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Referat und bibliographische Angaben

Einfiihrung: Die Strahlentherapie (RT) wird zur Therapie v. a. fortgeschrittener bosartiger Tumoren
(TM) des oben Aerodigestivtraktes hdufig eingesetzt. Trotz moderner RT-Technik kommt es dabei zur
Mitbelastung von nicht tumorbefallenen Normalgeweben. Diese konnen neben Frithreaktionen Spétre-
aktionen aufweisen, die zu Funktionsstérungen und morphologisch zu Integrationsstérungen (Gewe-
beumbau) mit Parenchymhypoplasie, Fibrose, reaktiven Zellinfiltraten und Reparaturvorgédngen fiihren
konnen. Es war das Ziel dieser Studie, nach einem humantherapeutisch relevanten RT-Protokoll radi-
ogene Spétreaktionsmuster mit Berlicksichtigung der integritdtsgewahrleistenden Cytokeratine (CK)
und Basalmembranen (BM) im Gewebe histologisch nidher zu charakterisieren. Methoden: Bei insge-
samt 120 Wistar-Ratten wurden in 2 Studien die groen Speicheldriisen (SD) und Laryngotrachealge-
webe in Abhédngigkeit von der Dosis (2 Gy/Tag bis zu einer Gesamtdosis von 20, 40 oder 60 Gy), der
Latenz der Radiatio (LR, weniger als 4 Monate bis 1 Jahr) und vom Alter (3 Monate bis 2 Jahre) histo-
logisch und immunhistologisch auf die Expression der CK/IF-Proteine (CK 5/6, 8, 13, 13-15/16,
17/19, 18, Vimentin) und der BM bzw. BM-assoziierten Proteinstrukturen (Laminin, Fibronektin,
Kollagen III und 1V) sowie von Kollagen I und des proliferationsassoziierten Markers MIB-5 unter-
sucht und ausgewertet. Wéhrend der Experimente auftretende TM wurden in die Studie einbezogen.
Ergebnisse: Im SD-Gewebe fanden sich positiv dosiskorrelierte, jedoch nicht LR- oder altersabhéngi-
ge Gewebealterationen, die bei der hochsten Dosis (60 Gy) iiberwiegend einem Stadium 2 nach Seifert
entsprachen. Auch vermehrte, zelltyperhaltene CK-Expressionen und vermehrte/verbreiterte, z. T.
Konglomerate bildende BM-Reaktivitdten waren nach 60 Gy-Exposition am deutlichsten ausgeprégt.
Die Proliferationsrate war insbesondere 6 Monate nach abgeschlossener RT erhoht. Im Laryngotra-
chealbereich waren latenzunabhéngige, gering bis moderat ausgepréigte morphologische Verénderun-
gen (LymphgefiBektasien, Odeme, BlutgefiBdilatationen, interstitielle Zellinfiltrate, Fibrosen,
supraglottische pseudopapillire Formationen, Driisenhypoplasie) nachweisbar, die unterschiedliche
Beziehungen zur Dosis aufwiesen. Die CK- und BM-Expression war insgesamt nur gering bis maBig
verdndert, zeigte jedoch ausgesprochen heterogene Reaktionsmuster. Die intrakraniellen TM entspra-
chen tiberwiegend hormonproduzierenden Hypophysenadenomen. Die extrakraniellen malignen TM
bei bestrahlten Tieren waren hinsichtlich der Histologie (Karzinome) und Ursprungsorte (Milchleiste,
SD, Maxilla) ungewohnlich. Die benignen TM entsprachen Fibromen/ Fibroadenomen im Sinne von
Spontantumoren. Schlussfolgerungen: Das humantherapeutisch relevante RT-Protokoll ist geeignet,
einen Maximalschaden im SD-Gewebe zu vermeiden. Die weitgehende Latenzunabhéngigkeit weist
auf eine dauerhafte Strahlenreaktion hin. Laryngotrachealgewebe sind als relativ strahlenresistent zu
bezeichnen. Die CK/IF-Protein- und BM-Expressionsmusterverdnderungen konnen wenigstens teil-
weise zur Erklirung morphologischer (z. B. den hidufigen Odemen) und funktioneller (z. B. Stimmsto-
rungen) Befunde beitragen. Nicht nur Sarkome, sondern auch Karzinome und hormonbildende Hy-
pophysenadenome sollten im Follow-up von Kopf-Hals-bestrahlten Patienten beachtet werden.

Bartel-Friedrich, Sylva: Zur Histologie von Normalgewebsreaktionen im Kopf-Hals-Bereich nach experimentel-
ler, fraktionierter, externer Bestrahlung unter besonderer Beriicksichtigung der Cytokeratin- und Basal-
membranproteinexpression. Halle, Univ., Med. Fak., Diss., Seiten, Erscheinungsjahr 2005
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GE = Gangepithelien

GSL = Glandula sublingualis

GSM = Glandula submandibularis
IF-Proteine = Intermedidrfilamentproteine
PE = Plattenepithel

PECA = Plattenepithelkarzinom

PR = Proliferationsrate

RT = Radiatio (Strahlenbehandlung)

SD = Speicheldriisen

SL = Stimmlippen(region)

SCH = Schaltstiicke / Schaltstiickzellen
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Tab. = Tabelle
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1 Einleitung

1.1 Einfithrung

Die bosartigen Tumoren (TM) des oberen Aerodigestivtraktes machen in Europa und den USA bei
Mainnern etwa 5%, bei Frauen etwa 1-2% der malignen TM aus (Sack 1996). Bei Ménnern im Alter

unter 50 Jahren waren 1998 Karzinome der Mundhohle und des Rachens mit 7.2% aller Malignome

sogar die zweithdufigsten malignen TM-Entitdten (www.rki.de/CHRON/KREBS) nach dem Hoden-
krebs. Die Mehrzahl der TM des Kopf-/Halsbereiches sind Plattenepithelkarzinome (Rudert 1992,
Sack 1996, Chen & Myers 2000).

Steigende Inzidenz- und Mortalitétsraten, zunehmende Erkrankungen mittlerer Jahrginge und héufig
erst spiate Diagnosestellungen in bereits fortgeschrittenen TM-Stadien (Bloching 2001, Boyle et al.
1995) bedingen einen multimodalen Therapieansatz. Eine der Therapiesdulen ist die auf den TM und
sein Ausbreitungsgebiet ausgerichtete Anwendung ionisierender Strahlen. Die Strahlentherapie (RT)
wird entweder als Monotherapie angewandt, alternativ in kurativer (z. B. zur Therapie kleinerer T1-
und T2-Larynxkarzinome: Hayakawa et al. 1996, Medini et al. 1998, Tombolini et al. 1995, Wang et
al. 1997) oder palliativer Intention, oder in Kombination mit der Chirurgie und/oder Chemotherapie
(Bootz 2000, Morgan 1997, Nguyen et al. 1985, Robbins 2000, Sack 1996, Sun et al. 1999, Tart et al.
1994, Wang et al. 1985, Wendt 1981). Als zusétzliche Verfahren sind die interstitielle Brachytherapie
und die lokale Hyperthermie zu nennen (Bootz 2000, Chang et al. 2000, Friedrich et al. 1995, Graben-
bauer et al. 2001, Ohtsubo et al. 2001, Rudoltz et al. 1999).

Fiir die kurativ intendierte Behandlung bosartiger epithelialer TM wird die RT {iberwiegend als Adju-
vans der ablativen Chirurgie angewandt, insbesondere dann, wenn chirurgisch keine Ry-Resektion er-
zielt werden konnte, wenn grole TM (pT4) oder viele und / oder groe Lymphknotenmetastasen (pN,,
3) vorlagen, wenn eine Lymphknotenkapselruptur oder eine Lymphangiosis carcinomatosa nachweis-
bar waren (Sack 1996, Bootz 2000).

Aufgrund der engen anatomischen Ndhe und wechselseitigen Beziehung wichtiger Strukturen der
Kopf-Hals-Region ist trotz Anwendung moderner RT-Techniken (u. a. exakte computertomografisch-
und rechnergestiitzte Planung des Planungszielvolumens, Integration von Dosisgradienten i. B. be-
strahlter Normalgewebsvolumina) und z. B. Entwicklung modifizierter konformaler und intensitéts-
modulierter RT-Verfahren (Amos et al. 1992, Chao 2002, Eisbruch et al. 1996, 1998-2001, Van-
Dieren et al. 2000) die Mitbelastung von gesunden Normalgeweben unvermeidlich (Doerr & Trott
2000, Herrmann & Baumann 1997). Diese Normalgewebe konnen wie der TM auf die Strahlenexposi-
tion mit Zeichen der ,,Entziindung®, des Zelluntergangs und der Reparation sowohl im Parenchym als
auch im Stroma reagieren.

