisse im Bereich von 8 bis 20 Wochen (Wolfgang, Dorr,
Sllzetal, 17.08.2016). Zu Versuchsbeginn lag das Alter der Tiere zwischen 8 und 17 Wochen.
Die Mause wurden in den Raumen des Experimentellen Zentrums der Medizinischen Fakultat
Carl Gustav Carus unter spezifiziert pathogenfreien (SPF) Bedingungen gehalten. Es erfolgte
eine Testung der Tiere auf die in Tabelle 6 angegebenen Viren, Bakterien, Pilze und Parasiten
(FELASA Working Group on Health Monitoring of Rodent and Rabbit 2001).

Tab. 6: Keime, auf die fir die spezifiziert pathogenfreien Bedingungen getestet wurde
Mausehepatitisvirus (MHV), Reovirus Typ 3 (Reo3), Theilersches
Viren Encephalo-Myelitisvirus der Maus (TMEV), Pneumonievirus der Maus
(PVM), Sendavirus

Bordetella bronchiseptica, Citrobacter rhodentium,

Clostridium piliformae, Corynebacterium kutscheri, E. coli, Helicobacter
spp., Klebsiella oxytocea, Klebsiella pneumoniae, Mycoplasma spp.,
Pasteurellaceae, Proteus spp., Pseudomonas aeruginosa,

Salmonella sp., Staphylococcus aureus, Streptobacillus moniliformis,
B-hamolytische Streptococcus sp., Streptococcus pneumoniae

Bakterien, Pilze

Aspicularis sp., Syphacia sp., Coccidien, Giardia sp., Spironucleus

Parasiten muris, sonstige Flagellaten, Arthropoden, Trichomonaden

Die Mause wurden in Gruppen von maximal 10 Tieren in Kunststoffkafigen der Grélke 3 der
Firma Macrolon® (Fa. Tecniplast Deutschland GmbH, HohenpreilRenberg) bei einer
Raumtemperatur von 21-24 °C und einer Luftfeuchtigkeit von 30-50 % gehalten. Ein
automatisches Lichtprogramm steuerte in den Haltungsraumen einen Hell-Dunkel-Rhythmus
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mit einer Lichtphase von 6 Uhr bis 18 Uhr MEZ. Die Lichtqualitat erfillte die Vorgaben der
entsprechenden Tierhaltungsvorschriften. Die Einstreu der Kafige bestand aus Sagespanen
(Ssniff-Bedding % Faser, Fa. Ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest). Den Tieren stand pelletiertes
Mause-Standardfutter (Ssniff R/M-H, 10 mm Pellets autoklavierbar, Fa. Ssniff Spezialdiaten
GmbH, Soest) und filtriertes Leitungswasser in Standard-Kunststoff-Trinkflaschen zur freien
Verfligung.

4.2 Versuchsdurchfiihrung

Die perkutane Bestrahlung der Tiere erfolgte mit einer Réntgenanlage Isovolt 320/13 (Fa.
Seifert Rontgenwerke, Ahrensburg) mit einer Rdéhrenspannung von 200 kV und einem
Rohrenstrom von 20 mA (Abb. 4).

Abb. 4: Bestrahlungsanlage zur perkutanen Schnauzenbestrahlung

Dargestellt ist die Rontgenanlage Isovolt 320/13 der Firma Seifert Rontgenwerke (1) mit dem
Vollschutz-Gehause, dessen Tlr gedffnet ist. Unter der Rdntgenrdhre befindet sich in der
entsprechenden Halterung die Kollimatorplatte (2) mit dem Fenster zur Definierung des
Bestrahlungsfeldes, in welches der Aluminium-Kupfer-Filter eingearbeitet ist. Der flexible
Gummischlauch (3) der Dosimetrieeinheit ist ebenfalls zu sehen.

Bei einem Fokus-Objekt-Abstand von 443 mm, mit einer Strahlfilterung durch das 7 mm dicke
Berylliumfenster der Anlage sowie durch 0,6 mm Kupfer und 1 mm Aluminium wurde eine
Dosisleistung von 1,03 Gy/min erreicht. Der Strahlengang war vertikal.

Es wurden maximal 8 Tiere ohne Anasthesie auf der in Abbildung 5 dargestellten, rechteckigen
Plexiglasplatte fixiert. Auf der 30 cm x 33 cm groRRen Platte waren 2 x 4 Kunststoffrohren mit
einem Innendurchmesser von 28 mm angeordnet. Den Abschluss dieser Rohren bildete
jeweils ein Plexiglasblock mit 4 konischen Bohrungen (1 cm — 0,6 cm) zur standardisierten
Positionierung der Schnauzen.
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Ein rickwartiger Verschluss der Réhren mit Hilfe von Styroporpfropfen, welche mit einer
Aussparung zur Aufnahme des Schwanzes versehen waren, verhinderte das Zurlickweichen
der Tiere. Durch die Halterung der Plexiglasplatte in der Réntgenanlage (Abb. 4) wurde die
exakte und reproduzierbare Positionierung der Schnauzen im Zentralstrahl gewahrleistet.

Abb. 5: Plexiglasplatte zur Fixierung der Tiere und Positionierung der Schnauzen bei
externer Schnauzenbestrahlung

Auf der rechteckigen Plexiglasplatte befinden sich 8 Kunststoffrohren zur Fixierung der Tiere,
die in zwei parallelen Reihen angeordnet sind. Die exakte Positionierung der Schnauzen
erfolgt in einer konischen Bohrung in der Plexiglasleiste am vorderen Rdhrenende. Durch
ruckwartigen Verschluss der Rdhren mittels Styroporstempel wird ein Zurickweichen der
Mé&use verhindert.

Zur Abschirmung der Tiere kaudal einer Ebene von den Augen zum Kehlgang diente eine
33,5cm (L) x 30 cm (B) x 1,5 cm (H) grof3e Kollimatorplatte aus der bleidquivalenten Legierung
MCP-96 (Fa. HEK Medizintechnik, Libeck). Das 18,5 cm x 5,5 cm grof3e Fenster in dieser
Abschirmung mit dem integrierten Strahlfilter aus Aluminium und Kupfer (Abb. 4) definierte das
Bestrahlungsfeld, welches die Schnauze inklusive der gesamten Zunge, bis zu einer kaudalen
Ebene von den Augen bis zur Kehle umfasste. Zwischen den individuellen
Schnauzenpositionen lag die Dosishomogenitat bei +3 %.

Die Dosimetrie bei der perkutanen Bestrahlung wurde mit einer lonisationskammer Typ Unidos
11767 (Fa. PTW, Freiburg) mit einem Kammervolumen von 0,125 cm?® durchgefiihrt. Uber
einen flexiblen Gummischlauch (Abb. 4) war die Kammer, welche sich zur Bestrahlung in
schnauzengleicher Position im Zentralstrahl befand, mit einem Dosimeter vom Typ Dosimentor
SN 4 (Physikalisch-Technische Werkstatten, Freiburg) verbunden. Die Kalibirierung der
Dosimetrieeinheit erfolgte nach Herstellervorgaben jeweils vor der Bestrahlung mit Hilfe einer
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90Sr-Kontrollvorrichtung. Nach dem Nachweis der Konstanz der Dosisleistung in
regelmafiigen Tests konnte die Zieldosis Uber die Bestrahlungszeit definiert werden; es
erfolgte eine automatische Abschaltung der Anlage nach Ablauf der vorgegebenen Zeit. Die
regelmafige Kontrolle der Dosisleistung der Anlage erfolgte durch die Medizinphysiker der
Klinik und Poliklinik far Strahlentherapie und Radioonkologie. Da aufgrund vorangegangener
Untersuchungen eine Abschwadchung der Strahlung mit dem Durchtritt durch die
Schadelstrukturen zu vernachlassigen war, konnte davon ausgegangen werden, dass die
gemessene Dosis der Dosis im Schleimhautepithel entsprach, wobei eine homogene
Dosisverteilung im Epithel selbst anzunehmen war.

4.3 Versuchsprotokoll

Alle Tiere wurden an den Tagen 0-4 und 7-11 einer taglichen perkutanen Bestrahlung mit
3 Gy/Fraktion unterzogen. Im Versuch HO (70 Tiere) erfolgte eine alleinige Bestrahlung. Im
Versuch H1 (70 Tiere) wurde den Tieren zusatzlich an den Tagen 0-13 Celecoxib verabreicht.
Als Kontrolle dienten 5 unbestrahlte und unbehandelte Tiere (Versuch K).

Celecoxib (Celebrex ®) wurde von Pfizer Pharma GmbH (Berlin) in 100 mg Hartkapseln
bezogen, welche in Wasser ad injectionem aufgeldst wurden. Die Lésung wurde mittels einer
Schlundsonde (Knopfkantile, gebogen, AuRendurchmesser 1,2 mm, Lange 80 mm, Firma
Eickemeyer, Tuttlingen) verabreicht. Die Gabe erfolgte an den Tagen 0-13 in einer taglichen
Dosierung von 25 mg/kg.

4.4 Histologische Untersuchungen

Im Untersuchungszeitraum von Tag 0 bis Tag 14 wurden taglich zwischen 9 und 13 Uhr jeweils
5 Mause aus Versuch HO bzw. H1 getdtet, deren Zungen entnommen, prapariert und fixiert.
Die Totung der Tiere erfolgte durch Dislokation im Antlantookzipitalgelenk. Mittels einer Schere
wurde die Zunge am Zungengrund abgetrennt und fir mindestens 24 Stunden in Formalin
fixiert.

4.4.1 Praparation der Zungen und Herstellung histologischer Schnitte

Nach der Fixation wurden die Zungen mit einem Skalpell median geteilt. Danach wurden die
Praparate im Entwasserungsautomat Hypercenter XP (Fa. Shandon, Frankfurt/Main) in
aufsteigender Alkoholkonzentration dehydriert und in Paraffin eingebettet. Die Anfertigung
sagittaler Schnitte mit einer Dicke von 3 ym erfolgte mit Hilfe eines Rotationsmikrotoms 2065
(Fa. Reichert-dung, Nussloch). Fur die Hamatoxylin-Eosin-Farbung und die immun-
histochemischen Farbungen wurden jeweils 2 Schnitte auf einen Objekttrager aufgebracht.
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4.4.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

In Tabelle 7 ist das Protokoll der durchgeflihrten Farbung der Praparate mit Hamatoxylin und
Eosin (HE) dargestellt. Die Reagenzien finden sich im Nachgang.

Tab. 7: Protokoll der HE-Farbun

Dauer Arbeitsschritt

3 x 10 min. Eintauchen in Xylol

je 1 min. absteigende Alkoholkonzentration (s.u.)
1 min. Aqua dest.

17 min. Mayers Hamalaun

5- 10 min. flieRendes Leitungswasser

8 min. Eosinlésung

kurz eintauchen

Ethanol 96 %

kurz eintauchen

Ethanol 100 %

2 X 2 min.

Xylol

Eindecken

Entellan

Reagenzien fiir die HE-Farbung

- 0,5 % Eosinlésung (100 ml 1 % alkoholische Eosinlésung auf 100 ml Ethanol 96 %)

- Xylol (Fa. VWR)

- absteigende Alkoholreihe (Ethanol 100 %, Ethanol 96 %, Ethanol 70 %,
Ethanol 40 %)

- Mayers Hamalaun = Hamatoxylin (1 g Hamatoxylin in 1 | Aqua dest., 0,2 g
Natriumjodat, 50 g Aluminiumkaliumsulfat, 50 g Chloralhydrat, 1 g Zitronensaure)

- Entellan (Entellan ® neu, Merck KGaA, Darmstadt)

4.4.3 Immunhistochemie

Die Proteine c-Jun und NF-kB p50 wurden mithilfe polyklonaler Antikdrper (Rabbit c-Jun
(H-79): sc-1694, anti-Mouse, Santa Cruz Biotechnology, Inc.; NF-kB p50 (NLS): sc-114, anti-
Mouse, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) und der Avidin-Biotin-Komplex-Peroxidase- (ABC-)
Methode markiert. Die verwendeten Farbeprotokolle sind in Tabelle 8 zusammengefasst.
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Tab. 8: Farbeprotokolle der c-Jun und NF-xB p50-Farbung

Dauer Farbeschritt

3 x 10 min. Xylol

2 x 3 min. 100 % Ethanol

3 min. 90 % Ethanol

3 min. 80 % Ethanol

3 min. 70 % Ethanol

3 min. 40 % Ethanol

5 min. mit TBS-T waschen

Citratpuffer in Mikrowelle aufkochen

20 min. (c-Jun)/ 10 min. (NF-xB p50)

in Citratpuffer bei 630 W kochen

15 min.

bei RTemp. abkihlen

5 min.

mit TBS-T waschen

45 min. (c-Jun)/ 10 min. (NF-xB p50)

bei RTemp. in 0,3 % (bzw. 3 % bei NF-xB p50)
H20-

3 x5 min. mit TBS-T waschen
60 min. bei RTemp. in Blockierungsldsung blockieren
UuN bei 4 °C in Feuchtkammer mit 1. AK (1:150 bei

c-Jun, 1:250 bei NF-kB p50) inkubieren

3 x 10 min. (c-Jun)/ 3 x 5 min. (NF-xB p50)

mit TBS-T waschen

1h

bei RTemp. mit 2. AK (1:200) inkubieren

ABC herstellen

3 x 10 min. (c-Jun)/ 3 x 5 min. (NF-xB p50)

mit TBS-T waschen

30 min.

bei RTemp. mit ABC inkubieren

3 x 10 min. (c-Jun)/ 3 x 5 min. (NF-xB p50)

mit TBS-T waschen

6 min. (c-Jun)/ 5 min. (NF-xB p50)

mit DAB inkubieren

mit destilliertem H-O splilen

5 min. in destilliertem H.O waschen

ca. 10 sec. mit Hdmatoxylin gegenfarben
mit Leitungswasser spulen

5 min. in Leitungswasser blauen

3 min. 40 % Ethanol

3 min. 70 % Ethanol

3 min. 90 % Ethanol

3 min. 96 % Ethanol

2 x 3 min. 100 % Ethanol

2 X 5 min. Xylol

Eindecken mit Entellan
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Reagenzien fiir die IHC-Farbungen

- Xylol (Fa. VWR)

- absteigende Alkoholreihe (Ethanol 100 %, Ethanol 90 %, Ethanol 80 %,
Ethanol 70 %, Ethanol 40 %)

- 10 x TBS: TRIS (Trishydroxyaminomethan) 0,5 M = 30,28 g;
Natriumchlorid 1,5 M = 43,83 g; auf 500 ml mit dH-O auffillen; pH-Wert mit HCI auf
7.6 einstellen

- TBS:1ml 10 x TBS + 9 ml dH,0

- TBS-T: 100 ml 10 x TBS + 900 ml dH20 + 500 pl Tween 20

- Citratpuffer: 18 ml 0,1 M Citronensaure (Fa. Merck), 82 ml 0,1 M Natriumcitrat (Fa.
VWR); auf 1 | mit Aqua dest. Aufflllen; pH = 6,0

- Verdinnung von 30 % H20;

- Blockierungslosung: 1 ml TBS + 15 pl “normal goat serum”

- 1. AK-L6sung (c-Jun Santa Cruz): 1:150

- 1. AK-LAsung (NF-kB p50): 1:250

- 2. AK-Lésung: 1:200

- ABC:1mITBS + 20 pl A + 20 ul B; 30 min bei RTemp. inkubieren

- DAB: 1 ml Puffer + 20 pyl DAB (Liquid DAB+Substrate Chromogen System der Firma
Dako, K3467 bzw. 3468)

- Mayers Hamalaun = Hamatoxylin (1 g Hamatoxylin in 1 | Aqua dest.,, 0,2 g
Natriumjodat, 50 g Aluminiumkaliumsulfat, 50 g Chloralhydrat, 1 g Zitronensaure)

- aufsteigende Alkoholreihe (Ethanol 40 %, Ethanol 70 %, Ethanol 90 %, Ethanol 96 %,
Ethanol 100 %)

- Entellan (Entellan ® neu, Merck KGaA, Darmstadt)

Im ersten Schritt erfolgte die Entparaffinierung der Schnitte mittels Xylol, mit anschlieRender
Rehydrierung in einer absteigenden Alkoholreihe. Nach 5-minudtigem Waschen in TBS-T
wurden die Objekttrager bei 630 W in der Mikrowelle in Citratpuffer behandelt und
anschlielend 15 Minuten auf Raumtemperatur abgekuhlt. Es folgte eine erneute Waschung in
TBS-T und die Inkubation mit H,O2, um eine endogene Peroxidaseaktivitat irreversibel zu
hemmen. Nach wiederholtem Waschen mit TBS-T wurde die Blockierungslésung aufgetragen,
welche fur 60 Minuten auf den Praparaten verblieb, um eine unspezifische Bindung des
Primarantikérpers zu verhindern. Uber Nacht wurden die Objekttrager danach mit dem
entsprechenden Primarantikorper bei 4 °C in einer Feuchtkammer inkubiert. Fir c-Jun wurde
eine Verdunnung von 1:150, bei NF-kB p50 eine Verdunnung von 1:250 eingesetzt. Als
Negativkontrolle diente Rabbit IgG (Fa. Dianova, Cat. #DLN-13121) in den Konzentrationen
1:750 (c-Jun) und 1:1250 (NF-xB p50) auf einem gesonderten Préparat auf dem gleichen
Objekttrager. Am darauffolgenden Tag wurden die Schnitte nach wiederholtem Waschen mit
TBS-T mit dem Sekundarantikdrper in einer Konzentration von 1:250 flr 1 Stunde inkubiert.
Anschlieend erfolgte das Aufbringen der ABC-LAsung und des DAB, wobei zwischen diesen
Schritten erneut mit TBS-T gewaschen wurde. Nach Spulung in destilliertem Wasser wurden
die Praparate mittels Hamatoxylin gefarbt, anschlieend mit Leitungswasser geblaut und da-
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nach in aufsteigender Alkoholreihe dehydriert. Abschliel3end erfolgte das Eintauchen in Xylol
und Eindecken mit Entellan. Die verwendeten Reagenzien sind im Anschluss an Tabelle 8
aufgelistet.