Kennzeichnend fiir viele therapeutischer RT ausgesetzte Normalgewebe sind die insbesondere fiir
Spétfolgen charakteristische, hdufig progrediente Strahlenreaktion mit Parenchymhypoplasie und un-
vollstdndiger Reparation und die Funktionsminderung, subsummiert unter den Begriff ,,Strahlenfolge*

(friiher: ,,Strahlenschaden®). In dem morphologischen Bild des nur teilweise restaurierten und oftmals



irreguldr angeordneten Parenchyms sticht neben Zellverdnderungen die Zunahme bindegewebiger Be-
standteile hervor. Dies gilt nach Fajardo (1982) und Seifert (1996) im Bereich der Kopf-Halsregion
insbesondere fiir die Nase, den Nasopharynx, den Larynx, die Speicheldriisen und die bedeckende
Haut. Diese auch als ,,Strahlenfibrose bezeichnete Umbildung gilt als dosisabhingig, oft progredient
und zumeist irreversibel (Dorr & Trott 2000, Herrmann & Baumann 1997, Seifert 1996).

Untersucht man kleinere Biopsien humaner Gewebe nach therapeutischer RT, so kdnnen Schwierig-
keiten in der Interpretation der Ursachen von Zell-, Gewebe- oder Organverdanderungen bestehen, die
sich zum Bild einer ,,Fibrose™ fiigen, insbesondere hinsichtlich der Strahlenexposition als Ursache.
Einerseits sind altersabhéngige Verdnderungen zu beriicksichtigen, daneben Entziindungsreaktionen
und Nekrosefolgen eventuell unmittelbar angrenzender TM zu differenzieren, und andererseits Vorer-
krankungen des untersuchten Gewebes nicht immer bekannt (Burkhardt & Meyer-Breiting 1999,
Daumas-Duport et al. 1984, Dyess et al. 1987). Des weiteren ist bedeutend, ob das Organ Ziel der RT
war oder nur am Rand des Strahlenfelds lag (Seifert 1996). Die Latenzphase nach RT ist ebenfalls ein
wichtiger Parameter fiir die Beurteilung der Regenerationsmoglichkeiten und die zeitliche Einordnung
von Friih- und Spétreaktionen. Ebenso konnen Operationen und deren Folgen entscheidenden Einfluss
auf Wundheilungsstérungen und Fibrosen im Strahlengebiet haben (Ichimura et al. 1997, Niewald et
al. 1995, Parsons 1994, Fajardo 1982). Daneben wurden von Baumann (1995) und Zimmermann et al.
(2000a & b) weitere endogene (Ataxia teleangiectatica, Diabetes mellitus, Hyperthyreose, Himoglo-
binstatus, Hautpigmentierung, Haarfarbe, Hypertonie, Arteriosklerose, Adipositas, Hypercholesteri-
namie, Mikro- und Makroangiopathie, Kollagenosen, Sklerodermie, Autoimmunerkrankungen, Im-
munsuppression, genetische Pradisposition, Infektionen) und exogene (Rauchen, Alkohol, Chemothe-
rapie, Erndhrung und Diét, Hygiene, mechanische Belastungen) Modulationsfaktoren der klinischen
Strahlenreaktion im Sinne reduzierter Toleranzdosen beschrieben, die ebenfalls Spatfolgen wie eine
Fibrose begiinstigen kdnnen. Dariiberhinaus spielen Mediatorsubstanzen wie Zytokine, z. B. ,, Trans-
forming Growth Factor-p* (TGF-B) eine wesentliche Rolle bei der Fibroseentwicklung (Rodemann et
al. 1995). Andererseits ist die individuelle Strahlenreaktion nach RT sehr variabel und trotz Modell-
rechnungen zur Nebenwirkungswahrscheinlichkeit kaum qualitativ und quantitativ absolut sicher be-
stimmbar (Seegenschmiedt & Zimmermann 2000, Zimmermann et al. 2000a). Dies gilt fiir die frithen
und chronischen Strahlenreaktionen, wobei jedoch die Einschéitzung von Spéatfolgen von besonderer
klinischer Relevanz ist.

Die Vielzahl von Faktoren (Dosis, Zeit, Volumen, Fraktionierung, Organstruktur, Alter, Komorbiditét,
Allgemeinzustand, endogene/exogene Faktoren, Vor-/Nachbehandlungen, TM-Rezidive), die Einfluss
auf Spétreaktionen haben konnen, sind in einem humanen Studiendesign kaum bis nicht zu priifen.
Viele experimentelle Ansétze fokussieren daher auf die Analyse von Struktur-, Morphologie- und/oder
Funktionsschiden oder verinderte Mediatorsubstanzen im Tiermodell oder an Zellkulturen (Ubersich-
ten bei Fajardo 1982, Rodemann et al. 1995, Seifert 1996; Epperly et al. 1999, Vujaskovic et al. 2001,

Zhao et al. 2000). Allerdings bietet der Gewebezusammenhang die Voraussetzungen und den besonde-



ren Vorteil, die histologischen Strahlenreaktionen und moglichen Reparationsvorgénge des Organs im
Strahlengebiet zu untersuchen.

Mit der vorliegenden Arbeit wird der Versuch unternommen, im Tierexperiment mit modernen Me-
thoden an einigen Geweben und Organen der Kopf-Halsregion die Strahlenwirkungen nach einem
humantherapeutisch relevanten RT-Protokoll genauer zu charakterisieren. Es war damit nicht der An-
spruch verkniipft, die Strahlenfolgen der Kopf-Hals-Region umfassend zu bearbeiten. Vielmehr wurde
versucht, anhand eines standardisierten RT-Modells an das jeweilige Gewebe angepasste, histologi-
sche Untersuchungsmethoden anzuwenden, um die verschiedenen Strahlenfolgen morphologisch und
immunhistologisch im Gewebeverband darzulegen.

Die Untersuchung gliedert sich in die Darstellung vor allem der Spitfolgen der groBen Kopfspeichel-
driisen, des Larynx und der Trachea sowie der Hypophyse, auf die wir uns wegen ihrer klinischen Re-
levanz besonders konzentrierten.

Da bisherige Untersuchungsergebnisse gezeigt haben, dass die Folgen der RT allgemein-klinische (z.
B. Malnutrition, Wesensverdanderungen) und allgemein-morphologische Alterationen (z. B. GefaB-
und Nervenverdnderungen) sowie organspezifische histologische Verdnderungen beinhalten konnen
(Scherer et al. 1991, Scherer & Sack 1996, Seifert 1996, Dorr et al. 2000), wird zunichst fiir die analy-
sierten Gewebe ein jeweils organbezogener Uberblick der derzeitigen Kenntnisse gegeben — nachdem
zuvor strahlenbiologische Reaktionsmechanismen und allgemein-histologische Strahlenreaktionsmus-
ter sowie die Zielstrukturen der verwendeten Antikdrper (AK) in ihrem funktionellen Zusammenhang
erldutert wurden.

Einzelzellen und extrazelluldre Matrix (ECM) betreffende Strahlenreaktionen begriindeten dabei unser
Interesse, Cytokeratine (CK) bzw. Intermedidrfilamentproteine (IF-Proteine) und Basalmembranen
(BM) sowie BM-assoziierte Strukturproteine mit einzubeziehen, da CK als epitheliale Differenzie-
rungsmarker und BM- und BM-assoziierte Substanzen als spezialisierte Strukturen der ECM wesentli-
che Rollen nicht nur bei der Funktion der Einzelzelle, sondern auch bei der Aufrechterhaltung und
Strukturierung des Gewebeverbandes spielen (Nerlich 1995, Moll 1993), und eben Einzelzellen wie
auch Gewebeverbinde strahlenreaktiv verdndert bzw. umstrukturiert sein konnen — zumal bekannt ist,
dass sich CK / IF-Protein- und BM-Expressionen unter dem Einfluss anderer chronischer Noxen (z. B.
bei chronischen Entziindungen, Stoffwechselstorungen, Bleomycinexposition, Gangligatur bei Driisen,
Metaplasieprozessen) oder insbesondere bei TM und deren Vorstufen verdndern kénnen (Moll 1993,
Nerlich 1995, Grone et al. 1987, Riede et al. 1995, Zaia et al. 1997, Woodcock-Mitchell et al. 1986 &
1989, Ihrler et al. 2002).

Im Zusammenhang mit einer RT (,,radiogen®, ,,strahlenassoziiert™) wurde daneben iiber das Auftreten
sog. ,radiogener Zweit-TM* mit fiir die Region z. T. ungewdhnlichen Merkmalen (Geschlecht, Alter,
Lokalisation, Histologie) berichtet (Ubersicht bei Burkhardt 1999). Es sollten daher im Rahmen unse-
rer experimentellen RT auftretende TM miterfasst und feingeweblich ausgewertet werden.

Hieraus ergeben sich abschlieend die Fragestellungen dieser Arbeit.



1.2 Allgemeine histologische Anatomie des Bindegewebes

Das Bindegewebe im engeren Sinne (ohne davon abgeleitete Fett-, Knorpel- und Knochengewebe)
besteht aus Zellen (Fibroblasten und Fettzellen; Makrophagen, Monozyten, Lymphozyten, Plasmazel-
len, eosinophile Granulozyten, Mastzellen) und aus wechselnden Mengen extrazelluldrer Substanzen.
Diese extrazellulare Matrix (ECM) enthélt eine Grundsubstanz mit ,,Gewebsfliissigkeit™ (fast struktur-
loses Material) und Fasern (mehr geformte Elemente aus kollagenen, retikuldren und elastischen Fa-
sern). In der Grundsubstanz finden sich neben Wasser, Salzen, niedermolekularen Substanzen und
kleinen Proteinmengen vor allem Proteoglykane (frithere Bezeichnung: Mukopolysaccharide).

Abb. 1 stellt die Grundbestandteile des Bindegewebes schematisch dar.
Grundsubstanz (Glykosaminoglykane)

Fettzelle

Kollagenfasern
Mastzelld

(2>

Kapillarendothelzelle

glatte Muskelzelle

Abb. 1: Schematische Darstellung der Grundbestandteile des Bindegewebes: Zellen, Fasern und Grundsubstanz
(nach Ham & Geneser 1990). Die Unterteilung der Bindegewebsformen (lockeres, straffes, retikulires Gewebe,
Gallert- und Fettgewebe) erfolgt nach ihren relativen Anteilen an interzelluldrer Substanz (v. a. dem relativen
Fasergehalt) und verschiedenen Zellarten. Die Funktionen (mechanische Verstirkung, Transportvorginge,
Wegweiser- und Differenzierungsfunktionen bei Zellen) der verschiedenen Bindegewebsarten beruhen vor allem
auf ihren ECM-Komponenten.

Die Tabellen geben einen Uberblick und die nihere Charakterisierung der wichtigsten Grundsubstan-

zen (Tab. 1 und 3 im Anhang) und Fasern (Tab. 2 im Anhang) der ECM.



1.3 Strahlenbiologische Mechanismen von Normalgewebsreaktionen und allgemeine Histo-
logie der Strahlenreaktionen

Strahlenbiologisch werden radiogene Normalgewebsreaktionen durch Parenchym- und Stroma-
zellstérungen, Verdnderungen der Interzellularsubstanz und GeféBstorungen erklart (Dorr & Trott
2000, Herrmann & Baumann 1997). Die zelluldren Stérungen betreffen v. a. den Zellkern bzw. die
DNA. Es kommt zu DNA-Verinderungen in Form von Mutationen, Genaktivierungen und einer Zell-
zyklusverldngerung mit nachfolgenden Chromosomenschéden, die bei einer der ndchsten Mitosen zum
Zelltod fithren konnen. Dies entspricht einem Verlust der reproduktiven Integritit ( = Verlust der un-
begrenzten Teilungsfahigkeit) durch einen Mitosetod (Herrmann & Baumann 1997). Als weitere Me-
chanismen sind die akzelerierte terminale Differenzierung (Rodemann 2001) und der Interphasetod zu
nennen. Ersteres ist v. a. flir Fibroblasten bedeutsam. Letzteres ist v. a. nach Erkenntnissen zu Apopto-
semechanismen mit einzubeziehen (Burkhardt & Meyer-Breiting 1999, Farber 1994, Herrmann &
Baumann 1997, Kerr et al. 1994, Okunieff et al. 1999, Seifert 1996, Stephens et al. 1986a-c & 1991)
und wurde u. a. fiir Lymphozyten, Speicheldriisen- und Anteile intestinaler Kryptenzellen beobachtet.
Histologisch werden nach alterer Terminologie (Gossner 1972) 3 Arten von Strahlenreaktionen unter-
schieden: e Strahlendystrophie (Degeneration, Nekrose) e Dysplasic e Neoplasie.

Nach neuerer morphologischer und zellbiologischer Begriffsbildung ist der Zellfunktionsverlust (=
Zelltod) durch nekrotische und apoptotische Aufldsung definiert, wéhrend strahlenbiologisch die o. g.
mehr funktionelle Zelltoddefinition (Verlust der unbegrenzten Teilungsfihigkeit = Mitosetod) eine
sehr wichtige Rolle spielt (Herrmann & Baumann 1997, Nagler 2002).

Histologische Verdnderungen durch Bestrahlungen manifestieren sich einerseits an Einzelzellen so-
wohl im Parenchym als auch im Stroma, andererseits im interstitiellen Stroma und im Blutgefas3-,
Lymphgefa3- sowie im Nervensystem. Einzelzellverinderungen betreffen den Kern (Kariolyse,
Chromatinverplumpungen, mehrstrahlige oder verplumpte Kernteilungsfiguren mit isolierten oder un-
tereinander diinn verbunden Chromatinbrockeln, Vakuolen) und das Zytoplasma (Schwellung, Struk-
turverlust durch Zellorganellenauflosung, Zytolyse) sowie Epithelmetaplasien, Epithelhyperplasien,
eine vermehrte Verhornungsneigung und Bindegewebszellatypien. In Geweben konnen Gefallverdnde-
rungen (GefaBBzunahmen, vermehrte Thrombenbildung, hyaline Degenerationen, myointimale Prolife-
rationen, Stenosen bis hin zu Obstruktionen der Arterien, z. T. der Venen- und Lymphgefille, Lymph-
gefiBektasien), reaktive ,entziindliche* Infiltrate, interstitielle Veriinderungen in Form von Odemen,
Fibrosen, Sklerosen sowie Gewebenekrosen (Ubersichten bei Fajardo 1982, Scherer et al. 1991 sowie
Rubin 1995; Burkhardt & Meyer-Breiting 1999, Deitmer 1986, Dietz et al. 1998, Ewald 1996, Nishio-
ka et al. 2001, O’Brien 1996, Seifert 1996, Ward et al. 1975) auftreten.

Nach allgemeiner Auffassung (Ubersicht bei Fajardo 1982; Fajardo & Berthrong 1978, Herrmann &
Baumann 1997, Scherer & Sack 1996) wird der Ablauf folgendermafen beschrieben: initial bildet sich
ein interstitielles Odem, gefolgt von einem sich zunehmend verdichtenden, interstitiellen fibrindsen

Exsudat sowie Vermehrung und Einsprossung von Kollagenfasern und Teilersatz des Exsudates durch



Kollagenfasern. Dies wird begleitet von zunéchst vermehrt auftretenden (Herrmann & Baumann 1997)
oder morphologisch verdnderten atypischen Fibroblasten (Fajardo 1982), spiterhin reduzierten Binde-
gewebs- und Parenchymzellen sowie Gefdverdnderungen in Form von Dilatationen, Stenosen, Per-
meabilititszunahmen sowie vermehrter Fragilitdt (Fajardo & Berthrong 1988).

Insbesondere zur Fibrose wurden Entstehungsmechanismen ndher untersucht (Burger et al. 1998, Ha-
kenjos et al. 2000, Herskind et al. 1998, Rodemann & Bamberg 1995). Der zelluldre Mechanismus der
radiogenen Fibrose wurde in einem multizelluldiren Prozess gesehen, der verschiedene interzelluldre
Mediatorwege beriicksichtigt. Da nach experimentellen Daten (u. a. Fine et al. 1990, Fine & Goldstein
1991, Ritzenthaler et al. 1991) gezeigt werden konnte, dass ,,Transforming Growth Factor-beta 1°
(TGF-B1) bei Fibroblasten oder auch glatten Muskelzellen (Coutts et al. 2001) die Kollagenbildung
vermittelt, kam diesem Faktor auch bei der strahleninduzierten Bindegewebsvermehrung Bedeutung
zu. TGF-B1 wird hier als der Hauptkandidat angesehen, welcher die akzelerierte terminale Differen-
zierung von Progenitor-Fibroblasten in postmitotische funktionale Fibrozyten positiv beeinflusst, was
letztlich im fibrotischen Phinotyp (Fibrose) dieses Zellsystems zum Ausdruck kommt (Burger et al.
1998, Hakenjos et al. 2000, Rodemann & Bamberg 1995). Weiterhin wird TGF-B1 in vitro eine Rolle
bei der strahleninduzierten Apoptose (Hino et al. 2002) sowie Produktion von BM-Komponenten
(CIV) zugeschrieben (Azuma et al. 1996a). Daneben kann TGF-B1 iiber die Induktion von Proteina-
seaktivitdten Zystenbildungen im Hautgewebe von Nacktméusen hervorrufen (Azuma et al. 1996b).
Fiir die eigenen Fragestellungen war v. a. interessant, dass bei verschiedenen Fibrosemodellen neben
Kollagenanhdufungen und Proteaseverdnderungen auch auf die vermehrte Bildung von BM- und BM-
assoziierten Strukturen hingewiesen wurde (Ubersicht bei Rodemann et al. 1995).