4.5 Histologische Auswertung

Die Praparate wurden mit einem Lichtmikroskop (Axoplan, Fa. Carl Zeiss Jena) bei 400-facher
VergroéRerung beurteilt. Die Auswertung umfasste pro Schnitt mindestens 2 mm Epithellange
innerhalb des Bereiches zwischen Ubergang vom papillentragenden zum papillenfreien
Epithel und dem Zungengrund.

Es wurde die Anzahl kernhaltiger Zellen der Germinativschicht und der funktionellen Schicht
erfasst. Die Auswertung erfolgte pro Langeneinheit Epithel, wobei Undulationen der
Basalmembran unbericksichtigt blieben. AuRerdem erfolgte die Messung der Schichtdicke
von Germinativschicht, funktioneller Schicht und Keratinschicht an je drei reprasentativen
Stellen pro Schnitt mit Hilfe eines Zahlrasters (5 x 5 Quadrate zu je 50 um Seitenlange).

In den immunhistochemisch gefarbten Praparaten erfolgte die Einteilung der Zellen in drei
Farbegrade. Negativ gefarbte (-) Zellkerne stellten sich blau (Farbegrad 0), schwach gefarbte
Zellkerne (-/+) blau mit braunen Granula (Farbegrad 1) und stark gefarbte Zellkerne (+) mit
braun gefarbtem Zellkern (Farbegrad 2) dar.

4.6 Statistische Auswertung

Bei den HE-Schnitten wurde die Zellzahl in mindestens 10 Rastern & 200 um ausgezahlt, die
Werte fur jedes Tier gemittelt, auf 1 mm Epithellange normiert und der Mittelwert der 5 Tiere
des Beobachtungstages mit dem jeweiligen Standardfehler (SEM) berechnet. Die Schichtdicke
des Epithels wurde bei jedem Tier an drei reprasentativen Stellen ermittelt und der Mittelwert
der Versuchstiergruppe mit dem jeweiligen Standardfehler (SEM) berechnet. Neben den
absoluten Zellzahlen und Schichtdicken wurden die prozentualen Werte im Vergleich zur
Kontrollgruppe (n = 5) ermittelt. Bei den immunhistochemischen Farbungen wurden die
absoluten und relativen Zellzahlen der negativ, schwach und stark positiv gefarbten Zellen fur
die jeweilige Epithelschicht analog zu den HE-gefarbten Schnitten aus den Mittelwerten der 5
Tiere ermittelt. Die relativen Werte beschreiben dabei den prozentualen Anteil der
entsprechend (negativ, schwach oder stark positiv) gefarbten Zellen in Relation zur
Gesamtzellzahl der jeweiligen Schicht.

Die Erfassung der Daten erfolgte mit den Programmen Apache OpenOffice.org Calc Version
3.3 und SigmaPlot for Windows Version 11.0. Aufgrund der geringen Tierzahlen je
Untersuchungszeitpunkt und Versuchsgruppe wurde auf statistische Untersuchungen
verzichtet. Es erfolgte ausschliel3lich eine beschreibende Beurteilung der Ergebnisse.
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5. Ergebnisse
Es folgt eine Ubersicht Uber die Ergebnisse der einzelnen Analysen. Die detaillierten Daten
sind in den Tabellen im Anhang aufgeflihrt, auf welche jeweils im Text verwiesen wird.

5.1 Zellzahlen

Im Versuch HO erfolgte eine fraktionierte Bestrahlung mit 3 Gy/Tag an den Tagen 0-4 und
7-11. Die epithelialen Zellzahlen wurden an den Tagen 0-14 bestimmt. Im Versuch H1 erfolgte
eine zusatzliche Gabe von Celecoxib an den Tagen 0-13 (Anhang Tab. 13, Tab. 14).

5.1.1 Zellzahlen im unbehandelten Epithel

Die mittlere Zellzahl im Epithel der Zungenunterseite betragt 402 + 11 pro Millimeter
Epithellange (Tab. 9). In der Germinativschicht befinden sich davon 70 % der Zellen (281 + 8),
in der Funktionsschicht 30 % (121 £ 4).

Tab. 9: Absolute und relative Zellzahlen pro mm Epithellange im unbehandelten Epithel (n=5)

Zellzahl/mm * 1 SEM Relative Zellzahl in %
Gesamtepithel 402 £ 11 100
Germinativschicht 281+8 70
Funktionelle Schicht 121+ 4 30
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5.1.2 Zellzahlen nach alleiniger Bestrahlung und zusatzlicher Gabe von Celecoxib

600
550 4 . N + 140
Gesamteplthel —A— alleinige Bestrahlung
500 1 —@— Bestrahlung und Celecoxib
120
450 -
400 { & 100
\
350 - 2 1
\ Y r 80
300 - ' \E/ s /E
250 - - E _ 60
200 - -¢ -+ <
150 - r 40
100 A L 20
50
0 T T T T T T T T T T T T T T T O
500
8 450 Germinativschicht L 160
c
g 400 - r 140
[T}
| X
g 350 B L1220 B
o )
300 + A -
w Y 100 =
E 250 i o
E k> I
(o) 200 - =
S Leo N
% =
N 100 - 03
ﬂj’ 50 - 20
O T T T T T T T T T T T T T T T 0
200 L 160
Funktionelle Schicht
- 140
150 - - 120
- 100
100 - - 80
- 60
50 1 - 40
- 20
0 0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Tage nach Bestrahlungsbeginn

Abb. 6: Zellzahlen unter fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy ohne/mit Celecoxibtherapie

Die Abb. zeigt die Veranderungen der mittleren Zellzahl im gesamten Epithel (obere Abb.) und
gesondert fir die Germinativ- (mittlere Abb.) und die funktionelle Schicht (untere Abb.) als
taglicher Mittelwert von je 5 Mausen * Standardfehler (SEM). Der graue Balken kennzeichnet
die Werte in der unbehandelten Kontrolle (n=5) £+ SEM. Das Bestrahlungsprotokoll (3 Gy) ist
oberhalb der Abszisse angegeben.
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5.1.2.1 Zellzahlen nach alleiniger Bestrahlung

Ab Tag 1 nach Beginn der Bestrahlung tritt eine deutliche Abnahme der Gesamtzellzahl ein,
die an Tag 2 78 % der Zellzahl des unbehandelten Gewebes erreicht. Nach einem Anstieg der
Gesamtzellzahl auf 96 % an Tag 4 folgt erneut ein Abfall der Werte. An den Tagen 5-14 sinken
die Zellzahlen weiter langsam ab, bis sie an Tag 14 ihr Minimum von 243 = 3 Zellen/mm
(60 %) erreichen.

In der Germinativschicht sinkt die Zellzahl an Tag 2 gleichfalls auf 78 % des Ausgangswertes,
entsprechend einer Zellzahl von 220 + 6 pro mm Epithellange. Es folgt ein Anstieg auf
297 £ 36 Zellen/mm (106 %) an Tag 4, bevor die Werte anschlieRend kontinuierlich bis zum
letzten Beobachtungstag auf 168 + 4 Zellen/mm (60 %) abfallen.

In der Funktionsschicht zeigt sich eine ausgepragte Zellabnahme auf 64 % (77 £ 7 Zellen/mm)
bereits einen Tag friher als in der Germinativschicht. An den Tagen 2-4 bewegt sich die Anzahl
der Zellen mit 73-78 % auf einem etwas hoheren Niveau, gefolgt von einer erneuten Reduktion
bis auf ein Minimum von 62 * 4 Zellen/mm (51 %) an Tag 6. An den darauffolgenden Tagen
befinden sich die Zellzahlen im Bereich von durchschnittlich 62 % des Kontrollwertes und
bleiben bis zum Ende des Versuchs annahernd konstant.

5.1.2.2 Zellzahlen nach Bestrahlung und Gabe von Celecoxib

Bei fraktionierter Bestrahlung und gleichzeitiger Gabe von Celecoxib (Versuch H1) sinkt die
Gesamtzellzahl an Tag 1 ahnlich wie bei alleiniger Bestrahlung auf 288 + 9 Zellen/mm (72 %).
Nach einer geringen Zellzunahme am Folgetag schlie3t sich ein erneuter Abfall bis zum
4. Tag nach Bestrahlungsbeginn auf 66 % (267 £ 22 Zellen/mm) an. Am 5. Beobachtungstag
nimmt die Zellzahl auf 318 £ 13 Zellen/mm (79 %) zu, bevor sich die Werte an den Tagen
6-12 im Bereich um 53-60 % einpegeln. Das Minimum wird an Tag 10 mit 214 + 16 Zellen/mm
(53 %) vermutlich friher erreicht als bei alleiniger fraktionierter Bestrahlung ohne
Celecoxibgabe. In den letzten beiden Beobachtungstagen nimmt die Zellzahl erneut zu und
erreicht am 14. Tag 289 £ 13 Zellen/mm (72 %). Im gesamten Beobachtungszeitraum liegen
die Gesamtzellzahlen im Versuch H1 scheinbar im Wesentlichen unterhalb derjenigen ohne
Celecoxibgabe.

In der Germinativschicht sinkt die Zellzahl bereits am 1. Tag nach Bestrahlungsbeginn auf
211 = 8 Zellen/mm (75 %). Unter geringen Schwankungen nehmen die Werte kontinuierlich ab
und erreichen mit 52 % des Ausgangswertes (147 = 10 Zellen/mm) ihr Minimum an Tag 10. An
den letzten beiden Beobachtungstagen nimmt die Zellzahl wieder geringgradig zu und liegt an
Tag 14 bei 195 £ 7 Zellen/mm (69 %). Im gesamten Beobachtungszeitraum liegen die
Zellzahlen der Germinativschicht im Versuch H1 anscheinend unterhalb derjenigen ohne
Celecoxibgabe.

Der Verlauf der Zellzahlen in der funktionellen Schicht erscheint dhnlich dem des Versuchs
HO. Nach einem Abfall an Tag 1 auf 77 + 4 Zellen/mm (63 %) folgt eine Zunahme an Tag 2 auf
99 + 8 Zellen/mm (82 %), bevor die Werte bis zum 4. Tag langsam abnehmen. Mit 86 % des
Ausgangswerts erreicht die Zellzahl an Tag 5 den héchsten Wert nach Bestrahlungsbeginn,
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fallt jedoch bereits am Folgetag auf 60 £ 13 Zellen/mm (50 %) ab und steigt im weiteren Verlauf
bis zum Ende des Beobachtungszeitraums kontinuierlich an. Das Minimum mit 44 % wird am
7. Tag nach Bestrahlungsbeginn und somit vermutlich einen Tag spater als im Versuch HO
erreicht. Am letzten Versuchstag liegt die Zellzahl mit 94 £ 5 Zellen/mm (78 %) vermutlich Uber
der im Versuch ohne Celecoxibtherapie.

5.2 Epitheldicke

Im Versuch HO erfolgte eine fraktionierte Bestrahlung mit 3 Gy/Tag an den Tagen 0-4 und
7-11. Die Epitheldicken wurden an den Tagen 0-14 bestimmt. Im Versuch H1 erfolgte eine
zusatzliche Gabe von Celecoxib an den Tagen 0-13 (Anhang Tab. 15, Tab. 16).

5.2.1 Epitheldicke im unbehandelten Epithel

Die mittlere Dicke des Gesamtepithels der Zungenunterseite betragt 68 + 3 um (Tab. 10). Die
funktionelle Schicht macht mit 56 % den grolten Anteil aus, wahrend Germinativ- und
Keratinschicht je 22 % einnehmen.

Tab. 10: Absolute und relative Schichtdicke im unbehandelten Epithel (n=5)

Schichtdicke in um = 1 SEM | Relative Schichtdicke in %
Gesamtepithel 68+ 3 100
Germinativschicht 15+ 1 22
Funktionelle Schicht 384 56
Keratinschicht 15+ 1 22
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5.2.2 Epitheldicke nach alleiniger Bestrahlung und zuséatzlicher Gabe von Celecoxib
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Abb. 7: Epitheldicke unter fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy ohne/mit Celecoxibtherapie

Die Abb. zeigt die Veranderungen der mittleren Dicke des Gesamtepithels und gesondert fiir
die einzelnen Schichten als taglicher Mittelwert von je 5 Mausen + Standardfehler (SEM). Der
graue Balken kennzeichnet die Werte in der unbehandelten Kontrolle (n=5) + SEM. Das
Bestrahlungsprotokoll (3 Gy) ist oberhalb der Abszisse angegeben.
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5.2.2.1 Epitheldicke nach alleiniger Bestrahlung

Bei alleiniger Bestrahlung nimmt die Dicke des Gesamtepithels ab Tag 2 nach
Bestrahlungsbeginn zu und erreicht ihr Maximum an Tag 3 mit 77 £ 2 ym (113 %). Bis zum
5. Tag sinken die Werte wieder und bewegen sich im weiteren Verlauf nur geringfugig unterhalb
der Kontrollwerte. In der Germinativ- und Keratinschicht liegen die Dicken fast im gesamten
Verlauf im normalen bis subnormalen Bereich, wobei die funktionelle Schicht den gréften
Anteil der Dickenzunahme des Gesamtepithels ausmacht. Sie erreicht an Tag 3 mit 120 % ihr
Maximum und bewegt sich ab dem 5. Tag nach Bestrahlungsbeginn im Kontrollbereich oder
geringfligig darunter.

5.2.2.2 Epitheldicke nach Bestrahlung und Gabe von Celecoxib

Bei Behandlung mit Celecoxib wird das Maximum der Gesamtepitheldicke scheinbar einen
Tag spater erreicht und liegt mit 88 + 6 um (129 %) im Vergleich zur alleinigen Bestrahlung
vermutlich héher. Ab dem 6. Behandlungstag scheint der Verlauf beider Versuchsgruppen
gleichsinnig. Bei Betrachtung der einzelnen Epithelschichten lassen sich sowohl in der
Germinativschicht als auch der funktionellen Schicht keine wesentlichen Unterschiede
zwischen Celecoxibgabe und alleiniger fraktionierter Bestrahlung vermuten. Lediglich an Tag
2-6 bewegen sich die Werte in der funktionellen Schicht vermutlich geringfiigig Gber denen bei
alleiniger Bestrahlung. In der Keratinschicht hingegen zeigt sich an Tag 4 mit 26 £ 6 ym
(177 %) wahrscheinlich ein ausgepragteres Maximum, wahrend im weiteren Verlauf wiederum
keine wesentlichen Abweichungen zu vermuten sind.

5.3 C-Jun-Expression

Im Versuch HO erfolgte eine fraktionierte Bestrahlung mit 3 Gy/Tag an den Tagen 0-4 und
7-11. Die c-Jun-Expression wurde an den Tagen 0-14 bestimmt. Im Versuch H1 erfolgte eine
zusatzliche Gabe von Celecoxib an den Tagen 0-13 (Anhang Tab. 17-Tab. 22).

5.3.1 C-Jun-Expression im unbehandelten Epithel

Abb. 8: Immunhistochemische Farbung von c-Jun im unbestrahlten Zungenepithel der Maus
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In Abbildung 8 und Tabelle 11 ist die Expression von c-Jun im nativen Epithel dargestellt und
zusammengefasst. Im Gesamtepithel farben sich 46 % der Zellen schwach und 35 % stark
positiv an. In der Germinativschicht ist mit 54 % der gréfte Anteil an Zellen schwach c-Jun-
positiv gefarbt, wahrend 27 % eine starke Expression zeigen. In der funktionellen Schicht sind
mit 55 % scheinbar deutlich mehr Zellen stark angefarbt im Vergleich zu 25 % der schwach c-
Jun exprimierenden Zellen. Der Anteil an ungefarbten Zellen ist in der Germinativschicht und

der funktionellen Schicht mit 19 % bzw. 20 % annahernd gleich.

Tab. 11: C-Jun-Expression im unbehandelten Epithel (n=5)

c-Jun-negativ
Zellzahl/mm
+ 1 SEM

schwach c-Jun-
positiv
Zellzahl/mm
+ 1 SEM

stark c-Jun-positiv
Zellzahl/mm
+ 1 SEM

Gesamtepithel

92 + 24 (19 %)*

232 + 41 (46 %)

168 + 18 (35 %)

Germinativschicht

65+ 18 (19 %)

197 + 36 (54 %)

93 + 10 (27 %)

Funktionelle Schicht

27 1 16 (20 %)

35 £ 6 (25 %)

75+ 9 (55 %)

* Die relativen Zellzahlen in der Tab. definieren den Anteil an entsprechend gefarbten Zellen
an der gesamten Schicht.

5.3.2 C-Jun-Expression nach alleiniger Bestrahlung und zusatzlicher Gabe von
Celecoxib

Die Abbildungsserie in Abbildung 9 illustriert exemplarisch die histomorphologischen
Veranderungen und die Veranderungen des Expressionsmusters von c-Jun im murinen
Zungenepithel am 1., 3., 5., 10., 11. und 14. Tag nach fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy
sowie nach zusatzlicher Celecoxibtherapie.
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Tag 10x3 Gy 10x3 Gy + Celecoxib

1 " o s
3 d “
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Abb. 9: Uberblick (iber die charakteristischen histomorphologischen Unterschiede bei
immunhistochemischer Farbung von c-Jun nach fraktionierter Bestrahlung mit
10x3 Gy ohne und mit Celecoxibtherapie
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5.3.2.1 C-Jun-Expression im Gesamtepithel
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Abb. 10: Zellzahlen unter fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy ohne/mit Celecoxibtherapie

Die Abb. zeigt die Veranderungen der absoluten und relativen Zellzahlen c-Jun-negativer
Zellen des Gesamtepithels als taglicher Mittelwert von je 5 Mausen + Standardfehler (SEM).
Der graue Balken kennzeichnet die Werte in der unbehandelten Kontrolle (n=5) + SEM. Das
Bestrahlungsprotokoll (3 Gy) ist oberhalb der Abszisse angegeben.

Im Normalepithel exprimieren 92 + 24 Zellen/mm (19 %) kein c-Jun. Im Versuch HO nimmt die
Anzahl am 1. Bestrahlungstag mit 41 + 12 Zellen/mm (10 %) deutlich ab und bewegt sich
zwischen dem 3. und 14. Tag mit geringen Schwankungen bei etwa 19 Zellen/mm. Bei
zusatzlicher Celecoxibtherapie ist der Abfall der Zellzahl c-Jun-negativer Zellen am 1. mit
24 + 11 Zellen/mm (6 %) und 2. Beobachtungstag mit 15 + 6 Zellen/mm (4 %) scheinbar

61



ERGEBNISSE - C-Jun-Expression

deutlicher ausgepragt. Im weiteren Verlauf lassen sich zwischen beiden Versuchsgruppen
keine Unterschiede vermuten. Betrachtet man im Versuch HO die relativen Zellzahlen im Ge-
samtepithel, die kein c¢-Jun exprimieren, zeigen sich vermutlich weniger starke
Veranderungen unter fraktionierter Bestrahlung als bei den absoluten Zellzahlen. Ausgehend
von 19 % c-Jun-negativer Zellen vor Bestrahlungsbeginn fallt der Wert bereits am 1.
Beobachtungstag auf 10 % ab und verhalt sich an den darauffolgenden Tagen nahezu
konstant. Zwischen beiden Versuchsgruppen kdénnen wahrscheinlich keine Unterschiede
festgestellt werden. Die Werte liegen fast ausnahmslos unterhalb der Kontrolle.
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Abb. 11: Zellzahlen unter fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy ohne/mit Celecoxibtherapie

Die Abb. zeigt die Veranderungen der absoluten und relativen Zellzahlen schwach c-Jun-
positiver Zellen des Gesamtepithels als taglicher Mittelwert von je 5 Mausen + Standardfehler
(SEM). Der graue Balken kennzeichnet die Werte in der unbehandelten Kontrolle (n=5) £+ SEM.
Das Bestrahlungsprotokoll (3 Gy) ist oberhalb der Abszisse angegeben.
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Die Anzahl schwach c-Jun-positiver Zellen im Gesamtepithel bei alleiniger fraktionierter
Bestrahlung fallt bereits am 1. Bestrahlungstag von 232 + 41 auf 108 £+ 13 Zellen/mm ab. Am
5. Beobachtungstag reduziert sich die Anzahl wiederum deutlich auf 47 £ 9 Zellen/mm. In den
darauffolgenden Tagen bleiben die absoluten Werte nahezu konstant, bis sie an Tag 11 mit
104 + 16 Zellen/mm erneut ansteigen. An den Tagen 12-14 ist die Anzahl schwach c-Jun-
positiver Zellen wieder geringer und erreicht am letzten Beobachtungstag einen Wert von
49 + 14 Zellen/mm. Bei Bestrahlung mit zusatzlicher Celecoxibapplikation ist der Verlauf der
schwach c-Jun-positiven Zellen im Gesamtepithel bis zum 3. Bestrahlungstag anscheinend im
Wesentlichen gleichsinnig zu den Werten im Versuch HO. An Tag 4-13 (mit Ausnahme von Tag
11) liegt die Anzahl dieser Zellpopulation mit Celecoxibgabe vermutlich deutlich héher, bevor
sich beide Versuchsgruppen am letzten Beobachtungstag wieder angleichen.

Die relative Anzahl schwach c-Jun-positiver Zellen fallt am 1. Bestrahlungstag auf 26 % ab. An
Tag 4 folgt eine weitere Reduktion auf 21 %. Anschlielend bleibt der Anteil dieser
Zellpopulation zwischen 15 und 32 %, bevor am 11. Beobachtungstag ein kurzfristiger Anstieg
auf 35 % beobachtet werden kann. In den restlichen Tagen des Versuchs erreichen die
relativen Werte mit 9-18 % ihr Minimum. Bei zusatzlicher Celecoxibtherapie scheinen die
Werte meist geringfiigig Uber denen des Versuchs HO zu liegen, lassen aber insgesamt einen
gleichsinnigen Verlauf vermuten. An Tag 14 gleichen sich die Werte beider Versuchsgruppen
wieder an.

63



ERGEBNISSE - C-Jun-Expression

500

—A— alleinige Bestrahlung
450 A

- @ - Bestrahlung und Celecoxib

400 -
350 -
300 - .
2501 N\ v /
200 - &N T DX\ T I/g

7 T
150

100 -

50 ~

stark c-Jun positive Zellen/ mm Epithellange

100

75 A

50 +

25 A

Relative Anzahl stark c-Jun positiver Zellen (%)

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Tage nach Bestrahlungsbeginn

Abb. 12: Zellzahlen unter fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy ohne/mit Celecoxibtherapie

Die Abb. zeigt die Veranderungen der absoluten und relativen Zellzahlen stark c-Jun-positiver
Zellen des Gesamtepithels als taglicher Mittelwert von je 5 Mausen + Standardfehler (SEM).
Der graue Balken kennzeichnet die Werte in der unbehandelten Kontrolle (n=5) + SEM. Das
Bestrahlungsprotokoll (3 Gy) ist oberhalb der Abszisse angegeben.

Bereits am 1. Bestrahlungstag steigt die Anzahl stark c-Jun-positiv gefarbter Zellen im
Gesamtepithel von 168 + 18 Zellen/mm der Kontrolle auf 263 £ 24 Zellen/mm an. Im weiteren
Verlauf unterliegt die Zellzahl nur geringen Schwankungen, bewegt sich jedoch weiterhin
oberhalb der Kontrolle, bevor am 11. Beobachtungstag ein starker Abfall auf
155 + 30 Zellen/mm zu verzeichnen ist. Im Anschluss steigt die Anzahl stark c-Jun
exprimierender Zellen wieder an und erreicht an Tag 13 mit 303 + 21 Zellen/mm ihr Maximum.
Bei Betrachtung der relativen Anzahl stark c-Jun-positiv gefarbter Zellen wird gleich nach
Bestrahlungsbeginn ein Anstieg von 35 % im Normalepithel auf 64 % sichtbar. Es folgt eine
weitere Zunahme auf 80 % am 5. Behandlungstag. Im weiteren Beobachtungszeitraum bleiben
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die Werte mit Ausnahme eines Abfalls an Tag 11 auf 51 % stabil, bis sie am 13. Tag mit 89 %
ihr Maximum erreichen. Im Versuch H1 I&sst sich ein ahnlicher Verlauf mit geringflgig niedri-
geren Werten an den Tagen 3-10 und 12-13 vermuten. Zum Ende des Beobachtungszeitraums
gleichen sich die Werte beider Versuchsgruppen an.

5.3.2.2 C-Jun-Expression in der Germinativschicht
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Abb. 13: Zellzahlen unter fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy ohne/mit Celecoxibtherapie

Die Abb. zeigt die Veranderungen der absoluten und relativen Zellzahlen c-Jun-negativer
Zellen in der Germinativschicht als taglicher Mittelwert von je 5 Mausen + Standardfehler
(SEM). Der graue Balken kennzeichnet die Werte in der unbehandelten Kontrolle (n=5) + SEM.
Das Bestrahlungsprotokoll (3 Gy) ist oberhalb der Abszisse angegeben.

Zu Bestrahlungsbeginn exprimieren 65 + 18 Zellen/mm (19 %) kein c-Jun. Im Versuch HO fallt

die Anzahl am 1. Bestrahlungstag auf 27 + 6 Zellen/mm (10 %) ab und sinkt weiter auf 8 + 3

Zellen/mm am 5. Tag. Im weiteren Verlauf ist die Anzahl c-Jun-negativer Zellen unter

geringen Schwankungen konstant. |hr Minimum wird an Tag 13 mit 3 £ 1 Zellen/mm erreicht.
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Bei zusatzlicher Celecoxibtherapie ist der Verlauf der absoluten und relativen Anzahl c-Jun-
negativer Zellen wahrscheinlich gleichsinnig.
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Abb. 14: Zellzahlen unter fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy ohne/mit Celecoxibtherapie

Die Abb. zeigt die Veranderungen der absoluten und relativen Zellzahlen schwach c-Jun-
positiver Zellen der Germinativschicht als taglicher Mittelwert von je 5 Mausen =
Standardfehler (SEM). Der graue Balken kennzeichnet die Werte in der unbehandelten
Kontrolle (n=5) + SEM. Das Bestrahlungsprotokoll (3 Gy) ist oberhalb der Abszisse
angegeben.

Die Anzahl schwach c-Jun-positiver Zellen in der Germinativschicht bei alleiniger fraktionierter
Bestrahlung fallt am 1. Bestrahlungstag von urspriinglich 197 + 36 Zellen/mm auf 84 + 13
Zellen/mm ab. Am 4. Beobachtungstag sinkt die Zellzahl erneut und erreicht am 5. Tag 41 £ 8
Zellen/mm. In den darauffolgenden Tagen bleiben die absoluten Werte nahezu konstant bis
sie an Tag 11 mit 72 + 8 Zellen/mm ansteigen. An den Tagen 12-14 ist die Anzahl schwach
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c-Jun exprimierender Zellen vermutlich geringer und erreicht inr Minimum mit 23 + 4 Zellen/mm
am 13. Tag nach Bestrahlungsbeginn.

Bei Bestrahlung mit zusatzlicher Celecoxibapplikation liegt die Anzahl der schwach c-Jun-
positiven Zellen in der Germinativschicht vermutlich im Wesentlichen Uber derjenigen im
Versuch HO. Der Unterschied scheint insbesondere an den Beobachtungstagen 5-10 und 12-
13 ausgepragt.

Die relative Anzahl schwach c-Jun-positiver Zellen fallt am 1. Bestrahlungstag von urspriinglich
54 % auf 31 % ab und fallt weiter bis zum Tag 5 (20 %). Bis zum 11. Beobachtungstag nehmen
die relativen Werte wieder zu und erreichen mit 38 % ihr Maximum. In den letzten 3
Versuchstagen ist der Anteil schwach c-Jun-positiver Zellen der Germinativschicht mit
10-21 % anscheinend wieder geringer. Fast im gesamten Beobachtungszeitraum liegen die
relativen Werte im Versuch H1 mit Celecoxibapplikation wahrscheinlich oberhalb derjenigen
im Versuch HO. An den Tagen 6-10 und 12-13 ist diese Zellpopulation vermutlich um
durchschnittlich 15 % gréRRer. Am letzten Beobachtungstag gleichen sich die Werte beider
Versuchsgruppen vermutlich wieder an und sind mit 16 % (HO) bzw. 11 % (H1) anndhernd
gleich.
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Abb. 15: Zellzahlen unter fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy ohne/mit Celecoxibtherapie

Die Abb. zeigt die Veranderungen der absoluten und relativen Zellzahlen stark c-Jun-positiver
Zellen der Germinativschicht als taglicher Mittelwert von je 5 Mausen + Standardfehler (SEM).
Der graue Balken kennzeichnet die Werte in der unbehandelten Kontrolle (n=5) + SEM. Das
Bestrahlungsprotokoll (3 Gy) ist oberhalb der Abszisse angegeben.