Auftreten und Auspridgung von Strahlenreaktionen hdngen mit verschiedenen Faktoren wie z. B. der
proliferativen Gewebsstruktur, der Gesamtdosis, der Dosis pro Fraktion, dem Zeitintervall zwischen
den Fraktionen, der gesamten Behandlungszeit, der Zeit-Dosis-Beziehung, dem Volumeneffekt und
der Toleranzdosis zusammen (Burman et al. 1991, Deore et al. 1991, Fu et al. 1982 & 1995, Herrmann
& Baumann 1997, Kaanders et al. 1992, Loeffler 1974, Parsons 1994, Scherer & Sack 1996), wobei
fiir die Auspragung vornehmlich Dosisabhingigkeiten und Volumeneffekte beschrieben wurden (Fa-
jardo 1982, Herrmann & Baumann 1997, Parsons 1994, Scherer & Sack 1996, Seifert 1996).
Weiterhin werden die Gewebsreaktionen in Abhédngigkeit vom Zeitpunkt des Auftretens betrachtet
(Dorr & Trott 2000, Herrmann & Baumann 1997). Friihe Normalgewebsreaktionen treten wihrend
oder kurz nach der RT auf, sind nach Beendigung der RT in der Regel reversibel (Ausnahme: ,,Conse-
quential Late Effect™ = narbige Ausheilung einer besonders schweren Akutreaktion) und umspannen
den Zeitraum bis zu Tag 90 nach RT-Beginn. Spéite Normalgewebsreaktionen werden Monate bis vie-

le Jahre nach dem Ende der RT beobachtet. Sie gelten als nicht reversibel und oft progredient.

1.4 Charakterisierung der Zielstrukturen

1.4.1 Cytokeratine (CK)



Neben den morphologischen Kennzeichnen epithelialer Grunddifferenzierung [Begrenzung von duf3e-
ren und inneren Oberfldchen, Ausbildung eines kontinuierlichen Zellverbandes, spezialisierte Zellhaf-
ten in Form von Maculae adhaerentes (Zonula occludens und Desmosomen), intrazytoplasmatische
Tonofilamente, Zellpolaritét, Ausbildung einer BM] werden mittels biochemischer, histochemischer,
immunhistochemischer und molekularbiologischer Techniken auch Bio/Makromolekiile bzw. deren
antigene Determinanten als epitheliale Differenzierungsmarker genutzt.

Dabei handelt es sich einerseits um generelle (,,breite”) Epithelmarker (z. B. das epitheliale Membran-
Antigen oder Desmosomenbestandteile, insbesondere Desmoplakine) und andererseits um selektive
Epithelmarker in Form von spezifischen Sekretionsprodukten und Zellmembranantigenen (z. B. Kar-
zinoembryonales Antigen, CA 19-9, CA 125). Dariiber hinaus existiert ein biochemisch definiertes
System von Strukturproteinen, die sowohl als generelle als auch selektive Epithelmarker geeignet er-
scheinen. Diese Strukturproteine sind die zum Zytoskelett gehdrenden CK, die Proteinbestandteile der
Intermediarfilamente der Epithelzellen darstellen.

Das Zytoskelett umfasst neben plasmamembranassoziierten Strukturen (plaquehaltige Zellhaften:
Desmosomen, Hemidesmosomen, Zonula adhaerens), den Spectrinen und dem zellkernassoziierten

Kernlamina-Komplex (Karyoskelett) insbesondere 4 zytoplasmatische Filamentsysteme:

1. Die aus Aktin aufgebauten Mikrofilamente (Durchmesser 5-7nm) in Muskelzellen
und Nichtmuskelzellen mit kontraktilen und stiitzenden Funktionen.

2. Die Myosinfilamente (Durchmesser 15 nm) in Muskelzellen.

3. Die Mikrotubuli (Durchmesser 22-25 nm), die intrazelluldren Transportprozessen dienen und die Mito-
sespindel aufbauen.

4. Intermediirfilamente [(IF); Durchmesser 7-11 nm], die Interaktionen sowohl mit dem Lamin B (Zell-

kernlaminabestandteil) als auch mit Desmosomen eingehen kdnnen.

IF-Proteine werden in 7 Klassen eingeteilt, die jeweils zelltypspezifisch, also in enger Beziehung zum
zelluldren Differenzierungsprogramm exprimiert werden. Die Feinstrukturierung und charakteristische
Merkmale der 7 IF-Klassen wurden im Anhang dargelegt. Hieraus ergibt sich, dass die IF ein diffe-
renzierungsabhingiges Expressionsmuster in verschiedenen Zelltypen zeigen (Altmannsberger 1988,
Espinoza & Azar 1982, Franke et al. 1981 & 1982, Moll 1986-88 & 1993, Nagle et al. 1985).

Die humanen CK wurden in einer numerischen Nomenklatur (CK 1-20) weiter subklassifiziert und
reprasentieren den ,,Katalog der menschlichen CK* (Moll et al. 1982). Diese das intrazelluldre Stiitz-
geriist von Epithelien ausbildenden CK spielen eine wichtige Rolle fiir die mechanische Stabilitét
nicht nur der Einzelzelle, sondern auch des epithelialen Gewebeverbandes (Moll 1993).
Elektronenmikroskopisch (Abb. 2a) entsprechen die CK Tonofilamenten (*), die als teils gebiindelte,
teils locker-irregulér verteilte IF des CK-Typs vorliegen und an Desmosomen verankert sind. Nach
den gelelektrophoretischen Koordinaten der Polypeptide wurde sie in Abb. 2b schematisch dargestellt.
Aufgrund der Entwicklung von monoklonalen AK (ohne Kreuzreaktion mit anderen CK) war es mog-
lich, die immunmorphologische Lokalisation und Analyse auf Einzelzellebene vorzunehmen und auch

Zellen im epithelialen Gewebeband zu differenzieren (Huszar et al. 1986, Moll 1993).



Abb. 2a und b: Elektronenmikroskopische CK- sowie schematische Darstellung des ,,Katalogs der menschli-
chen Cytokeratine* (nach Moll 1993)
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Die fiir die eigenen Untersuchungen wesentlichen Gewebe (Speicheldriise, Laryngo-Trachealbereich)
weisen dabei folgende typische Expressionsmuster auf:

In den humanen Speicheldriisen (SD) werden in den Azini typischerweise CK 7 und 18 exprimiert
(etwas schwicher auch CK 8), im Gangsystem zeigen sich in luminalen Zellen positive Reaktionen fiir
die CK 7, 8, 18 und 19 sowie CK 13 (schwécher und heterogener auch CK 1, 3, 4, 6, 10, 11, 14, 16,
17), wobei die Basalzellen eine Expression von CK 4-6 und CK 13-17 sowie CK 19 (schwécher und
heterogener auch von CK 7, 8 und 18) zeigen. In Myoepithelien wird neben den CK 4-7 und CK 13-17
sowie CK 19 (schwécher und heterogener auch CK 8, 18) auch Vimentin koexprimiert, wobei Vimen-
tin auch in den miterfassten stromalen Fibroblasten, lymphoiden Zellen, Lipozyten und Gefédfien (v. a.
Endothelien) reagiert (Born et al. 1987, Caselitz et al. 1986a-c, Dardick et al. 1988b, Geiger et al.
1987, Ihrler et al. 2002, Leoncini et al. 1988, Moll 1993, Otto et al. 1988, Su et al. 1993, Seifert 1996).
Fiir die SD von Tieren wurden v. a. Expressionen im Gangsystem, weniger im Bereich der Azini, an-
gegeben, wobei Farbeintensitit und Lokalisation innerhalb der verschiedenen SD und zwischen ver-
schiedenen Tierspezies variierten (Mori 1991). Speziell fiir Rattengewebe wurden Reaktivititen mit
den AK RGES53 (CK 18), K8.13 (CK 1, 5-7, 8, 10, 11, 18), K8.60 (CK 10, 11), RPN1160 (CK 18),
RPN1164 (CK 8) und RPN1166 (CK 8) in sekretorischen Tubuli, Schaltstiicken und Streifenstiicken
(Mori 1991) sowie mit dem AK RPN1162 (CK 7) im luminalen Bereich der sekretorischen Driisene-
pithelien (Gustafsson et al. 1998) gefunden. Der AK RGES3 (CK 18) reagierte mit Schaltstiicken und
den Lateralgrenzen von sekretorischen Tubuli, nicht jedoch in Streifenstiicken. Der ebenso CK 18 er-
kennende AK RPN1160 war dariiber hinaus auch im Bereich der luminalen Seite von sekretorischen
Tubuli positiv. Daneben zeigten sekretorische Tubuli leicht bis moderate CK 10/11-Expressionen (AK
K&8.60). Die AK RPN1164 (CK 8) und RPN1166 (CK 8) waren insbesondere in Schaltstiicken deutlich
immunreaktiv, wihrend Streifenstiicke meist leicht und die lateralen Zellgrenzen bei sekretorischen
Tubuli teilweise leicht gefiarbt wurden. Spezifische Reaktionen in Myoepithelien und Ausfiihrungs-

gangepithelien fehlten bzw. wurden mit den verwendeten AK nicht beschrieben (Tab. 4 im Anhang).



Fiir den Laryngo-Trachealbereich, der bei den eigenen Préparaten auch angrenzende Pharynx- und
Osophagusanteile miterfasste, waren einerseits Plattenepithelien vom Mukosatyp, andererseits Zylin-
derepithelien und submukos gelegene Driisenepithelien zu beriicksichtigen. Letztere lieBen ein zu
Speicheldriisen dhnliches Expressionsmuster erwarten.