Zu Bestrahlungsbeginn nimmt die absolute Anzahl stark c-Jun exprimierender Zellen in der
Germinativschicht gegentber der Kontrolle mit 93 + 10 Zellen/mm deutlich zu und erreicht an
Tag 1 161 £ 13 Zellen/mm. Einem geringen Abfall an Tag 2-3 folgt eine erneute Zunahme am
4. Tag auf 176 £ 18 Zellen/mm. Die Zellzahl unterliegt danach geringen Schwankungen und
erreicht am 11. Tag mit 93 £ 17 Zellen/mm wieder das Ausgangsniveau. Anschlie3end steigen
die Werte wieder deutlich an. Das Maximum von 202 + 15 Zellen/mm wird an Tag 13 erreicht
und fallt am letzten Versuchstag auf 166 + 15 Zellen/mm. Im Versuch mit fraktionierter
Bestrahlung und zusatzlicher Celecoxibgabe scheinen die absoluten Zellzahlen stark c-Jun-
positiver Zellen der Germinativschicht im Wesentlichen unterhalb derer des Versuchs HO zu
liegen und sich an Tag 14 nach Bestrahlungsbeginn wieder anzugleichen.
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Die relativen Werte dieser Zellpopulation steigen am 1. Tag auf etwa das Doppelte des
Ausgangswertes (60 %) an. Am 4. Bestrahlungstag sind ca. 70 % der Zellen in der
Germinativschicht stark c-Jun-positiv gefarbt. In den darauffolgenden Tagen bleibt der Anteil
nahezu konstant, fallt schlieRlich am 11. Beobachtungstag auf 48 %, bevor er zum Ende des
Versuchs erneut ansteigt und an Tag 14 bei 78 % liegt. Im Versuch H1 bewegen sich die Werte
scheinbar fast im gesamten Zeitraum unterhalb derer mit alleiniger Bestrahlung und gleichen
sich zum Versuchsende aneinander an.

5.3.2.3 C-Jun-Expression in der funktionellen Schicht
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Abb. 16: Zellzahlen unter fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy ohne/mit Celecoxibtherapie

Die Abb. zeigt die Veranderungen der absoluten und relativen Zellzahlen c-Jun-negativer
Zellen der funktionellen Schicht als taglicher Mittelwert von je 5 Mausen + Standardfehler
(SEM). Der graue Balken kennzeichnet die Werte in der unbehandelten Kontrolle (n=5) £ SEM.
Das Bestrahlungsprotokoll (3 Gy) ist oberhalb der Abszisse angegeben.
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Die Anzahl der Zellen in der funktionellen Schicht, die kein c-Jun exprimieren, nimmt im
Versuch mit alleiniger fraktionierter Bestrahlung bis zum 3. Tag nach Bestrahlungsbeginn von
27 + 6 auf 4 + 2 Zellen/mm ab und bleibt im weiteren Beobachtungszeitraum unter geringen
Schwankungen konstant auf diesem niedrigen Niveau. Zwischen beiden Versuchsgruppen HO
und H1 bestehen vermutlich keine substantiellen Unterschiede.

Der prozentuale Anteil c-Jun-negativer Zellen in der funktionellen Schicht nimmt von
ursprunglich 20 % in der Kontrolle auf einen relativen Wert von 3 % am 6. Beobachtungstag
ab. Im weiteren Verlauf bleiben die Werte nahezu konstant und bewegen sich stets unterhalb
der Kontrolle. Bei zusatzlicher Celecoxibapplikation kdnnen scheinbar keine wesentlichen
Unterschiede zur alleinigen Bestrahlung festgestellt werden.
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Abb. 17: Zellzahlen unter fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy ohne/mit Celecoxibtherapie

Die Abb. zeigt die Veranderungen der absoluten und relativen Zellzahlen schwach c-Jun-
positiver Zellen der funktionellen Schicht als taglicher Mittelwert von je 5 Mausen * Standard-
fehler (SEM). Der graue Balken kennzeichnet die Werte in der unbehandelten Kontrolle (n=5)
+ SEM. Das Bestrahlungsprotokoll (3 Gy) ist oberhalb der Abszisse angegeben.

70



ERGEBNISSE - C-Jun-Expression

Schwach c-Jun exprimierende Zellen der funktionellen Schicht nehmen im Vergleich zum
Normalepithel mit 35 £ 6 Zellen/mm mit Bestrahlungsbeginn ab und erreichen am 5. Tag mit
7 £ 2 Zellen/mm ihr Minimum. Bis zum Ende des Versuchs bleibt die Zellzahl annahernd gleich,
mit Ausnahme einer geringen Zunahme am 11. Beobachtungstag auf 32 + 8 Zellen/mm. Der
Anteil schwach c-Jun-positiver Zellen der funktionellen Schicht bewegt sich im gesamten
Beobachtungszeitraum beider Versuchsgruppen wahrscheinlich geringfugig unterhalb bzw. im
Bereich der Kontrolle.
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Abb. 18: Zellzahlen unter fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy ohne/mit Celecoxibtherapie

Die Abb. zeigt die Veranderungen der absoluten und relativen Zellzahlen stark c-Jun-positiver
Zellen der funktionellen Schicht als taglicher Mittelwert von je 5 Mausen + Standardfehler
(SEM). Der graue Balken kennzeichnet die Werte in der unbehandelten Kontrolle (n=5) + SEM.
Das Bestrahlungsprotokoll (3 Gy) ist oberhalb der Abszisse angegeben.

Die relativen Werte dieser Zellpopulation fallen von urspriinglich 25 % am 5. Bestrahlungstag
auf 6 % ab. Bis zum Tag 11 nimmt der relative Anteil schwach c-Jun exprimierender Zellen der
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funktionellen Schicht dann wieder zu und erreicht mit 31 % sein Maximum, bevor er zum
letzten Beobachtungstag wieder auf 11 % abfallt. Im Versuch H1 erscheint der Verlauf
gleichsinnig mit Ausnahme des fehlenden Minimums an Tag 5.

Stark c-Jun exprimierende Zellen der funktionellen Schicht nehmen mit Bestrahlungsbeginn
von 75 £ 9 Zellen/mm auf 103 + 11 Zellen/mm zu, fallen jedoch anschlie®end wieder
kontinuierlich ab und erreichen am 4. Tag 83 + 5 Zellen/mm. An den Tagen 6-11 bewegen sich
die Werte im Bereich der Kontrolle. Die grofdte Zellzahl stark c-Jun-positiver Zellen wird mit
98 £ 9 bis 101 £ 8 Zellen/mm in der funktionellen Schicht an den Tagen 12-14 erreicht. Im
Versuch mit zusatzlicher Celecoxibgabe sind keine wesentlichen Unterschiede zu vermuten.
Der relative Anteil stark c-Jun exprimierender Zellen bei alleiniger fraktionierter Bestrahlung
nimmt bis zum 5. Tag nach Bestrahlungsbeginn auf 89 % zu und bleibt bis Tag 10 unter
geringen Schwankungen konstant. Nach einem Minimum an Tag 11 mit 56 % wird am 13. Be-
strahlungstag mit 91 % das Maximum erreicht. Zwischen den relativen Werten beider
Versuchsgruppen kann anscheinend kein substantieller Unterschied festgestellt werden.

5.4 NFxB p50-Expression

Im Versuch HO erfolgte eine fraktionierte Bestrahlung mit 3 Gy/Tag an den Tagen 0-4 und
7-11. Die NF-xB p50-Expression wurde an den Tagen 0-14 bestimmt. Im Versuch H1 erfolgte
eine zusatzliche Gabe von Celecoxib an den Tagen 0-13 (Anhang Tab. 23-Tab. 28).

5.4.1 NF-kxB p50-Expression im unbehandelten Epithel
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Abb. 19: Immunhistochemische Farbung von NF-xB p50 im unbestrahlten Zungenepithel der
Maus

In Abbildung 19 und Tabelle 12 ist die Expression von NF-xB p50 im nativen Epithel dargestellt
und zusammengefasst. Im Gesamtepithel farben sich 35 % der Zellen schwach und 44 % stark
NF-kB p50-positiv an. In der Germinativschicht ist mit 47 % der grofite Anteil an Zellen stark
NF-kB p50-positiv gefarbt, wahrend 37 % eine schwache Expression zeigen. In der funktio-
nellen Schicht ist die Zellpopulation, die kein NF-xB p50 exprimiert, mit 34 % vermutlich
deutlich gréfRer als in der Germinativschicht. Der Anteil an schwach und stark NF-xB p50-
positiven Zellen ist in der funktionellen Schicht mit 31 % bzw. 35 % annahernd gleich.
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Tab. 12: NF-xB p50-Expression im unbehandelten Epithel (n=5)

NF-xB p50-negativ schwach N.F.-KB stark NF-K.B p50-
p50-positiv positiv
2l Zellzahl/ Zellzahl/
+ 1 SEM ellzahl/mm ellzahl/mm
. + 1 SEM + 1 SEM
Gesamtepithel 94 + 22 (21 %)* 163 + 18 (35 %) 202 * 39 (44 %)
Germinativschicht 49 + 13 (15 %) 122 + 14 (37 %) 157 + 28 (47 %)
Funktionelle Schicht 45 + 12 (34 %) 41 £ 4 (31 %) 45 + 13 (35 %)

* Die relativen Zellzahlen in der Tab. definieren den Anteil an entsprechend gefarbten Zellen
an der gesamten Schicht.

5.4.2 NF-B p50-Expression nach alleiniger Bestrahlung und zusatzlicher Gabe von
Celecoxib

Die Abbildungsserie in Abbildung 20 illustriert exemplarisch die histomorphologischen
Veranderungen und die Veranderungen des Expressionsmusters von NF-kB p50 im murinen
Zungenepithel am 1., 3., 7., 8. und 14. Tag nach fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy bzw.
nach zusatzlicher Celecoxibtherapie.
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Tag 10x3 Gy 10x3 Gy + Celecoxib
1
3
7
8 S e 2
s R 2y
PR A bl
14

Abb. 20: Uberblick Uber die charakteristischen histomorphologischen Unterschiede bei
immunhistochemischer Farbung von NF-xB p50 bei fraktionierter Bestrahlung mit
10x3 Gy ohne/mit Celecoxibtherapie
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5.4.2.1 NF-«B p50-Expression im Gesamtepithel
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Abb. 21: Zellzahlen unter fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy ohne/mit Celecoxibtherapie

Die Abb. zeigt die Veranderungen der absoluten und relativen Zellzahlen NF-kB p50-negativer
Zellen des Gesamtepithels als taglicher Mittelwert von je 5 Mausen + Standardfehler (SEM).
Der graue Balken kennzeichnet die Werte in der unbehandelten Kontrolle (n=5) + SEM. Das
Bestrahlungsprotokoll (3 Gy) ist oberhalb der Abszisse angegeben.

Zu Bestrahlungsbeginn exprimieren 94 + 22 Zellen/mm im Gesamtepithel kein NF-xB p50. Im
Versuch HO nimmt die Anzahl bis zum 3. Bestrahlungstag auf 18 + 4 Zellen/mm ab und verhalt
sich in den darauffolgenden Untersuchungstagen unter geringen Schwankungen konstant. Bei
zusatzlicher Celecoxibgabe ist kein Unterschied der absoluten Zahlen NF-xB p50-negativer
Zellen zu vermuten. Lediglich am 8. Tag nach Bestrahlungsbeginn erreicht diese
Zellpopulation mit 63 + 18 Zellen/mm vermutlich einen wesentlich héheren Wert als bei
alleiniger Bestrahlung (17 = 4 Zellen/mm).
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In Versuchsgruppe HO fallt der relative Anteil der Zellen im Gesamtepithel, die kein NF-xB p50
exprimieren, bis zum 3. Beobachtungstag von urspringlich 21 % auf 5 % ab und verhalt sich
an den darauffolgenden Tagen nahezu konstant. Zwischen beiden Versuchsgruppen kénnen
scheinbar keine Unterschiede festgestellt werden.
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Abb. 22: Zellzahlen unter fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy ohne/mit Celecoxibtherapie

Die Abb. zeigt die Veranderungen der absoluten und relativen Zellzahlen schwach NF-xB p50-
positiver Zellen des Gesamtepithels als taglicher Mittelwert von je 5 Mausen * Standardfehler
(SEM). Der graue Balken kennzeichnet die Werte in der unbehandelten Kontrolle (n=5) + SEM.
Das Bestrahlungsprotokoll (3 Gy) ist oberhalb der Abszisse angegeben.

Die Anzahl schwach NF-xB p50-positiver Zellen im Gesamtepithel bei alleiniger fraktionierter
Bestrahlung fallt kontinuierlich bis zum 9. Bestrahlungstag von urspringlich 163 + 18 auf
56 + 7 Zellen/mm ab. In den darauffolgenden Versuchstagen bleibt die Zellzahl konstant. Am
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13. und 14. Tag nach Bestrahlungsbeginn nimmt die Anzahl schwach NF-xB p50
exprimierender Zellen zu und erreicht am letzten Tag 99 + 13 Zellen/mm. Bei Bestrahlung mit
zusatzlicher Celecoxibapplikation erscheint der Verlauf der Anzahl NF-xB p50-positiver Zellen
im Gesamtepithel im Wesentlichen gleichsinnig zu den Werten im Versuch HO. An den Tagen
4-7 liegt die Anzahl dieser Zellpopulation vermutlich geringfiigig unterhalb derer ohne
Celecoxibgabe, am 8. Tag nach Bestrahlungsbeginn mit 94 + 7 Zellen/mm scheinbar
geringfligg dariber. Die relative Anzahl schwach NF-kB p50-positiver Zellen fallt nach Beginn
der fraktionierten Bestrahlung sehr langsam und erreicht an Tag 9 mit 17 % ihr Minimum. Bis
zum letzten Beobachtungstag steigt der Anteil schwach NF-kB p50 exprimierender Zellen im
Gesamtepithel langsam wieder an und liegt an Tag 14 mit 27 % nur minimal unterhalb der
Kontrolle (35 %).

Bei zusatzlicher Celecoxibtherapie zeigen die Werte anscheinend insgesamt einen gleich-
sinnigen Verlauf.
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Abb. 23: Zellzahlen unter fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy ohne/mit Celecoxibtherapie

Die Abb. zeigt die Veranderungen der absoluten und relativen Zellzahlen stark NF-xB p50-
positiver Zellen des Gesamtepithels als taglicher Mittelwert von je 5 Mausen * Standardfehler
(SEM). Der graue Balken kennzeichnet die Werte in der unbehandelten Kontrolle (n=5) + SEM.
Das Bestrahlungsprotokoll (3 Gy) ist oberhalb der Abszisse angegeben.

In den ersten drei Tagen nach Bestrahlungsbeginn steigt die Anzahl stark NF-xB p50-positiv
gefarbter Zellen im Gesamtepithel von 202 + 39 Zellen/mm auf 256 + 12 Zellen/mm an, gefolgt
von einem Abfall an den darauffolgenden Tagen. Am 6. Beobachtungstag erreicht diese Zell-

population 208 + 28 Zellen/mm und bleibt an den Versuchstagen 7-11 mit durchschnittlich 250
Zellen/mm Epithellange nahezu konstant. Es folgt eine erneute Reduktion der stark NF-xB p50
exprimierenden Zellen an Tag 12, bevor am letzten Beobachtungstag 246 + 39 Zellen/mm
gezahlt werden kdnnen. Bei fraktionierter Bestrahlung und zusatzlicher Celecoxibgabe liegt
die Anzahl stark NF-xB p50-positiv gefarbter Zellen im Gesamtepithel an den Versuchstagen

1 und 2 mit 258 £ 12 Zellen/mm bzw. 280 + 42 Zellen/mm sowie an den Versuchstagen 5
(264 27 Zellen/mm) und 12 (283 = 30 Zellen/mm) scheinbar oberhalb derer bei alleiniger
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Bestrahlung, an den Tagen 8 und 13 mit 184 + 8 Zellen/mm bzw. 174 + 20 Zellen/mm
vermutlich deutlich darunter.

Der relative Anteil stark NF-xB p50-positiv gefarbter Zellen steigt nach Bestrahlungsbeginn
beginnend mit dem Kontrollwert in Héhe von 44 % kontinuierlich an. Das Maximum wird an
Tag 9 mit 79 % erreicht. In den darauffolgenden Beobachtungstagen bleibt der Anteil dieser
Zellpopulation nahezu konstant. Unter gleichzeitiger Celecoxibgabe verlauft der Anstieg des
relativen Anteils stark NF-«xB p50 exprimierender Zellen nach Bestrahlungsbeginn
wahrscheinlich geringflgig steiler und erreicht mit 81 % an Tag 5 sein Maximum 4 Tage
scheinbar friher als in Versuchsgruppe HO.
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5.4.2.2 NF-B p50-Expression in der Germinativschicht
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Abb. 24: Zellzahlen unter fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy ohne/mit Celecoxibtherapie

Die Abb. zeigt die Veranderungen der absoluten und relativen Zellzahlen NF-kB p50-negativer
Zellen der Germinativschicht als taglicher Mittelwert von je 5 Mausen + Standardfehler (SEM).
Der graue Balken kennzeichnet die Werte in der unbehandelten Kontrolle (n=5) + SEM. Das
Bestrahlungsprotokoll (3 Gy) ist oberhalb der Abszisse angegeben.

Zu Bestrahlungsbeginn exprimieren 49 + 13 Zellen/mm in der Germinativschicht kein
NF-kB p50. Im Versuch HO nimmt die Anzahl bis zum 4. Bestrahlungstag auf 6 £ 2 Zellen/mm
ab und bleibt in den darauffolgenden Untersuchungstagen unter geringen Schwankungen
konstant. Bei zusatzlicher Celecoxibtherapie lasst sich kein wesentlicher Unterschied der
absoluten Zahlen NF-kB p50-negativer Zellen vermuten.

Betrachtet man im Versuch HO die relativen Zellzahlen in der Germinativschicht, die kein
NF-xB p50 exprimieren, fallt deren Anteil bis zum 4. Beobachtungstag von urspriinglich 15 %
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auf 3 % ab und verhalt sich an den darauffolgenden Tagen nahezu konstant. Zwischen beiden
Versuchsgruppen kénnen scheinbar keine markanten Unterschiede festgestellt werden.
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Abb. 25: Zellzahlen unter fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy ohne/mit Celecoxibtherapie

Die Abb. zeigt die Veranderungen der absoluten und relativen Zellzahlen schwach NF-xB p50-
positiver Zellen der Germinativschicht als taglicher Mittelwert von je 5 Mausen =
Standardfehler (SEM). Der graue Balken kennzeichnet die Werte in der unbehandelten
Kontrolle (n=5) + SEM. Das Bestrahlungsprotokoll (3 Gy) ist oberhalb der Abszisse
angegeben.

Die Anzahl schwach NF-kB p50-positiver Zellen in der Germinativschicht fallt unter alleiniger
fraktionierter Bestrahlung bis zum 9. Bestrahlungstag von urspriinglich 122 + 14 auf 28 + 3
Zellen/mm stetig ab und bleibt in den folgenden Beobachtungstagen annahernd konstant. Am
13. und 14. Tag nach Bestrahlungsbeginn nimmt die Anzahl schwach NF-xB p50
exprimierender Zellen zu und erreicht am letzten Versuchstag 55 + 11 Zellen/mm.
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Bei Bestrahlung mit zusatzlicher Celecoxibapplikation ist der Verlauf der Anzahl schwach
NF-xB p50-positiver Zellen in der Germinativschicht vermutlich im Wesentlichen gleichsinnig
zu den Werten im Versuch HO. An den Tagen 4-7 liegt die Anzahl dieser Zellpopulation
anscheinend geringfiigig unterhalb derer ohne Celecoxibgabe, am 8. Tag nach
Bestrahlungsbeginn mit 64 + 8 Zellen/mm scheinbar geringfugig dartuber. Der relative Anteil
schwach NF-kB p50-positiver Zellen nimmt nach Beginn der fraktionierten Bestrahlung von
urspringlich 37 % ab und erreicht an Tag 9 mit 13 % ihr Minimum. Bis zum letzten
Beobachtungstag steigt der Anteil schwach NF-xB p50 exprimierender Zellen in der
Germinativschicht wieder an und liegt an Tag 14 mit 24 % weiterhin unterhalb der Kontrolle.
Bei zusatzlicher Celecoxibtherapie lassen die Werte insgesamt einen gleichsinnigen Verlauf
vermuten.
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Abb. 26: Zellzahlen unter fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy ohne/mit Celecoxibtherapie

Die Abb. zeigt die Veranderungen der absoluten und relativen Zellzahlen stark NF-«xB p50-
positiver Zellen der Germinativschicht als taglicher Mittelwert von je 5 Mausen =
Standardfehler (SEM). Der graue Balken kennzeichnet die Werte in der unbehandelten
Kontrolle (n=5) + SEM. Das Bestrahlungsprotokoll (3 Gy) ist oberhalb der Abszisse
angegeben.

Bis zum 3. Tag nach Bestrahlungsbeginn steigt die Anzahl stark NF-kxB p50-positiv gefarbter
Zellen in der Germinativschicht von 157 + 28 Zellen/mm im Normalepithel auf 186 + 10
Zellen/mm an. An den Versuchstagen 5-6 liegt diese Zellpopulation nur geringfiigig oberhalb
der Kontrolle, bevor an Tag 7 mit 198 £ 19 Zellen/mm ihr Maximum erreicht wird. Im weiteren
Beobachtungszeitraum liegt die Anzahl stark NF-xB p50 exprimierender Zellen innerhalb bzw.
minimal oberhalb der Kontrolle. Bei fraktionierter Bestrahlung und zusatzlicher Celecoxibgabe
sind in der ersten Versuchswoche anscheinend mehr Zellen stark NF-xB p50-positiv gefarbt.
Am 4.Tag nach Bestrahlungsbeginn wird mit 220 + 3 Zellen/mm Epithellange ihr Maximum
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vermutlich deutlich friher als im Versuch HO erreicht. Ab dem 6. Versuchstag kdnnen
scheinbar keine wesentlichen Unterschiede zwischen beiden Versuchsgruppen festgestellt
werden. Die relative Anzahl stark NF-xB p50-positiv gefarbter Zellen steigt von urspriinglich
47 % nach Bestrahlungsbeginn kontinuierlich an. Das Maximum wird am 9. Tag nach
Bestrahlungsbeginn mit 86 % erreicht. In den darauffolgenden Beobachtungstagen bleibt der
Anteil dieser Zellen der Germinativschicht nahezu konstant. Unter gleichzeitiger
Celecoxibapplikation verlauft der Anstieg des relativen Anteils stark NF-kB p50 exprimierender
Zellen vermutlich geringfigig steiler und erreicht mit 88 % an Tag 5 sein Maximum 4 Tage
friher als in Versuchsgruppe HO. Weitere Unterschiede koénnen wahrscheinlich nicht
festgestellt werden.
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5.4.2.3 NF-B p50-Expression in der funktionellen Schicht
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Abb. 27: Zellzahlen unter fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy ohne/mit Celecoxibtherapie

Die Abb. zeigt die Veranderungen der absoluten und relativen Zellzahlen NF-kB p50-negativer
Zellen der funktionellen Schicht als taglicher Mittelwert von je 5 Mausen + Standardfehler
(SEM). Der graue Balken kennzeichnet die Werte in der unbehandelten Kontrolle (n=5) + SEM.
Das Bestrahlungsprotokoll (3 Gy) ist oberhalb der Abszisse angegeben.

Zu Bestrahlungsbeginn exprimieren 45 £ 12 Zellen/mm in der funktionellen Schicht kein
NF-kB p50. Im Versuch HO nimmt die Anzahl bis zum 3. Bestrahlungstag auf 8 £ 2 Zellen/mm
ab und halt sich in den darauffolgenden Untersuchungstagen unter geringen Schwankungen
konstant. Bei zusatzlicher Celecoxibtherapie ist anscheinend kein Unterschied der absoluten
Zahlen NF-kB p50-negativer Zellen zu erkennen.

Betrachtet man im Versuch HO die relativen Zellzahlen in der funktionellen Schicht, die kein
NF-kB p50 exprimieren, fallt deren Anteil bis zum 3. Beobachtungstag von urspriinglich 34 %
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auf 7 % ab und bleibt an den darauffolgenden Tagen annahernd konstant. Zwischen beiden
Versuchsgruppen kdénnen keine Unterschiede vermutet werden.
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Abb. 28: Zellzahlen unter fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy ohne/mit Celecoxibtherapie

Die Abb. zeigt die Veranderungen der absoluten und relativen Zellzahlen schwach NF-xB p50-
positiver Zellen der funktionellen Schicht als taglicher Mittelwert von je 5 Mausen +
Standardfehler (SEM). Der graue Balken kennzeichnet die Werte in der unbehandelten
Kontrolle (n=5) + SEM. Das Bestrahlungsprotokoll (3 Gy) ist oberhalb der Abszisse
angegeben.

Die Anzahl schwach NF-kB p50-positiver Zellen in der funktionellen Schicht fallt unter alleiniger
fraktionierter Bestrahlung bis zum 6. Bestrahlungstag von 41 + 4 auf 28 + 5 Zellen/mm ab und
bleibt in den folgenden Beobachtungstagen anndhernd konstant. Am 14. Tag nach
Bestrahlungsbeginn erreicht die Anzahl schwach NF-xB p50 exprimierender Zellen einen Wert
von 44 + 3 Zellen/mm und liegt somit wieder innerhalb der Kontrolle. Zwischen den Versuchs-
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gruppen HO und H1 lassen sich in dieser Zellpopulation keine wesentlichen Unterschiede
vermuten. Der relative Anteil schwach NF-kB p50-positiver Zellen liegt wahrend des gesamten
Beobachtungszeitraums im Bereich der Kontrolle (31 + 2 %) bzw. nur geringfligig dartiber oder
darunter. Bei zusatzlicher Celecoxibtherapie zeigen die Werte anscheinend insgesamt einen
gleichsinnigen Verlauf.
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Abb. 29: Zellzahlen unter fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy ohne/mit Celecoxibtherapie

Die Abb. zeigt die Veranderungen der absoluten und relativen Zellzahlen stark NF-xB p50-
positiver Zellen der funktionellen Schicht als taglicher Mittelwert von je 5 Mausen %
Standardfehler (SEM). Der graue Balken kennzeichnet die Werte in der unbehandelten
Kontrolle (n=5) + SEM. Das Bestrahlungsprotokoll (3 Gy) ist oberhalb der Abszisse
angegeben.

Am 3. Tag nach Bestrahlungsbeginn steigt die Anzahl stark NF-kB p50-positiv gefarbter Zellen
in der funktionellen Schicht von 45 * 13 Zellen/mm im Normalepithel auf 70 £ 5 Zellen/mm an,
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gefolgt von einem Abfall auf bis zu 48 + 10 Zellen/mm an Tag 6. Das Maximum von
76 £ 10 Zellen/mm wird am 8. Versuchstag erreicht, bevor die Werte anschlielsend erneut ab-
fallen. Am letzten Versuchstag erreicht die Anzahl stark NF-xB p50 exprimierender Zellen
75 = 16 Zellen/mm. Bei fraktionierter Bestrahlung und zusatzlicher Celecoxibgabe erfolgt
bereits am 1. Tag nach Bestrahlung ein deutlicher Anstieg auf 70 + 14 Zellen/mm. Auch am 2.
Versuchstag liegt die Anzahl stark NF-xB p50-positiv gefarbter Zellen in der funktionellen
Schicht mit 75 + 11 Zellen/mm scheinbar deutlich oberhalb derer im Versuch HO. An den
Beobachtungstagen 8 und 13 liegen die Werte mit 36 + 6 bzw. 19 + 2 Zellen/mm vermutlich
unterhalb derer ohne Celecoxibapplikation.

Die relative Anzahl stark NF-xB p50-positiv gefarbter Zellen steigt von einem Ausgangswert in
Hohe von 35 % am 3. Tag nach Bestrahlungsbeginn an. Nach geringen Schwankungen
oberhalb der Kontrolle wird mit 65 % an Tag 8 das Maximum erreicht. In den darauffolgenden
Beobachtungstagen nimmt der Anteil dieser Zellpopulation kontinuierlich ab und liegt am
13. Tag des Versuchs mit 39 % wieder innerhalb der Kontrolle. Unter gleichzeitiger
Celecoxibgabe erfolgt der Anstieg des relativen Anteils stark NF-xB p50 exprimierender Zellen
anscheinend schneller und fraher als im Versuch HO und liegt bereits am 1. Tag nach
Bestrahlungsbeginn oberhalb der Kontrolle. Die Maxima werden mit 67 % an Tag 5 und 12
erreicht. An Tag 8 und 13 ist der Anteil dieser Zellpopulation in der funktionellen Schicht bei
zusatzlicher Celecoxibverabreichung vermutlich deutlich geringer als bei alleiniger
fraktionierter Bestrahlung.
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6. Diskussion
6.1 Klinischer Hintergrund: Radiogene Mucositis enoralis

Die Inzidenz von oralen Tumoren wird bei Hund und Katze mit 70,4 bzw. 45,4 pro 100.000
Tieren angegeben (KESSLER 2012a). Krebserkrankungen zéhlen bei diesen Tieren nach
chronischen Erkrankungen zu den haufigsten Todesursachen (GLOWING 2013, LACHERETZ
et al. 2002). Beim Menschen stehen Neoplasien nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen an zweiter
Stelle der Todesursachen, bei 40-60-jahrigen Frauen sogar an erster Stelle (ACHTERBERG
et al. 2006, KARSTENS et al. 2010, Statistisches Bundesamt Wiesbaden 2013). In
Deutschland erkranken jahrlich ca. 20.000 Menschen an Kopf-Hals-Tumoren, wobei Manner
deutlich haufiger betroffen sind als Frauen (Deutsche Krebshilfe e.V. 2009, Kopf-Hals-
Tumorstiftung 2015).

In der Humanmedizin unterziehen sich mehr als 50 % der Krebspatienten im Laufe ihrer
Therapie einer Bestrahlung (KARSTENS et al. 2010). Auch in der Veterinarmedizin stellt die
Strahlentherapie neben der Chirurgie und Chemotherapie eine sehr effektive und zunehmend
vom Besitzer geforderte Behandlungsoption von Malignomen dar.

Bei jeder effektiven kurativen Radiotherapie muss gesundes Gewebe (Ein- und Austrittskanale
der Strahlung, gesunde Anteile innerhalb des Tumors und in unmittelbarer Umgebung des
Tumors) mit signifikanten Dosen exponiert werden, sodass stets eine gewisse Rate an
(schweren) Nebenwirkungen im Normalgewebe akzeptiert wird (DORR 2005, 2006b, 2009,
2010).

Die Mucositis enoralis ist die bedeutendste und meist dosislimitierende frihe Strahlenfolge
einer Radiotherapie von oropharyngealen Tumoren (BESE et al. 2007, BONOMI und BATT
2015, DORR 2005, 2009, DORR et al. 2005a, DORR et al. 2007, DORR et al. 2008, DORR et
al. 2009, HAAGEN et al. 2009, KEEFE et al. 2007). Bei bis zu 20 % der Betroffenen ist eine
Unterbrechung der Behandlung notwendig, um eine Heilung der Schleimhaut zu ermdglichen
(DORR et al. 2009, GROTZ et al. 2003, RUSSO et al. 2008). Jede Therapiepause senkt jedoch
gleichzeitig die Heilungschance der Krebserkrankung im Kopf-Hals-Bereich (DORR et al.
2007, DORR et al. 2008, DORR et al. 2009, EPSTEIN und KLASSER 2006, HERRMANN et
al. 2006). Weiterhin ist die Mucositis enoralis assoziiert mit einer verschlechterten
Lebensqualitat, hohen Behandlungskosten und einem erhohten Risiko fur sekundare
Infektionen und spate Nebenwirkungen (D(")RR 2006b, DORR und HENDRY 2001,
HERRMANN et al. 2006).