Bei den Plattenepithelien vom Mukosatyp [Epithel i. B. der Stimmlippen (SL), des Pharynx, des
Osophagus] sind als typisch die nachgenannten Expressionen zu bezeichnen. Als Basis-CK werden in
den Basalzellen CK 5 und 14 exprimiert, daneben aber auch CK 19 und CK 8 und 18. Die suprabasa-
len Schichten zeigen eine Expression von CK 4 und CK 13 (Reifungs-CK-Paar), ferner auch die ,,hy-
perproliferativen” CK 6 und 16. Als Besonderheit gilt im SL-Epithel die iiber die Basalzellexpression
hinausgehende CK 18 und CK 19-Expression (Lobeck et al. 1988). Bei den Zylinderepithelien (An-
teile des Larynxepithels, mehrreihiges Flimmerepithel der Trachea) sind iiblicherweise folgende Mus-
ter zu erwarten: die Basalzellen exprimieren die plattenepitheltypischen CK 5, 14, 15 sowie 19, wobei
noch CK 17 hinzutritt, wohingegen die zylindrischen, luminalen Zellen {iberwiegend die fiir einfache
Epithelien charakteristischen CK 7, 8, 18 und 19 sowie heterogen auch CK 4 und CK 13 exprimieren.
Vimentin wird im respiratorischen Epithel normalerweise in einzelnen Zylinderepithelien, besonders
am basalen Pol, koexprimiert und ist regelhaft bei mesenchymalen Zellen des angrenzenden Tracheal-
gewebes bei Bindegewebszellen (z. B. Fibroblasten, Perichondriumzellen), Fettzellen, Muskelzellen,
Knorpel- und Knochenzellen und Endothelien nachweisbar. Ubergangsepithelien zeigen wechselnde
Muster, die je nach Differenzierungsgrad mehr in Richtung von plattenepitheldhnlichen, oder mehr in
die Richtung von zylinderepitheldhnlichen Expressionen weisen (Stoisek et al. 1991).

Fiir die Rattenspezies wurden dhnliche, z. T. erginzende, z. T. heterogene Expressionsmuster ange-
geben (Schlage et al. 1998, Kasper et al. 1993, Evans et al. 1993). Tab. 5 im Anhang fasst die Ex-
pressionsmuster zusammen. Die daher nicht zwanglos anzunehmenden Kreuzreaktivitidten der AK bei
der Ratte implizierten die Uberpriifung der AK-Spezifitit (dargestellt bei Material & Methoden).

Nach RT (Somosy et al. 1995: in vitro nach geringen Dosen von 0.5 Gy und 1 Gy, Gustafsson et al.
1998: in vivo nach Oligofraktionierung bis 30 Gy bzw. 45 Gy ) konnen folgende Befunde auftreten:

e zu Klumpen geformte Aktinfilamente e abnormale Desmosomen mit fehlenden Tonofilamenten
¢ Verlust von Zellkontakten e fehlende perinukledre Filamente
e verminderte Desmosomen e schmale, irreguldr geformte, mit amorphem Material

assoziierte Filamentstringe
e zerstorte [F-Filamente mit CK-Aggregationen o verstirkte Expressionen

1. 4.2 Basalmembranen (BM) und BM-assoziierte Matrix

BM sind spezialisierte Strukturen der extrazelluldren Matrix (ECM) und kommen ubiquitdr im Orga-
nismus vor. Aufgrund ihrer vielfaltigen Funktionen leisten sie einen wesentlichen Beitrag zur Auf-
rechterhaltung der Gewebeintegritit. Die wichtigsten Funktionen der BM und der mit ihr assoziierten
angrenzenden ECM liegen in einer mechanischen Stabilisierung von Gewebsstrukturen (besonders
Kollagen IV und VII), in einer Kompartimentierung des Gewebes und damit in einer Kontrolle des

Stoffaustausches zwischen den verschiedenen Kompartimenten (Filterfunktion; besonders HPSG) so-



wie einer Verankerung der angrenzenden Zellen (besonders Laminin), wodurch Zellpolarisation und
Zelldifferenzierungszustand wie auch die Kontrolle iiber migratorische Zellbewegungen und die
Zellproliferation gewéhrleistet werden. Weiterhin konnen in der BM spezifische Boten- und Wachs-
tumsfaktoren gespeichert oder Rezeptoren lokalisiert sein (Gospodarowicz et al. 1979, Nerlich 1995,
Nomizu et al. 2000).

Je nach Lokalisation (und Funktion) begrenzen BM die Zellen nur an der Seite, die dem Stroma zuge-
wandt ist (Epithelien und Endothelien), sie konnen jedoch auch die Zellen vollstéindig einhiillen, was
z. B. fiir mesenchymale Zellen wie Muskel- und Fettzellen oder periphere Nervenzellen (Schwann-
Zellen, Perineuralzellen) typisch ist. Knochenmatrix und Knorpel besitzen keine genuine BM. Die Zu-
sammensetzung kann dabei in den verschiedenen Geweben nicht unerheblich variieren (Ubersicht bei
Nerlich 1995). In Tab. 6 wurden die wesentlichen Komponenten der BM dargestellt.

Tab. 6: Wesentliche Komponenten der BM (Ekblom et al. 1984, Kucharz 1992, Lloyd 1979, Madri et al. 1980,
Martin & Timpl 1987, Nerlich 1995, Nomizu et al. 2000, Rohde et al. 1979, Stechschulte et al. 1997, Szarfman
et al. 1982, Timpl 1989, Timpl & Dziadek 1986, Timpl et al. 1979, Wetzels et al. 1991)

Spezifische, ubiquitir vorkommende BM-Komponenten

¢ Kollagen IV (a1/2) o Heparansulfatproteoglykan (HPSG, Perlekan)
o (klassisches) Laminin (Laminin-1) ¢ Chondroitinsulfatproteoglykan (CSPG)
¢ Nidogen/Entaktin e BM-90

Spezifische, selektiv vorkommende BM-Komponenten

e Kollagen VII e Laminin-5 (Kalinin)

e Laminin-2 (Merosin) e Kollagen IV (0.3/4/5/6)

e Laminin-3 (S-Laminin) e Kollagen XVII

BMe-assoziierte, interstitielle Bindegewebsproteine

e Fibronektin e Kollagen V e BM-40/SPARC/Osteonektin

Im Gewebeschnitt kann die Grenzziehung zwischen BM und Plasmamembran der Zelle relativ scharf
vorgenommen werden, wohingegen die BM von dem an sie angrenzenden Stroma nur unscharf abge-
grenzt werden kann. Hier geht die eigentliche und aus spezifischen Strukturkomponenten aufgebaute
BM in das Geflechtwerk der Strukturproteine und Proteoglykane des bindegewebigen Stromas tiber.

Wegen ihrer nur sehr geringen Breitenausdehnung lisst sich die BM in der normalen Lichtmikrosko-
pie nicht immer gut darstellen (z. B. als homogenisiertes Band in der PAS-Firbung), so dass aus elekt-
ronenmikroskopischen Befunden die Einteilung in eine Lamina basalis (Basallamina), die etwa 20 / 50
bis 100 nm dick ist, und eine Lamina fibroreticularis vorgenommen wurde. Die Lamina fibroreticula-
ris stellt dabei die Ubergangszone zum bindegewebigen Stroma dar (in der Lichtmikroskopie als Pars
fibroretikularis der BM bezeichnet). Die Lamina basalis wird weiterhin in eine Lamina lucida (= rara),
die etwa 30 nm dick ist und unmittelbar auf die Zellmembran folgt, und eine elektronendichte Lamina
densa unterteilt. Gelegentlich spricht man auch von einer die Lamina densa begrenzenden Lamina rara
interna (= lucida) und externa (Ubergangsschicht zur Lamina fibroreticularis). In der Gesamtdicke
konnen BM je nach Organ, Lokalisation und Alter zwischen 30 und 300 nm variieren. Bei den Epithe-
lien des Haut- bzw. Schleimhautgewebes folgt die Basallamina dem Verlauf der basalen Zellmembra-

nen der untersten Epithelschicht und ist mit den Epithelien durch Halbdesmosomen verbunden.
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Bei den Strukturen im Bereich der BM werden kollagene Bestandteile (Kollagen IV, 111, VII, V und
VI) von den nicht kollagenen Bestandteilen in Form von Glykoproteinen (Laminin, Fibronektin, En-
taktin/Nidogen) und Proteoglykanen (HPSG, Chrondroitinsulfat, Dermatansulfat) unterschieden.

Als spezifische Bestandteile gelten insbesondere Laminin, Kollagen IV und HPSG. Als BM-assoziiert
gelten v. a. das Kollagen V und das Glykoprotein Fibronektin. Fibronektin findet sich bevorzugt in der
Lamina fibroreticularis und stellt die Verbindung zum umgebenden Stroma her.