Bisher konnte trotz umfangreicher experimenteller und klinischer Untersuchungen keine
spezifische Strategie zur Behandlung der radiogenen Mucositis enoralis Einzug in die klinische
Routine finden (BONOMI und BATT 2015, DORR et al. 2009, KEEFE et al. 2007, LALLA et al.
2006, ROSENTHAL und TROTTI 2009, TREISTER und SONIS 2007, VIET et al. 2014). Die
epitheliale Schleimhautreaktion wird von Gefal3- und entziindlichen Gewebsreaktionen
begleitet, zu denen auch die Ausschittung proinflammatorischer Zytokine wie z.B. IL-1a, IL-
1B, IL-6, TNF-a, COX-2 und Prostaglandinen z&hlt (BONAN et al. 2007, DORR et al. 2006,
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DORR 2006b, 2009, GULSHAN et al. 2008, HAAGEN et al. 2009, LOGAN et al. 2007b,
MAENG et al. 2006, SCARDINA et al. 2010, SONIS 2007, TREISTER und SONIS 2007,
ZHANG und MOSSER 2008).

Celecoxib zahlt zu den NSAIDs, welche uber die Hemmung der Cyclooxygenase die
Ausschuttung von Prostaglandinen und Thromboxanen verhindert und auf diesem Wege
entzindungshemmend und schmerzlindernd wirkt (BERGH und BUDSBERG 2005,
KIETZMANN et al. 2007). Weiterhin gilt der Einsatz als vielversprechend in der Behandlung
von Tumoren, die vermehrt COX-2 exprimieren (BERGH und BUDSBERG 2005).

In der vorliegenden Arbeit wird untersucht, ob die Gabe von Celecoxib die epitheliale
Schleimhautreaktion  beeinflusst und zu einer veranderten Expression der
Transkriptionsfaktorkomponenten c-Jun und NF-xB p50 flhrt.

6.2 Zellzahlen

Die durchschnittliche Zellzahl betragt in der vorliegenden Arbeit im unbehandelten Epithel
402 £ 11 Zellen/mm. Davon befinden sich 70 % in der Germinativschicht (281 £ 8 Zellen/mm
Epithellange). DORR (1997a) beschreibt im Epithel der murinen Zungenunterseite von
C3H/Neu-Mausen durchschnittlich 400-430 Zellen/mm, von denen 300-320 Zellen/mm zur
Germinativschicht gehdren. In den Untersuchungen des gleichen Mausestammes von
FEHRMANN (2009) werden durchschnittlich 578 + 5 Zellen/mm im gesamten Epithel gezahlt,
davon 75 % in der Germinativschicht. Vergleichbare Verteilungen der Gesamtzellzahl zeigen
auch die Versuche von KLAMMT (2005), DORR et al. (1994b), DORR und KUMMERMEHR
(1991), SIEGEMUND (2010) und DORR et al. (1996), sodass alle Untersuchungen inklusive
der vorliegenden Arbeit darin Gbereinstimmen, dass sich mehr als zwei Drittel der Epithelzellen
in der Germinativschicht befinden.

Die Differenzen in der absoluten Zellzahl kbnnen mdéglicherweise aufgrund von Unterschieden
in den Haltungsbedingungen und der Futterzusammensetzung beruhen, die zu einer
veranderten mechanischen Beanspruchung der Mundschleimhaut und demzufolge zu
unterschiedlichen morphologischen Eigenschaften beim gleichen Mausestamm fuhren.
Aulerdem ist es mdglich, dass verschiedene Untersucher ein histologisches Praparat
unterschiedlich bewerten. Um diese subjektive Komponente zu minimieren, wurden alle
Auswertungen fiir die vorliegende Arbeit ausschlieflich von der Autorin durchgefihrt.
Innerhalb der ersten Bestrahlungswoche mit 3 Gy pro Fraktion (Tag 0-4) reduziert sich in Folge
der strahlenbedingten Proliferationshemmung bei fortbestehendem Zellverlust die Zellzahl bis
zum 5. Tag auf 68 % des Ausgangsniveaus. Zu Beginn der zweiten Woche unter fraktionierter
Bestrahlung sinkt die Zellzahl erneut, bleibt dann allerdings unter geringen Schwankungen
(60-68 %) konstant. Verantwortlich fir die Kompensation des Zellverlustes ist die
strahleninduzierte regenerative Repopulierung (siehe 2.7.3).

Die Zellzahl der zusatzlich mit Celecoxib behandelten Tiere sinkt bis zum 10. Tag und bleibt
dann bis zum 12. Tag unter geringen Schwankungen konstant, bevor an den letzten beiden
Beobachtungstagen ein erneuter Anstieg erfolgt. Vergleichend betrachtet liegen die Zellzahlen
vom 6.-12. Tag vermutlich unter denjenigen bei alleiniger Bestrahlung. Somit ist festzustel-
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len, dass Celecoxib scheinbar die Proliferation der Zellen insbesondere in der
Germinativschicht verringert oder aber die Migration in die funktionelle Schicht férdert. Daraus
resultiert, dass die Zellabnahme in der Germinativschicht deutlicher ausfallt als in der
funktionellen Schicht.

6.3 Epitheldicke

Die durchschnittliche Epitheldicke im unbehandelten Epithel liegt in der vorliegenden Arbeit bei
68 + 3 ym. Davon macht die funktionelle Schicht mit 38 + 4 um (56 %) den grofdten Anteil aus,
wahrend Germinativ- und Keratinschicht je 15 £ 1 um betragen. Vergleichbare Verteilungen
zeigen auch die Versuche von FEHRMANN (2009), SIEGEMUND (2010) und DORR (1997a).
Die Epitheldicke erreicht am 3. Tag mit 77 £ 2 ym (113 %) ihr Maximum, bevor die Werte ab
dem 6. Tag bis zum Ende des Beobachtungszeitraums im Kontrollbereich bzw. geringflgig
darunter liegen. Die Zunahme der Gesamtepitheldicke in der ersten Bestrahlungswoche wird
im Wesentlichen durch den Anstieg der Dicke in der funktionellen Schicht bestimmt, wahrend
die Werte der Germinativ- und Keratinschicht im gesamten Versuch im Kontrollbereich oder
geringflgig darunter liegen. Da die Zellzahlen in der ersten Behandlungswoche einen
Ruckgang zeigen, muss die Zunahme der Epitheldicke auf einer Zunahme des Zellvolumens
beruhen. Eine Zunahme des Interzellularraumes wird histologisch nicht beobachtet.

Die Epitheldicke der zusatzlich mit Celecoxib behandelten Tiere erreicht ihr Maximum
scheinbar einen Tag spater und fallt mit 88 £ 6 ym (129 %) vermutlich starker aus als bei
alleiniger Bestrahlung. Ab dem 6. Tag bis zum Ende des Beobachtungszeitraums nimmt die
Dicke subnormale bzw. normale Werte an und gleicht somit vermutlich der Versuchsgruppe
ohne Celecoxibtherapie. Dies lasst vermuten, dass Celecoxib die Volumenzunahme der Zellen
intensiviert, was vor allem die funktionelle Schicht betrifft.

6.4 Expression von c-Jun

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass c-Jun im Epithel zu etwa gleichen Anteilen in der
funktionellen und Germinativschicht konstitutiv exprimiert wird, wobei die funktionelle Schicht
eine grofRRere Farbeintensitat aufweist. EGER (2009) zeigte in ihren Versuchen gleichfalls eine
starkere Farbeintensitat in der Funktionsschicht der murinen Zungenschleimhaut.

Unter fraktionierter Bestrahlung zeigt sich in beiden Schichten eine deutliche Verschiebung
der relativen Anteile zugunsten der stark c-Jun-positiven Zellen. Die Zellen, welche kein oder
schwach c-Jun exprimieren nehmen im Laufe der fraktionierten Bestrahlung hingegen deutlich
ab. Die Farbeintensitdt der epithelialen c-Jun-Expression steigt unmittelbar nach
Bestrahlungsbeginn bis zum 5. Tag an und liegt anschlieRend wahrend des gesamten
Beobachtungszeitraums Uber dem Kontrollbereich. EGER (2009) berichtete gleichfalls von
einer erhdhten Farbeintensitat im murinen Zungenepithel nach Einzeitbestrahlung mit 15 Gy.
KIM et al. (2008) zeigten eine Aktivierung der c-Jun-Expression bei menschlichen Kopf-Hals-
Karzinomzellen in Folge einer Radiotherapie. Die Zunahme der Farbeintensitdt im
Gesamtepithel wird insbesondere durch die Erhéhung der Farbeintensitat in der Germinativ-
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schicht bestimmt, wahrend die der funktionellen Schicht nur mafig ansteigt. Wahrend der
fraktionierten Bestrahlung und zusatzlicher Gabe von Celecoxib liegt der Anteil schwach c-
Jun-positiver Zellen in der Germinativschicht und dem Gesamtepithel wahrend des gesamten
Beobachtungszeitraums scheinbar geringfiigig oberhalb des Versuchs bei alleiniger
Bestrahlung. Weitere Unterschiede lassen sich zwischen den beiden Versuchsgruppen jedoch
nicht vermuten. Celecoxib hat in den vorliegenden Untersuchungen somit keinen relevanten
Effekt auf die epitheliale Farbeintensitat von c-Jun.

6.5 Expression von NF-xB p50

Im unbehandelten Zungenepithel der Maus sind 79 % der Zellen NF-xkB p50-positiv. Dabei
wird NF-xB p50 in der Germinativschicht starker exprimiert. HACKBARTH (2010) zeigte
dagegen in ihren Versuchen ein anderes Expressionsmuster in der murinen Mundschleimhaut:
51 % des Gesamtepithels waren NF-kB-positiv und die Expression in der Funktionsschicht fiel
um 16 % starker als in der Germinativschicht aus.

Unter der fraktionierten Bestrahlung nimmt die Farbeintensitat der epithelialen NF-xB-
Expression unmittelbar nach Bestrahlungsbeginn bis zum 3. Tag zu und liegt wahrend des
gesamten weiteren Beobachtungszeitraums mit nur geringen Abweichungen Uber der
Kontrolle. In der funktionellen Schicht steigt die Intensitat im Vergleich zur Germinativschicht
zeitlich verzdgert und geringgradig starker an. HACKBARTH (2010) zeigte hingegen in ihren
Versuchen einen Abfall der NF-kB-Expression unter fraktionierter Bestrahlung im gesamten
murinen Epithel.

Celecoxib hat in den vorliegenden Untersuchungen keinen relevanten Effekt auf die epitheliale
Expression von NF-xB p50. Einzige Ausnahmen stellen die deutlich geringeren
Farbeintensitdten am 8. und 13. Beobachtungstag bei fraktionierter Bestrahlung und
zusatzlicher Gabe von Celecoxib dar, die in der funktionellen Schicht sogar den Kontrollbereich
erreichen, wahrend sie in der Germinativschicht geringgradig dartber liegen. Dies deutet
darauf hin, dass Celecoxib keinen oder nur einen minimal hemmenden Einfluss auf die
NF-kB-p50-Expression hat. Aufgrund der Differenzen zwischen den eigenen
Untersuchungsergebnissen und denen von HACKBARTH (2010), sollten zur abschlielienden
Beurteilung weitere Untersuchungen zur epithelialen NF-xB p50-Expression unter
fraktionierter Bestrahlung durchgefuhrt werden.
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SchlUsselwdrter: fraktionierte Bestrahlung, Mucositis enoralis, NF-kB p50, c-Jun, COX-2,
Celecoxib

Einleitung: Die Mucositis enoralis stellt die bedeutendste und schwerwiegendste friihe
Nebenwirkung bei der Strahlentherapie fortgeschrittener Kopf-Hals-Tumoren dar. Sie flhrt
haufig zu einer Unterbrechung der Behandlung, mit der Folge einer reduzierten
Tumorheilungschance. Des Weiteren wirkt sie sich nachteilig auf die Lebensqualitat aus,
erhdoht das Risiko spater Nebenwirkungen und Infektionen und stellt einen erheblichen
Kostenfaktor dar. Trotz umfangreicher experimenteller und klinischer Untersuchungen wurde
bisher keine allgemein anerkannte Strategie zur Prophylaxe oder Therapie der Mucositis
enoralis klinisch etabliert. Die Blockade der Cyclooxygenase-2 (COX-2), welche in einer Reihe
von Tumoren Uberexprimiert wird, wird in der Kombination mit einer Strahlentherapie diskutiert.
AuBerdem kommen COX-2-Inhibitoren als entzindungshemmende Medikamente
therapiebegleitend zum Einsatz. C-Jun und NF-xB p50 sind Transkriptionsfaktoren, die
mdglicherweise in der Pathogenese der radiogenen Mukositis eine wichtige Rolle spielen.
Ziel der Untersuchungen: Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Wirkung von Celecoxib,
einem selektiven COX-2-Inhibitor, auf die Strahlenreaktion der oralen Mukosa (Zellzahl,
Epitheldicke) und die epitheliale Expression von c-Jun und NF-xB p50 im etablierten
Tiermodell der Schleimhaut der Zungenunterseite der Maus zu untersuchen. So soll
festgestellt werden, ob eine Interaktion zwischen den begleitenden Entziindungsreaktionen
und der eigentlichen epithelialen Strahlenreaktion besteht.

Material und Methoden: In vorangegangenen Untersuchungen wurden die Schnauzen von
Mausen des Stammes C3H/Neu mit 5x3 Gy/Woche uber 2 Wochen (Tag 0-4, 7-14) bestrahlt
(200 kV Roéntgenstrahlung). In einer weiteren Versuchsgruppe erhielten die Tiere taglich an
den Tagen 0 bis 13 25 mg/kg/Tag Celecoxib oral per Schlundsonde. Im vierzehntagigen
Untersuchungszeitraum wurden taglich jeweils 5 Mause je Versuchsgruppe getotet, deren
Zungen entnommen und fixiert. In diesem Zustand wurde das Material von der Autorin dieser
Arbeit GUbernommen. Mit Hilfe eines Zahlrasters wurden in den vorliegenden Untersuchungen
die Zellzahl, die Epitheldicke und die Expression von c-Jun und NF-«xB p50 im Epithel der
Zungenunterseite der unbehandelten Kontrolle (n = 5), wahrend alleiniger Bestrahlung, sowie
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nach Bestrahlung und Gabe von Celecoxib manuell erfasst. Aufgrund der geringen Tierzahlen
pro Untersuchungszeitpunkt (n = 5) und Versuchsgruppe wurde auf eingehende statistische
Analysen verzichtet. Die vorliegende Arbeit beschrankt sich auf eine beschreibende
Darstellung des Verlaufs der Einzelparameter tber den Gesamtzeitraum.

Ergebnisse: Das unbehandelte Epithel besteht aus 402 + 11 Zellen, wobei 281 + 8 Zellen der
Germinativ- und 121 + 4 Zellen der funktionellen Schicht angehoren. Die Dicke des
Gesamtepithels betragt 68 + 3 um. Davon nehmen Germinativ- und Keratinschicht je
15 £ 1 um und die funktionelle Schicht 38 £ 4 um ein. Im Kontrollepithel wird c-Jun von 81 %
der Zellen der funktionellen und von 80 % der Zellen der Germinativschicht exprimiert, wobei
die funktionelle Schicht scheinbar eine gréRere Farbeintensitat aufweist. NF-xB p50 wird von

79 % der Epithelzellen exprimiert, wobei eine starkere Expression in der Germinativschicht zu
beobachten ist. Bei alleiniger fraktionierter Bestrahlung verringert sich die Zellzahl innerhalb
der ersten Woche auf 68 % des Kontrollwertes und bleibt anschlieRend trotz weiterer
Bestrahlung weitestgehend konstant. Der gréere Anteil an Zellen geht dabei in der
funktionellen Schicht verloren. Die Epitheldicke nimmt in der ersten Bestrahlungswoche bis
auf 113 % zu und liegt in der folgenden Woche im normalen bis subnormalen Bereich.