Weiterhin enthélt die ins Stroma iibergehende Pars fibroreticularis BM-nahe das aus diinnen Mikro-
fibrillen (30 nm im Durchmesser) bestehende, lockere Netze bildende Kollagen III, das Kollagen V
sowie das mikrofibrilldre Kollagen VI, die in die proteoglykanhaltige Grundsubstanz eingebettet sind,
wihrend die typischerweise dickeren Fibrillen des Kollagen I erst in den tieferen Stromaabschnitten zu
lokalisieren sind. Kollagen VII ist in Form von Verankerungsfibrillen (in Interaktion mit Veranke-
rungsplatten von anderen Verankerungsfibrillen und Kollagen IV sowie stabilisiert und durchflochten
von Fibrillen bzw. Biindeln der Kollagene I, III, V bzw. VI) insbesondere in der Verkniipfungszone
(Pars fibroreticularis) am Ubergang zum angrenzenden Stroma nachweisbar. Die wichtigsten Kompo-
nenten wurden im Anhang niher charakterisiert.

Aufgrund ultraimmunhistochemischer und biochemischer Befunde wurde ein Modell kreiert, das phy-
sikochemische Eigenschaften und ultrastrukturelle Aspekte der BM-Bildung beriicksichtigt (Abb. 3).

Abb. 3: Modellvorstellung zum Aufbau der BM unter Beriicksichtigung des Verteilungsmusters ihrer verschie-
denen Komponenten (nach Nerlich 1995)
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Kollagen VII

Kollagen I, I11, V, VI

Fiir die Submandibular- (Kamada et al. 1996, Kadoya et al. 1997) und Parotisdriise (Gustafsson et al.
1998) sowie Tracheal- (Laurie et al. 1983) bzw. SL-Gewebe (Ding & Gray 2001) der Rattenspezies
wurden die BM- und BM-assoziierten Komponenten Laminin, CIV, HPSG bzw. kleine Proteoglykane
und Fibronektin bzw. Genexpressionen der Kollagentypen I, III-VIIL, XV, XVII und XVIII angege-
ben. In den SD wurde Fibronektin in Form zarter Fiaden (,,delicate strands“) zwischen den Azini
exprimiert, das interlobuldre Interstitium wurde etwas stirker und ausgedehnter gefirbt. Laminin
konnte um Azini als sehr deutliche einheitliche Fluoreszenzschicht (,,very distinct uniform fluorescent
layer*) nachgewiesen werden, wéhrend Streifenstiicke und Gangepithelien von einer diinneren Memb-
ran mit geringerer Firbeintensitit und geringerer Einheitlichkeit begrenzt wurden (Gustafsson et al.

1998). HPSG wurde sowohl im Bereich der BM als auch im daran angrenzenden Interstitium sowie in
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Streifenstiicken und Gangepithelien exprimiert, nicht jedoch in den Azini, wahrend Dermatansul-
fatproteoglykan nur im bindegewebigen Stroma um Streifenstiicke und Gangepithelien nachweisbar
war (Kamada et al. 1996). Kadoya et al. (1997) illustrierten ein ultrastrukturelles Modell der azinédren
BM, welches aus einer dreidimensionalen Netzwerkschicht (CIV), diinnen Filamenten (Laminin) und
dicken Fiden (kleine Proteoglykane) in Assoziation mit (interstitiellen) Kollagenfasern bestand. Im
Trachealgewebe fanden Laurie et al. (1983) ecine starke Lamininexpression, wahrend Kollagen IV
und HPSG moderat und Fibronektin nur sehr leicht exprimiert wurden (Tab. 7 im Anhang).
BM-Verinderungen (diffuse Zunahme, BM-Breitenabnahme, herdformige Ausdiinnungen, Lamellie-
rungen) wurden bei verschiedenen Erkrankungen (z. B. letale Epidermiolysis bullosa, Alport-
Syndrom, Diabetes mellitus, Amyloidose, Glomerulonephritis, Goodpasture-Syndrom, bulldses Pem-
phigoid, Dermatitis herpetiformis) beobachtet, spielen aber auch als Trennstrukturen eine Rolle, die
bei der Migration im Rahmen einer Entziindung oder der Tumorinvasion passiert werden miissen bzw.
als Leitschiene dienen (Barth et al. 2002, D’ Ardenne 1989, Martinez-Hernandez & Amenta 1983, Ner-
lich 1995, Remberger & Nerlich 1995, Riede et al. 1995, Rinaldi et al. 2001, Stenback et al. 1999,
Zantut-Wittmann et al. 1999).

Schon langer ist bekannt, dass v. a. bei den Kollagenen physikalische (—,,Kochen fiihrt zur Leimbil-
dung”) und chemische (—,,Essigsdure fiihrt zur Verquellung”, —,,Kalilauge fiihrt zur Auflosung”)
Agentien die innere Molekiilstruktur verdndern kénnen (vornehmlich durch Denaturierung infolge
Aufbrechung der Disulfidbriicken). Speziell nach RT wiesen ultrastrukturelle Befunde (Sholley et al.
1974) auf Fragmente und BM-Reste hin, die allerdings untersuchungstechnisch nur sehr kleine Gewe-
beabschnitte erfassen kdnnen, immunhistologische Befunde (Gustafsson et al. 1998) ergaben BM-
Umstrukturierungen und konglomeratihnliche interstitielle Ablagerungen. Aufgrund weiterer Arbeiten
zu radiogenen Verdnderungen, die verschiedene in vivo-/in vitro-Modelle verwandten und die ECM-

bzw. BM-Substanzen unterschiedlich beriicksichtigten, ergab sich die folgende Ubersicht.

Ubersicht zu radiogenen Verinderungen der BM und BM-assoziierten Strukturen (Alexakis et al. 2001, Costes
et al. 2000, Debbage et al. 2000, Delongeas et al. 1987, Ehrhardt et al. 1996, El-Nabout et al. 1989, Fatemi et al.
1985, Followill & Travis 1995, Fournier et al. 2001, Gu et al. 1998, Havemann et al. 1996, Johnston et al. 1995,
Kobayashi 1988, Kraft et al. 1996, Kruse et al. 2001, Li et al. 2000, Martin et al. 1992, Miller et al. 1988, Molte-
ni et al. 2000, Riekki et al. 2000, Robbins et al. 1991 & 2001, Rubin et al. 1995, Schneider et al. 1997, Song et
al. 1998b, Wang et al. 1996, Wang & Robbins 1996, Ward et al. 1983, Wegrowski et al. 1992, Zhao et al. 2000)

Verinderungen der Gesamtmorphologie+Funktion

Vermehrungen verschiedener Bestandteile

¢ Verdickte BM-Zone

e BM-Duplikationen bis vielschichtige BM

e BM-Fragmentierung / BM-Reste

e BM-Umstrukturierung

e Ablosungen von Epithelien / Endothelien

e Verinderte passive Filtereigenschaften

e Verinderte Kollagenstruktur (Kollagen III, daneben
auch Kollagen I)

e Vermehrte und verbreiterte Expressionen (Fibronek-
tin, Laminin, Kollagen 111, IV, auch Kollagen I)

o Interstitielle, konglomeratéhnliche BM-
Ablagerungen (Laminin)

o Vermehrte Biosynthese (Kollagen III, IV, HPSG,
auch Kollagen I)

e Vermehrte Genexpression / Genproduktlevel (Kolla-
gen III, IV, Fibronektin, daneben auch Kollagen I)

e Vermehrter HPSG-Gehalt

Fehlen von Verinderungen

e Unverdnderter Kollagengehalt (Kollagen 111, IV, daneben auch Kollagen I)
e Gering verdnderte oder unverdnderte Genproduktlevel (Fibronektin)
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Partielle Minderungen und variable Muster

Verminderungen und Abbau von Bestandteilen

¢ Diskontinuitét / zerstorte Integritdt / fokale Unter-
brechungen im Wechsel mit Verdickungen der BM
(Laminin)

e Fluktuierende Expressionen (Kollagen III, IV, auch

e Verminderte Transkription, Biosynthese und Sekre-
tion (Kollagene)

e Verminderte Expressionen (Laminin, Fibronektin)
o Kollagenabbau (Kollagen III, IV, auch Kollagen I)

Kollagen I)
o Irregulir verteilte Proteoglykane

1.4.3 CK und BM / BM-assozierte Substanzen im Gewebeverband

Nach elektronenmikroskopischen Untersuchungen (Moll 1993) strahlen einige Tonofilamente (die den
immunhistologisch darstellbaren CK entsprechen) in die Region der Hemidesmosomen/Desmosomen
ein und tragen vermutlich zu einer konstanten Anheftungsfestigkeit bei (Evans et al.1993). Von der
BM-Seite her werden iiber hemidesmosomale Anbindungen (,,Bindungsassoziation*) und Laminin
(Integrin)-Rezeptoren der Zellmembran Interaktionsmoglichkeiten angenommen (Hees & Sinowatz
2000, Riede & Schéfer 1995, Nerlich 1995). Neben gegenseitiger Beeinflussung (Kurpakus et al.
1992) kann daher vermutet werden, dass CK und BM auch iiber gemeinsame ,,Schnittstellen* einen
Beitrag zur Gewebeintegritit leisten (Knobber 1994, Merker 1994, Wang et al. 1992).

1.5. Organe und Gewebe

Speicheldriisen (SD) Neben ablativer Chirurgie und Chemotherapie hat die RT in der Behandlung
von Kopf-Hals-Malignomen (insbesondere der Karzinome) einen festen Stellenwert. Moderne radio-
onkologische Therapieschemata erlauben zwar eine préizise Begrenzung des Strahlenfeldes auf das zu
behandelnde Zielvolumen (Ubersicht bei Scherer & Sack 1996), dennoch liegen die SD bei den meis-
ten TM-Lokalisationen des Kopf-Hals-Gebietes wegen der engen anatomischen Ndhe zum Primértu-
mor oder zum Halslymphabflussgebiet im Strahlenfeld und werden durch die RT beeintrdchtigt. Die
Strahlenreaktion hdngt ab von der Strahlendosis, der Fraktionierung, dem funktionellen Status des SD-
Gewebes, der Latenzperiode zwischen Strahlenexposition und Untersuchung sowie der Lokalisation
der Driise(n) im Strahlenfeld (Dreyer et al. 1989, Ubersicht bei Seifert 1996, Seifert et al. 1984).

Die Folgen der verminderten SD-Funktion beinhalten eine reduzierte Speichelsekretionsrate mit tem-
porérer oder bleibender Xerostomie sowie Geschmacks-, Sprech- und Schluckstérungen und ein er-
hohtes Kariesrisiko. Vielfach ist mit diesen oralen Symptomen eine Einschrdnkung der Lebensqualitét
verbunden (Epstein et al. 2001). Dosisabhingig wurden die klinischen Merkmale in ein akutes Stadi-
um (etwa 20 bis 30 Gy) und Dauerschéden (50 bis 60 Gy und dariiber) unterteilt (Seifert 1996, Tab. 8
im Anhang). Auch die morphologischen Veridnderungen der SD wurden in Abhingigkeit von der
Strahlendosis und der Zeitdauer nach der Strahleneinwirkung klassifiziert und in Stadien eingeteilt
(Dreyer et al. 1989, Seifert 1996, Tab. 9 im Anhang).

Diese Befunde zu morphologischen strahleninduzierten Verédnderungen der SD beruhten auf Untersu-
chungen, die oft auch funktionelle Verdnderungen mit einschlossen, und wurden sowohl in humanen

Geweben als auch tierexperimentell gut dokumentiert und auch in neueren Arbeiten bestétigt (Abok et
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al. 1984, Ahlner et al. 1993, Busuttil 1977, Chomette et al. 1981, Dreyer et al. 1989, El Mofty & Kahn
1981, Espinal et al. 1983, Fajardo & Berthrong 1981, Harwood et al. 1973, Nagler 1998 & 2002,
O’Connell et al. 1999, Sagowski et al. 2003, Saitoh et al. 1992, Seifert 1996, Vissink et al. 1991a & b,
1990a & b), wobei histologische, histochemische, immunzytochemische und elektronenmikroskopi-
sche Techniken genutzt wurden.

Hingegen sind radiogene Verdnderungen, speziell von BM und BM-assoziierten Strukturen im Be-
reich der SD weniger bekannt (Chomette et al. 1981, Gustafsson et al. 1998, Sholley et al. 1974).
Mehr Interesse galt dem normalen Verteilungsmuster in den SD und Verdnderungen bei SD-Tumoren
(u. a. Caselitz et al. 1988, Ubersicht bei Seifert 1996, Skalova & Leivo 1992a & b, Strassburger et al.
1998) oder es fanden strahleninduzierte EMP- und BM-Alterationen, inklusive assoziierter Substan-
zen, in anderen Geweben und/oder in-vitro-Modellen Beachtung (u. a. Ubersichten bei Barcellos-Hoff
1998 und Herskind et al. 1998; Dalmau et al. 1999, Ehrhardt et al. 1996, Rodemann et al. 1995, Rose
et al. 1999, Ruifrok & McBride 1999, Wang et al. 1999).

Die das morphologische Bild der radiogenen SD-Reaktion, das Zellverdnderungen [vorwiegend Reak-
tionen der speichelproduzierenden serdsen bzw. seros-mukoiden Azinuszellen, weniger i. B. der sekre-
torischen Tubuli (O’Connell et al. 1999, Zeilstra et al. 2000), iiber apoptotische und/oder nekrotische
Zelluntergdnge (Guchelaar et al. 1997, Seifert 1996) unter vermutlicher Einbeziehung weiterer Me-
chanismen wie DNA-Schidden, Genverdnderungen, Effekte sekundérer Metaboliten und Reprodukti-
onsstorungen an Progenitorzellen (Furuno et al. 1974, Fox 1998, Herrmann & Baumann 1997, Nagler
2002)], eine zunechmende Parenchymatrophie und eine zunehmende interstielle Fibrose beeinhaltet,
kennzeichnende, nicht unerhebliche Umgestaltung der normalen Gewebearchitektur begriindete dabei
unser Interesse, das Verhalten der BM und BM-assoziierter Substanzen, die normalerweise zur Auf-
rechterhaltung der strukturellen und funktionalen Gewebeintegritit beitragen, zu untersuchen.
Weiterhin waren CK/IF-Proteine fiir die eigenen Fragestellungen von Interesse, da auch sie iiber die
Stabilitiatsgewdhrleistung von Einzelzellen und des epithelialen Gewebeverbandes zur Aufrechterhal-
tung der Gewebeintegritdt beitragen, zumal immunhistologische Gewebeuntersuchungen vergleichs-
weise selten dem Nachweis radiogener CK/IF-Proteinverdnderungen i. B. der SD galten (Gustafsson et
al. 1998). Untersuchungen zur CK/IF-Proteinexpression fokussierten vielmehr v. a. auf gutartige und
maligne Neoplasien (Ubersicht bei Seifert 1996), daneben wurde auch auf Veréinderungen z. B. bei der
glanduldren Morphogenese (Gustafsson et al. 1988a, Marshak et al. 1987, Martins et al. 2002) oder
nach Speichelgangobliteration (Hashimoto et al. 1991) eingegangen.

Die nicht nur infolge maligner Transformationen auftretenden (Ubersicht bei Moll 1993), sondern
auch bei nicht-radiogenen, chronischen Zellschdden beobachteten Verdnderungen der CK/IF-
Proteinexpression, die mit qualitativen und quantitativen Zugewinnen und Minderungen der CK-
Muster und der Vimentin-Expression verbunden sein konnen (Grone et al. 1987, Moll 1993, Moll et

al. 1991), unterstiitzten zudem unser Interesse, auch die CK/IF-Proteine mit einzubezichen.
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Da die Befunde der ersten Versuchsserie darauf hinwiesen, dass bestimmte EMP (Laminin, CIII,
Fibronektin, CIV) und CK (CK 8, 13, 13/15/16, 17/19) nach 60 Gy-Strahlenexposition, insbesondere
im Zeitfenster bis 6 Monate nach Abschluss der RT, stirker exprimiert werden, diente die Fortfithrung
dem Ziel, mogliche dosisabhingige Expressionsmusterverdnderungen der CK, einschlieBlich einer
moglichen Koexpression mit Vimentin, aufzuzeigen. Weiterhin wurde eine ldngere Latenzperiode be-
riicksichtigt, um chronische Strahlenreaktionen im Langzeitverlauf zu erfassen (6 und 12 Monate).

Das Azinus-Gang-System der SD besitzt eine komplexe zelluldre Struktur. Das kann dazu beitragen,
dass nicht nur z. B. bei der formalen Pathogenese verschiedenster Metaplasieprozesse (insbesondere
hinsichtlich Lokalisation und Zelltyp) Untersuchungsbedarf vorlag (Ihrler et al. 2002), sondern auch
bei den strahlenbiologischen, den Zell- und Gewebealterationen zugrunde liegenden Mechanismen auf
Einzelzellebene mehrere Konzepte verfolgt wurden (Ubersicht bei Nagler 2002). Neben Zell- und
Zellorganellenverdnderungen (Funktionseinschriankung, Nekrose, Apoptosemechanismen, Membran-
schiden via Lipidperoxidation, Schwermetallionen-mediierte Zelluntergdnge ausgehend von den
Sekretgranula) wurden DNA-Schéden genannt, die verstirkt durch die Einwirkungen stark redoxakti-
ver Metallionen (vor allem Eisen und Kupfer) einen verzdgerten, reproduktiven Zelltod hervorrufen
konnen (Abok et al. 1984, Furuno et al. 1974, Nagler 2002, Seifert 1996, Vissink et al. 1992, Zeilstra
et al. 2000). Dieser Mitosetod wurde als wesentlich fiir die radiogenen SD-Spétreaktion erachtet
(Nagler 2002). Diese fiir die SD als besonders evident betrachteten Reproduktions- bzw. Proliferati-
onsstorungen begriindeten daher unser Interesse, die Proliferationsrate anhand der Ki-67-Expression
mit einzubeziehen.