Die epitheliale c-Jun-Expression nimmt unmittelbar nach Bestrahlungsbeginn zu und liegt
anschlielfend wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums Uber dem Kontrollbereich.
Wahrend der gesamten Bestrahlung liegt die Farbeintensitat der funktionellen Schicht
weiterhin ber derer der Germinativschicht. Auch bei NF-kB p50 nimmt die Farbeintensitat in
der ersten Bestrahlungswoche zu und bleibt anschlieBend erhéht. Der Anteil
NF-xB p50 exprimierender Zellen ist in der Germinativschicht scheinbar gréRer als in der
funktionellen Schicht. Unter zusétzlicher Celecoxibgabe liegen die Zellzahlen vom 6.-12. Tag

des Beobachtungszeitraums vermutlich unterhalb derjenigen bei alleiniger Bestrahlung.
Dieser Effekt ist besonders innerhalb der Germinativschicht sichtbar. Der Anstieg der
Epitheldicke in der ersten Bestrahlungswoche fallt bei zusatzlicher Celecoxibtherapie starker
aus. Im weiteren Verlauf sind kaum Differenzen zu verzeichnen. Die epitheliale Farbeintensitat
von c-Jun unterscheidet sich kaum von den alleinig bestrahlten Tieren. Bei NF-xB p50 ist dies
mit Ausnahme einer scheinbar geringeren Expressionsintensitdt am 8. und 13.
Beobachtungstag ebenso.

Schlussfolgerungen: Bei der frihen Strahlenreaktion der Mundschleimhaut werden c-Jun
und NF-xB p50 verandert exprimiert. Celecoxib reduziert im Vergleich zur alleinigen
Bestrahlung die Zellzahl und verstarkt die Zunahme der Epitheldicke. Es hat keinen Einfluss
auf die Expression von c-Jun und NF-xB p50. Somit ist die Regulation der Aktivitat von c-Jun
und NF-xB p50 unabhangig von der Aktivitat von COX-2 erfolgt.
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Introduction: Oral mucositis represents the most important and most severe early side effect
of radiotherapy of advanced head and neck tumours. It often requires interruptions of the
treatment, thus resulting in a reduced tumor cure rate. Furthermore due to various symptoms,
it significantly impacts on the patients’ quality of life, increases the risk of late adverse reactions
and infections and represents a significant cost factor. Despite extensive experimental and
clinical studies, so far no generally accepted strategy for the prevention or treatment of oral
mucositis has been generally accepted in clinical practice. The inhibition of cyclooxygenase-2
(COX-2), which is overexpressed in a number of tumours, is discussed for the combination
with radiotherapy. In addition, "non-steroidal anti-inflammatory drugs" (NSAIDs), which inhibit
COX-2, are used for analgesia and anti-inflammation during tumour therapy. C-Jun and
NF-xB p50 are transcription factors that potentially play an important role in the pathogenesis
of radiation-induced mucositis.

Intention of the investigation: The aim of the present study is to characterize the effect of
celecoxib, a selective COX-2 inhibitor, on the radiation response of the oral mucosa (epithelial
cell numbers, thickness) and the epithelial expression of c-Jun and NF-xB p50 in the
established animal model of the lower tongue surface. The interaction between the
inflammatory response and the epithelial reaction is to be defined.

Materials and methods: In previous radiation response of investigations of the oral mucosa
the snouts of mice of the strain C3H/Neu were irradiated with 5x3 Gy/week for 2 weeks (days
0-4, 7-11) with 200 kV X-rays. In an additional experiment, the animals received 25 mg/kg/day
of celecoxib by oral gavage on days 0 to 13. Over days 0 to 14, 5 mice per experimental group
were sacrificed per day, their tongues excised, prepared and fixed for histological
examinations. These biological samples were provided to the author of this thesis.

In the present study, the number of cells, the epithelial thickness and the expression of c-Jun
and NF-xB p50 in the epithelium of the lower tongue surface of untreated control animals
(n = 5), during irradiation alone, and with additional administration of celecoxib were analyzed
with the help of a defined counting pattern. By virtue of the small amount of animals in each
experimental group (n = 5) no detailed statistical analyzes were done. The present study is
determined to describe the parameter variations over the observation period.
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Results: The untreated epithelium contains 402 + 11 cells/mm, with 281 + 8 cells/mm

belonging to the germinal and 121 * 4 cells/mm to the functional layer. The epithelial thickness
amounts 68 + 3 um. Thereof the germinal and keratin layer each take 15 + 1 ym and the
functional layer with 38 + 4 ym takes the biggest amount. C-Jun is expressed in 81 % of the
cells in the functional and 80 % of the cells of the germinal layer, with a more pronounced
staining intensity in the further. NF-xB p50 is expressed in 79 % of the epithelial cells, with a
stronger expression in the germinal layer.

Fractionated irradiation alone reduces cell counts within the first week to 68 %; subsequently
they remain constant at this reduced level. Cell loss is observed predominantly in the functional

layer. The epithelial thickness increases in the first irradiation week to 113 % and subsequently
remains at normal to subnormal values.

The epithelial c-Jun expression immediately increases after the start of irradiation and then
remains at supranormal values throughout the observation period. Throughout the irradiation,
the staining intensity of the functional layer seem to be above that of the germinal layer. Also
for NF-xB p50, the staining intensity increases in the first irradiation week and then remains
above the control. The fraction of NF-xB p50 expressing cells during fractionated irradiation as
well as in the untreated epithelium in the germinal layer may be higher than in the functional
layer.

With additional Celecoxib administration the numbers of cells on days 6-12 appear below those
after irradiation alone. This refers particularly to the germinal layer. The increase in epithelial
thickness in the first treatment week seems more pronounced with additional Celecoxib

treatment, but subsequently remains at a similar level. The epithelial staining intensity of c-Jun
is presumably similar to that after irradiation alone. For NF-xB p50, the same observation is
made, except for a lower expression intensity on days 8 and 13.

Conclusions: During the development of the early radiation response of the oral mucosa
changes in the expression of c-Jun and NF-kB p50 are induced. Celecoxib reduces the number
of cells and enhances the expansion of the epithelial thickness. It, however, does not affect
expression of c-Jun and NF-xB p50. Thus, the regulation of the activities of c-Jun and NF-xB
p50 are independent of the activity of COX-2.
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ANHANG

10. Anhang

10.1 Zellzahlen nach fraktionierter Bestrahlung

Tab. 13: Absolute Zellzahl pro mm Epithellange und relative Zellzahl von
Gesamtepithel,Germinativschicht und funktioneller Schicht an den Tagen 0-14. Die Werte
reprasentieren die Mittelwerte (n=5) + SEM.

Gesamtepithel Germinativschicht Funktionelle Schicht

Tag | zellzahl/mm o Zellzahl/mm o Zellzahl/mm o
MW1SEM MW+SEM MW+SEM

0 402 + 11 100+ 3 281+8 100+ 3 121+ 4 100+ 3
1 315+ 14 78+ 4 238 + 10 85+4 777 64+5
2 3146 78 £ 1 220+ 6 78+2 94 +4 78+ 4
3 3295 82+1 2397 85+2 N0+5 74 4
4 386 + 42 96 + 10 297 + 36 106 + 13 89+8 737
5 272+ 16 68+ 4 206 + 10 73+4 66 + 6 55+5
6 280+ 8 702 218+8 78+ 3 62+4 51+3
7 301 +12 75+3 226+ 8 80+3 75+6 62+5
8 275+ 8 68 + 2 2037 72+3 72+3 60 +3
9 2657 66 + 2 195+ 6 69 £ 2 703 58 + 2
10 259 + 13 64 +3 184 + 10 66 + 4 74+3 61+2
11 265+ 10 66 + 2 188 + 8 67 +3 77+3 633
12 250+ 12 62+3 169 + 11 60 +4 807 66 +5
13 256 + 10 64 + 2 178 £ 10 63+3 78+3 64 + 2
14 243+ 6 60 £ 2 168 + 4 60 £ 1 75+ 3 62 +2
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Tab. 14: Absolute Zellzahl pro mm Epithellange relative Zellzahl von Gesamtepithel,
Germinativschicht und funktioneller Schicht an den Tagen 0-14 mit Celecoxibbehandlung. Die
Werte reprasentieren Mittelwerte (n=5) + SEM.

Gesamtepithel Germinativschicht Funktionelle Schicht

Tag | zellzahl/mm % Zellzahl/mm % Zellzahl/mm %
MW+SEM MW+SEM MW+SEM

0 402 + 11 100 + 3 281+8 100 £ 3 1214 100 £ 3
1 288+9 72+2 2118 75+ 3 77+t4 63+3
2 334 + 15 83+4 2357 83+2 99+8 82+6
3 300 + 33 75+ 8 213 £ 27 76 £ 10 887 72+6
4 267 + 22 66 + 6 190 £ 13 68+5 77 £ 11 64 +9
5 318+ 13 79+3 21319 767 104 + 8 867
6 242 + 34 60+9 182 £ 22 65+ 8 60 +£13 50+ 10
7 2178 54 +2 163 + 8 58 + 3 54 +3 44 + 2
8 221 +12 55+ 3 164 £ 9 58 + 3 57 + 4 47 £ 3
9 228 + 21 57+5 155 + 14 55+5 737 605
10 214 + 16 53+4 147 £ 10 52+ 4 67 7 56 + 6
11 235+ 19 58+5 163 + 13 58+5 727 59+5
12 220+ 15 55+ 4 148 £ 10 53 +4 725 60 + 4
13 255+ 8 63 +2 1729 61+3 83+3 69+ 3
14 289+ 13 72+3 195+ 7 69+3 94+5 78t4
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10.2 Schichtdicken nach fraktionierter Bestrahlung

Tab. 15: Absolute und relative Dicke von Gesamtepithel, Germinativschicht, funktioneller
Schicht und Keratinschicht an den Tagen 0-14. Die Werte reprasentieren die Mittelwerte (n=5)
+ SEM.

Gesamtepithel

Germinativschicht

Funktionelle

Keratinschicht

Schicht
Tag
MWuirgiEM e MV\lIl-l_r-g,EM e MV\lIlir-';EM & MV\lIlims:EM %

0 68+3 |[100+5| 15%1 100+8| 38+4 |100+10| 151 100+ 5
1 65+ 3 96 + 4 16 £ 1 104+9 | 361 94 +3 14 + 1 93+7
2 71+2 [ 104+3 | 120 82+2 44 +1 115+ 3 15+ 1 100+ 7
3 77+2 | 113+4| 151 100+£3| 462 120+ 4 16 + 1 109+ 6
4 72+5 | 107+8 13zx0 85+ 3 44+5 11612, 161 106 + 8
5 60+6 88+9 10 £ 1 675 34+4 | 9010 15+2 (104 +£13
6 65+ 6 96 + 8 13+ 1 84+6 37+4 | 9710 16+2 10610
7 675 99+7 14 + 1 92+6 36+3 95+ 8 17+2 | 115+ 11
8 62+3 91+5 12+1 79+5 36+2 96 + 6 14 +1 92+8
9 62 + 4 91+6 14 + 1 90 +8 34+3 887 14+2 | 9710
10 6114 N+5 140 93+2 33+3 85+8 15+ 1 100+ 6
1 65+ 4 96 + 6 14 +1 95+5 37+3 96+ 8 14 +1 97+ 6
12 56 + 2 82+3 14+ 0 94 +3 29 +1 77 2 12+ 1 83+8
13 63+6 92+9 16+2 107+11 32+4 | 83+10 15+ 1 10117
14 65+ 3 96 +5 14 + 1 95+ 4 35+3 91+9 16 + 1 1M1 %5
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Tab. 16: Absolute und relative Dicke von Gesamtepithel, Germinativschicht, funktioneller
Schicht und Keratinschicht an den Tagen 0-14 mit Celecoxibbehandlung. Die Werte
reprasentieren die Mittelwerte (n=5) + SEM.

Funktionelle

Gesamtepithel |Germinativschicht . Keratinschicht
Schicht
Tag
pm, 0 pm, 0 pm, 0 pm, 9
MW+SEM /6 MW+SEM /6 MW+SEM & MW+SEM %

0 68+3 | 1005 151 ' 100+8| 38%+4 |100+10 151 100+ 5
1 585 86+7 11 +1 759 35+3 937 12+1 799
76+ 3 M1 +5 | 13+1 84+9 | 49+3 | 128+x7 141 9% 7
751 1M1 +£2 12+ 1 795 | 481 1273 | 151 100+ 6
88+6 [129+10 131 84+7 | 49+3 | 129+7 | 266 |177 41
762 | 1M2+3 | 13+x1 | 88+10| 45%1 1M18+3 | 18+1 124 + 6
58 +4 865 10 + 1 695 321 834 16+£2 [111x14
65+ 2 95+4 12+ 1 82+4 352 93+5 17 £1 113+8
65+2 95+2 1+0 72+2 363 957 18+2 |[119%15
60+3 895 12+ 1 803 342 896 14 +£1 96 +6
10 63+6 93+9 1M1 +1 739 385 | 99+13 151 100 +5
11 73+3 | 1075 | 150 |103+3 | 43+3 | 113+7  14+1 955
12 55 +3 81+4 13+ 1 835 302 795 12+1 81+6
13 64 +4 94 +6 14+2 |95+14  35%2 91+6 15+0 | 1012
14 63+4 92+6 13+ 1 885 35+3 917 15+ 1 9 +6

© oo N o o M WOWDN
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10.3 Immunhistochemisch gefarbte Zellen nach fraktionierter Bestrahlung

Tab. 17: Absolute Zellzahl pro mm Epithellange und relative Zellzahl c-Jun-negativer Zellen
von Gesamtepithel, Germinativschicht und funktioneller Schicht an den Tagen 0-14. Die
Werte reprasentieren die Mittelwerte (n=5) + SEM.

Gesamtepithel Germinativschicht Funktionelle Schicht

Tag | zellzahl/mm % Zellzahl/mm o Zellzahl/mm o
MW+SEM MW+SEM MW+SEM

0 92 + 24 19+6 65+ 18 1916 27+6 205
1 41 +£12 10+2 27+6 10+2 14+ 6 10+4
2 55 + 20 1314 38+14 14 +5 16+ 6 1+4
3 289 82 247 103 4+2 4+2
4 21+£10 5+2 1617 6+2 5+3 4+2
5 14+8 4+2 8+3 4+2 65 5+4
6 18+ 9 63 15+8 7+4 312 312
7 17+ 8 5+2 10+4 5+2 6+3 6+3
8 17 £ 14 5+4 12+ 10 5+4 5+4 4+3
9 30+ 15 8+5 208 7+4 10+8 9+6
10 12+5 4+2 8+3 4+2 4+2 4+2
1 40 £ 17 13125 26 + 11 14 +5 14 +5 135
12 9+3 3+1 5+2 3+1 4+2 4+2
13 4+1 1+0 3+1 1+0 1+0 1+0
14 15+ 11 4+3 118 514 3+2 312
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Tab. 18: Absolute Zellzahl pro mm Epithellange und relative Zellzahl schwach c-Jun-positiv
gefarbter Zellen von Gesamtepithel, Germinativschicht und funktioneller Schicht an den Tagen
0-14. Die Werte reprasentieren die Mittelwerte (n=5) + SEM.

Gesamtepithel Germinativschicht Funktionelle Schicht
B9 iwesem | % wwesem | % mwesew | %
0 232 + 41 46 +7 197 + 36 54 +8 35+6 25+4
1 108 £ 13 26+4 84 +13 31+4 24+ 4 17+ 4
2 113 £ 30 28+7 82+ 20 317 31+ 11 22+8
3 117 £ 15 32+3 87 + 11 35+3 31+5 26+4
4 78 £ 23 21+5 66 + 19 24+ 6 1214 1214
5 47 £ 9 15+ 3 41+8 205 7+2 612
6 63 + 23 21+8 48 + 16 21+8 15+8 16+ 8
7 63 +17 205 48 + 13 22+6 16+5 16+5
8 67 + 33 20+9 48 + 21 23+9 19+ 11 15+9
9 75 1 21 22+6 57 + 14 25+7 19+7 17+6
10 53+ 10 18+ 4 38+6 19+3 15+ 4 15+ 4
11 104 £ 16 35+6 72+8 38+5 32+8 31+9
12 53+13 18+ 5 39+8 21+6 14 +5 12+5
13 32+5 9+2 23t4 10 £ 1 812 812
14 49 + 14 15+3 36 + 11 165 14+ 4 112
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Tab. 19: Absolute Zellzahl pro mm Epithellange und relativen Zellzahl stark c-Jun-positiv
gefarbter Zellen von Gesamtepithel, Germinativschicht und funktioneller Schicht an den
Tagen 0-14. Die Werte reprasentieren die Mittelwerte (n=5) + SEM.

Gesamtepithel Germinativschicht Funktionelle Schicht

Tag | zellzahl/mm % Zellzahl/mm % Zellzahl/mm %

MWSEM MW*SEM MWSEM

0 168 + 18 35+4 93+10 27 +4 75+ 9 55+7
1 263 + 24 64+5 161+ 13 60+5 103 £ 11 735
2 233 + 36 59+ 10 141 + 25 55 + 11 92+ 11 67 £10
3 216 £ 19 60+5 132+ 13 555 857 715
4 259 + 23 747 176 £ 18 70+ 8 83+5 84+6
5 253 + 23 804 161+ 17 765 92+6 89+5
6 21327 73+10 144 + 21 70+ 11 69 + 10 80+ 10
7 234 + 22 75+ 8 160 + 17 74 +8 74+6 78+ 8
8 231+ 40 75+13 142 + 27 72+13 89+ 14 81+12
9 202 + 29 70+ 10 130 £ 20 68 £ 10 73+10 74+ 11
10 240 + 23 785 158 + 12 775 83+ 11 816
11 155 + 30 51+9 93 + 17 48 + 8 62+ 14 56 + 11
12 243 + 26 796 145 + 17 767 98+9 847
13 303 £ 21 89 +1 202 +15 88 +1 1018 91+2
14 265+ 13 81+6 166 £ 15 78+8 99 +4 86 + 4
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Tab. 20: Absolute Zellzahl pro mm Epithellange und relative Zellzahl c-Jun-negativ gefarbter
Zellen von Gesamtepithel, Germinativschicht und funktioneller Schicht an den Tagen 0-14 mit
Celecoxibbehandlung. Die Werte reprasentieren die Mittelwerte (n=5) + SEM.

Gesamtepithel Germinativschicht Funktionelle Schicht

Tag | zellzahl/mm % Zellzahl/mm % Zellzahl/mm %
MW+SEM MW1SEM MWSEM

0 92 +24 19+6 65+ 18 19+6 27+6 205
1 24+ 11 63 19+8 7+3 5+2 4+2
2 15+ 6 4+1 15+ 6 5+2 1+0 1+0
3 80 + 51 18 £ 10 66 + 43 20+ 11 14+8 12+ 6
4 21+9 5+2 1717 7+3 4+1 3+1
5 29+19 9+5 25+15 1+6 5+3 4+3
6 16+ 6 52 14+5 7+3 2+1 21
7 157 5+2 12+5 6+3 312 312
8 1817 5+2 12+ 4 6+2 6+3 5+2
9 12+ 4 4+2 9+4 5+2 3+1 3+1
10 27 £1 8+ 1 18+ 3 8+1 10+3 9+3
11 31+18 9+5 25+15 12+7 6+3 5+2
12 8+3 3+ 1 5+2 3+1 3+1 3+1
13 1+6 4+2 8+5 4+2 3+2 3+1
14 4+3 1+1 3+2 1+1 1+1 1+1
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Tab. 21: Absolute Zellzahl pro mm Epithellange und relative Zellzahl schwach c-Jun-positiv
gefarbter Zellen von Gesamtepithel, Germinativschicht und funktioneller Schicht an den Tagen
0-14 mit Celecoxibbehandlung. Die Werte reprasentieren die Mittelwerte (n=5) + SEM.

Gesamtepithel Germinativschicht Funktionelle Schicht

Tag | zellzahl/mm % Zellzahl/mm % Zellzahl/mm %
MW+SEM MW1SEM MWSEM

0 232 + 41 46 £ 7 197 + 36 54 +8 35+6 25+4
1 103+ 9 2612 86 +8 32+3 17+3 13+2
2 150 + 35 37+8 127 + 27 46+ 8 23+9 18+7
3 118 £ 16 32+3 93+13 365 26+5 235
4 92 +17 25+4 72+ 17 29+6 205 16+ 3
5 95+ 13 31+3 75+13 36+3 20t 4 21+4
6 90 +19 296 7715 368 13+4 13+4
7 80+24 26+ 8 65+ 16 31+10 15+9 14 +8
8 88+ 15 275 72+13 34+7 16+ 4 14 +3
9 93+19 326 78 17 409 15+ 2 15+3
10 106 + 27 32+9 81+20 37+10 25+7 237
11 88 + 24 28+ 6 63+18 317 25+6 24 +4
12 89+ 23 317 75 + 21 38+9 15+ 2 16+ 3
13 765 26+ 3 611 32+2 15+ 6 14+5
14 34+15 10+4 25+ 8 1+3 9+7 8+5
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Tab. 22: Absolute Zellzahl pro mm Epithellange und relative Zellzahl stark c-Jun-positiv
gefarbter Zellen von Gesamtepithel, Germinativschicht und funktioneller Schicht an den Tagen
0-14 mit Celecoxibbehandlung. Die Werte reprasentieren die Mittelwerte (n=5) + SEM.

Gesamtepithel Germinativschicht Funktionelle Schicht

Tag | zellzahl/mm % Zellzahl/mm % Zellzahl/mm %
MW+SEM MW1SEM MWSEM

0 168 + 18 35+4 93+10 27t 4 75+ 9 55+7
1 275+ 14 694 164 + 8 61+4 1M11+8 83+4
2 241 + 41 59+9 135 + 28 49+ 10 106 + 13 81+8
3 180 + 43 50 £ 11 106 + 33 43 + 11 74 £12 66 £ 10
4 257 + 22 706 158 + 23 64 +8 99 +7 81+3
5 180 + 13 606 106 + 11 53+8 745 75+ 3
6 207 + 28 66 + 8 125 £ 25 57 £ 10 82+5 85+4
7 224 + 40 70+ 11 138 + 31 63 +12 86 + 11 83+10
8 220 + 20 675 132+ 18 6117 88 +4 815
9 190 + 24 64+8 108 £ 21 55+ 10 82+6 82+3
10 199 + 32 59+9 121+ 25 55 + 11 788 69+6
11 182 + 26 63 + 11 111+ 24 58+ 13 70+ 8 716
12 192 + 21 66 + 7 13+ 14 59+ 8 798 81+3
13 212+ 18 714 123 + 11 64 +3 89+9 836
14 3005 89+4 195 + 1 88+4 105+ 4 91+6
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Tab. 23: Absolute Zellzahl pro mm Epithellange und relative Zellzahl NF-xB p50-negativ
gefarbter Zellen von Gesamtepithel, Germinativschicht und funktioneller Schicht an den Tagen
0-14. Die Werte reprasentieren die Mittelwerte (n=5) £ SEM.

Gesamtepithel Germinativschicht Funktionelle Schicht

Tag | zellzahl/mm o Zellzahl/mm o Zellzahl/mm o
MW+SEM MW1SEM MW1SEM

0 94 + 22 21+5 49 +13 15+ 4 45+ 12 34+9
1 79+8 18+ 2 43 £ 2 14 + 1 36+8 267
2 56 + 15 14 +4 23 + 11 84 33+6 27+5
3 18+ 4 5+ 1 10+3 4+1 8+2 712
4 1817 5+2 62 3+1 15 15
5 24 +9 73 103 5+1 1317 16
6 307 9+2 15+ 2 6+1 155 1615
7 17+3 5+1 8+1 3+1 9+2 9+2
8 17+ 4 5+ 1 7+2 3+1 1+3 9+3
9 12+ 6 4+2 3+1 1+1 9+5 8+5
10 22+5 72 9+2 4+1 14+ 4 12+4
11 18+ 6 5+2 714 312 1+3 1+3
12 19+3 71 4+1 2+1 15+ 2 14 +2
13 319 9+2 62 3+1 25+8 21+6
14 22+7 612 9+4 4+2 13+3 1+3
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Tab. 24: Absolute Zellzahl pro mm Epithellange und relative Zellzahl schwach NF-xB p50-
positiv gefarbter Zellen von Gesamtepithel, Germinativschicht und funktioneller Schicht an den
Tagen 0-14. Die Werte reprasentieren die Mittelwerte (n=5) + SEM.

Gesamtepithel Germinativschicht Funktionelle Schicht

Tag | zellzahl/mm o Zellzahl/mm o Zellzahl/mm o
MWiSEM MW1SEM MW1SEM

0 163 + 18 35+3 122 + 14 37+4 414 3111
1 153 + 15 35+4 105+ 13 365 48 +3 35+3
2 116 + 16 315 67 + 14 26+5 49+4 40+ 4
3 107 £ 11 28+3 687 26+3 395 33+4
4 112 £ 25 32+9 68 + 19 28+ 10 44 + 6 407
5 81112 24+3 49+9 22+3 32+5 29+4
6 89+15 285 61+10 26+5 28+5 316
7 85+ 17 24 +5 52 +12 20+ 4 3317 3317
8 65+ 10 20+ 3 36+6 17+3 29+5 25+4
9 56 +7 1712 28+ 3 13+ 1 28+4 27 t 4
10 7117 21+2 40+ 4 18+ 2 31+4 26+4
11 66 + 11 203 34+8 15+ 3 32+3 31+3
12 62+7 21+3 24+ 6 14+ 4 38+5 34+4
13 82+6 24 +1 38+8 16+3 44 + 4 407
14 99 +13 27 t 4 55 + 11 24+5 44 + 3 34+3
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Tab. 25: Absolute Zellzahl pro mm Epithelldnge und relative Zellzahl stark NF-xB p50-positiv
gefarbter Zellen von Gesamtepithel, Germinativschicht und funktioneller Schicht an den Tagen
0-14. Die Werte reprasentieren die Mittelwerte (n=5) £ SEM.

Gesamtepithel Germinativschicht Funktionelle Schicht

Tag | zellzahl/mm o Zellzahl/mm o Zellzahl/mm o
MW+SEM MW1SEM MW1SEM

0 202 + 39 44 + 8 157 + 28 47 + 8 45+ 13 35+ 11
1 203 + 29 46 £ 6 150 + 20 506 53+10 39+7
2 214 £ 30 55+7 173 £ 23 66 + 8 41+8 33+6
3 256 + 12 67 +3 186 + 10 70+ 3 705 60 + 4
4 240 + 46 63 + 11 183 + 34 69 + 11 57 + 16 49 +12
5 225 + 11 69+5 160 + 3 74 +3 65+ 9 609
6 208 + 28 637 160 + 18 67 £ 6 48 £ 10 53+ 11
7 254 + 25 7116 198 £ 19 765 56 +7 58+ 9
8 246 + 15 75+ 4 170+ 8 80+3 76 £ 10 657
9 255+ 12 79t4 1897 86 + 2 66+ 9 64 +8
10 246 + 18 72+3 174 £ 10 78+3 72+8 62+6
11 248 + 15 755 187 + 11 82+5 617 58+ 6
12 211 +£17 72+3 153 £ 14 84 +t4 50+7 52+6
13 228 + 14 67 +3 181+ 14 81+4 47 £ 12 39+9
14 246 + 39 66 + 6 171+ 24 727 75+ 16 55+ 6
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Tab. 26: Absolute Zellzahl pro mm Epithellange und relative Zellzahl NF-xB p50-negativ
gefarbter Zellen von Gesamtepithel, Germinativschicht und funktioneller Schicht an den Tagen
0-14 mit Celecoxibbehandlung. Die Werte reprasentieren die Mittelwerte (n=5) £ SEM.

Gesamtepithel Germinativschicht Funktionelle Schicht

Tag | zellzahl/mm o Zellzahl/mm o Zellzahl/mm o
MW+SEM MW1SEM MW1SEM

0 94 + 22 21+5 49 +13 15+ 4 45+ 12 34+9
1 51+20 12+5 27 £10 9+4 25+10 19+8
2 30+10 8+3 1+3 4+1 19+8 14 +6
3 34 +£12 9+3 9+4 3+1 25+9 207
4 12+ 4 311 712 2+1 6+2 5+2
5 15+ 6 4+2 31 2+1 1216 16
6 28+ 11 9t4 16+5 7+3 12+7 13+ 6
7 9+2 311 4+1 2+1 5+1 6+2
8 63 +18 18+ 4 27 £13 10+4 366 355
9 17+5 5+2 6+3 3+1 1+3 10+3
10 12+ 6 4+2 4+2 2+1 8+4 74
11 20+t 11 63 9+6 4+2 1+6 1+5
12 17+8 5+3 62 2+1 1217 106
13 48 +9 15+2 12+4 62 3617 35+4
14 29+ 20 9+6 9+3 4+2 20+ 17 17 £ 14
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Tab. 27: Absolute Zellzahl pro mm Epithellange und relative Zellzahl schwach NF-xB p50-
positiv gefarbter Zellen von Gesamtepithel, Germinativschicht und funktioneller Schicht an den
Tagen 0-14 mit Celecoxibbehandlung. Die Werte reprasentieren die Mittelwerte (n=5) + SEM.

Gesamtepithel Germinativschicht Funktionelle Schicht

Tag | zellzahl/mm o Zellzahl/mm o Zellzahl/mm o
MW+SEM MW1SEM MW1SEM

0 163 + 18 35+3 122 + 14 37+4 414 312
1 124 + 13 29+3 88 + 11 29+4 36+3 27 +2
2 112+ 14 27+5 69 + 14 26+7 43 +1 32+2
3 122+ 19 31+3 78+ 15 29+4 44 +5 373
4 74 £ 22 195 40+ 10 15+3 35+12 30+£10
5 46 + 13 14 +4 24+5 13 22+8 22+8
6 73+12 23t4 51+ 11 23+5 22 +4 24 +3
7 55+ 3 17 £ 1 24+ 4 112 31+4 34+5
8 94 +7 28 £ 1 64 +8 27 2 304 304
9 59 + 11 17+3 28+9 12+ 4 31+3 28+2
10 68 + 13 19+4 37+8 16+ 4 31+6 27+5
11 87 £15 27 + 4 50 + 11 23+5 37+6 375
12 58+7 17+ 3 3116 1313 27+ 2 23+2
13 885 202 41+6 20+4 47 £ 2 46 +2
14 84 +19 24 +7 49 £ 12 22+8 35+6 29+6
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Tab. 28: Absolute Zellzahl pro mm Epithelldnge und relative Zellzahl stark NF-xB p50-positiv
gefarbter Zellen von Gesamtepithel, Germinativschicht und funktioneller Schicht an den Tagen
0-14 mit Celecoxibbehandlung. Die Werte reprasentieren die Mittelwerte (n=5) £ SEM.

Gesamtepithel Germinativschicht Funktionelle Schicht

Tag | zellzahl/mm o Zellzahl/mm o Zellzahl/mm o
MW+SEM MW1SEM MW1SEM

0 202 + 39 44 + 8 157 + 28 47 + 8 45+ 13 35+ 11
1 258 + 37 59+7 188 + 24 62+7 70+ 14 54 +9
2 280 + 42 65+8 205 + 32 70+ 8 75+ 11 54 +7
3 226 *+ 26 606 178 + 23 67t5 48+7 43+9
4 294 + 14 78+ 6 220+ 3 83+4 73+12 65+ 12
5 264 + 27 81+6 201 £ 23 88+3 63+ 10 67 £13
6 217 + 26 687 159 + 22 70+ 8 58 + 6 64+9
7 261+ 12 80+2 204 +7 88 +2 57+7 61+6
8 184 + 8 55+ 4 148 + 13 63+6 366 366
9 260 * 21 775 192+ 15 85+5 68 + 6 62+4
10 277 £ 28 77+6 202 £ 17 83+4 75+ 12 66 +9
11 213 +23 67 +7 160 + 16 737 52+8 53+9
12 283 + 30 78+5 201+ 21 84 +t4 81+12 67 +8
13 174 £ 20 56 + 4 155 + 22 74+ 6 19+2 19+3
14 236 + 63 67 £13 171 + 38 74+9 65 + 25 54 + 20
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