Laryngo-Trachealbereich (Allgemeine Klinik und Histologie) Radiogene Normalgewebsre-
aktionen im Laryngo-Trachealbereich konnen sich als Mukositis mit Schleimhauthyperdmie und -
6dem, moglicher Epitheldesquamation sowie Ulzeration (Friithreaktion) und als (gefiirchtete) Spatreak-
tionen in Form von Schleimhaut- und Driisenatrophien, begleitet von Teleangiektasien, chronischen
interstitiellen Fibrosen und Odemen, Weichgewebs- und Stiitzgewebsstenosen, Perichondritiden,
Chondro- und/oder Osteonekrosen manifestieren (Alexander 1963, August et al. 1996, Burkhardt &
Meyer-Breiting 1999, Dietz et al. 1998, Fajardo 1982, Herrmann & Baumann 1997, Hunter & Scher
2003, Kapur 1968, Keene et al. 1982, Kutzner et al. 1978, O'Brien 1996, Parsons 1994). Die flimmer-
tragenden respiratorischen Epithelien galten friiher als etwas strahlenempfindlicher (Alexander 1963),
nach heutiger Ansicht als etwas strahlenresistenter im Vergleich zu unverhornenden Plattenepithelien
(Herrmann & Baumann 1997) oder zu peripheren Lungenepithelien und Fibroblasten (Bao et al.
1997). Wie in anderen Geweben konnen begleitend - und nach allgemeiner Auffassung (Riede &
Schéfer 1995, Herrmann & Baumann 1997) fiir die Spétreaktionen neben den Parenchymschidden von
zentraler Bedeutung - BlutgefiB- und Lymphgefi3verinderungen (GefaBzunahme, Dilatationen,
Thrombenbildungen, Stenosen, Obstruktionen, myointimale Proliferation, hyaline GefaBwanddegene-
rationen) auftreten, die die vaskuldre und lymphatische Kompetenz zusammen mit einer erhdhten Ge-

faBpermeabilitdt und -fragilitit reduzieren (Alexander 1963, Herrmann & Baumann 1997, Narayan &
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Cliff 1982, O'Brien 1996, Werner 2002) bzw. blockieren konnen (Dietz et al. 1998, Ewald 1996, Mur-
phy 1959, Ward et al. 1975). Radiogene Rupturen groBerer Halsgefialle (Roscher et al. 1966) gelten
heutzutage jedoch als sehr selten.

Andererseits gelten Larynx und Trachea mit ihrem ruhenden Knorpelgeriist als weitgehend strahlenre-
sistent, zumindest unterhalb von 70 Gy Gesamtdosis (Herrmann & Baumann 1997) bzw. als gut strah-
lentolerabel (Lusinchi et al. 1990) oder zumindest als deutlich strahlentoleranter als allgemein ange-
nommen (Wang & Mclntyre 1993), insbesondere dann, wenn die Knorpel-, Schleimhaut- und Haut
integritit nicht beeintrachtigt ist (Ward et al. 1975, Parsons 1994).

Laryngo-Trachealbereich (Klinik) Im Kehlkopf dominieren klinisch unterschiedlich ausgepragte
Larynxddeme und -stenosen mit Atmungsbehinderungen (die ggf. eine Tracheostomie indizieren),
Stimmstorungen hinsichtlich Stimmqualitdt und -leistung sowie Dysphagien, die unter Umstédnden in
Kombination mit einer Aspiration oder Aspirationspneumonie eine Sondenerndhrung erfordern (Ba-
hadur et al. 1985, Bohme 1997, Budach 1998, Calcaterra et al. 1972, Dagli et al. 1997, Dejaeger &
Goethals 1995, Dietz et al. 1998, Fajardo 1982, Finizia et al. 1998 & 1999, Foote et al. 1992, Fu et al.
1982, Gaze et al. 1991, Harrison et al. 1990, Hoyt et al. 1992, Ichimura et al. 1997, Laccourreye et al.
2000, Lazarus et al. 1996, Logemann et al. 1997, Mazeron & Grimard 1997, O'Brien 1996, Rezvani et
al. 1991, Rudat et al. 1999, Silvain et al. 1993, Spriano et al. 2000, Taylor et al. 1992, Tombolini et al.
1995, van der Voet et al. 1998, Ward et al. 1975, Wiernek et al. 1990). Dabei sind nach August et al.
(1996) in Folge einer therapeutischen Hals-RT neben der Xerostomie (68%; Warde et al. 2000: eine
der Hauptnebenwirkungen nach RT von Kopf-Hals-TM) und héufigen Grad [-Hautspétreaktionen
(57%) auch Hypothyreosen (14.3%; Donnelly et al. 1995: 45%), KarotisgefaBBgerdusche (14.3%) und
haufig wenigstens geringe Halsbewegungseinschrankungen sowie Tubendysfunktionen und Mittelohr-
ergilisse (Maier et al. 1994), labyrinthire und cochledre Lasionen (Singh & Slevin 1991, Symonds et
al. 1992) oder kombinierte Schwerhorigkeitsformen (Namyslowski et al. 1996) mit einzubeziehen.
Klinisch vergleichsweise seltener wurden bei zunehmender Anwendung moderner RT-Techniken
massive Halsfibrosen mit Bewegungseinschrinkungen, Stimmlippennekrosen bis hin zum Stimmlip-
penverlust und rein fibrotisch bedingte Stimmlippenldhmungen (Aanesen et al. 1988: 13.7%) sowie
Chondro- und Osteoradionekrosen (ca. 1%) beobachtet, was auch in einer allgemeinen Inzidenzab-
nahme schwerer Larynxreaktionen insbesondere der Chondro(osteo)radionekrosen innerhalb der letz-
ten 30 Jahre von 5-12% auf ca. 1% zum Ausdruck kam (Bousson et al. 1995, Fitzgerald & Koch 1999,
Hunter & Scher 2003). Andererseits kommt (insbesondere bei bestrahlten T3-Glottiskarzinomen)
Stimmlippenfixationen oder Refixationen mit Odem als Hinweis auf ein héheres Rezidivrisiko (Flood
& Brightwell 1984, Jordan & Piotrowski 1994) oder auch der posttherapeutischen Wiederbeweglich-
keit als Hinweis auf die hohere Wahrscheinlichkeit einer lokalen Tumorkontrolle (Aanesen et al. 1988,
Henk 1986, O'Brien 1996, Parsons et al. 1992) klinische Bedeutung zu. Weiterhin ist das Auftreten
sog. radiogener TM zu beachten (Boivin et al. 1995, Burkhardt 1999, Glaubinger et al. 1991).
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Bei den Odemen bestand weitgehend Konsens iiber den Beginn des Auftretens, in der Regel ab ca. 3
Monate bis zu 1 Jahr nach RT-Ende, wobei jedoch die Odeme auch unter oder unmittelbar nach der
Therapie beginnen kdnnen und bis oder iiber 3 Monate hinaus persistieren konnen (Fu et al. 1982,
O'Brien 1996, Stewart et al. 1974, Wiernek et al. 1990). Auch hinsichtlich des Schweregrades von La-
rynxddemen bestand eine allgemein anzunehmende positive Dosis-Wirkungs (Auspragungs)-
Beziehung (Budach 1998, Burman et al. 1991, Dietz et al. 1998). Hingegen wurden zur Inzidenz (z. B.
7-17% bzw. 15.3%: van der Voet et al. 1998; bis 58.8%: Dietz et al. 1998) und Persistenz (riickbil-
dungsfihig vs. persistierend) von Larynxddemen in Abhéngigkeit von verschiedenen RT-Schemata,
kombinierten Radiochemotherapien und/oder ggf. zusétzlichen chirurgischen MaB3nahmen verschiede-
ne Daten dargelegt (Budach 1998, Burman et al. 1991, Dietz et al. 1998, Ichimura et al. 1997, Ranga-
kumar & Shanta 1978, van der Voet et al. 1998; Tab. 10 im Anhang).

Mit der Larynxddembeurteilung ist die Frage nach einem sich anbahnenden Rezidiv meist unmittelbar
verkniipft, wobei auch hier die Daten beziiglich der Rezidivraten (22%-96% bzw. 0%-71%) nicht un-
erheblich variierten. Einige Daten wurden diesbeziiglich auszugsweise in Tab. 11 und in Tab. 12 im
Anhang (nach O'Brien 1996) zusammengestellt.

Nach Budach (1998) kann davon ausgegangen werden, dass Larynxddeme mit einer Inzidenz von ca.
50% auftreten und dass sie iiberwiegend riickbildungsféhig sind. Beziiglich der Rezidivraten muss
nach der Ubersicht von O'Brien (1996) damit gerechnet werden, dass bei ca. 50% (bei nicht unerhebli-
cher Spannbreite zwischen 0% und 71%) der Patienten mit einem Odem ein Rezidiv vorliegt.

Andere Studien wiederum haben beim Vergleich verschiedener RT-Schemata untereinander oder zur
chirurgischen Therapie weniger auf Strahlenreaktionen fokussiert (u. a. McGuirt & Ray 1999, Robbins
et al. 1996) oder das Fehlen bemerkenswerter Komplikationen bzw. relevanter Spatfolgen betont (An-
tognomi et al. 1990, Medini et al. 1996).

Im Trachealbereich dominieren nach klinischen Gesichtspunkten #hnliche Folgen (Tracheitis,
Schleimretention, Atmungsbehinderungen) einer externen RT, wie sie flir die Schleimhéiute von Pha-
rynx und Larynx und die Larynxknorpel mitgeteilt wurden. Einzelfallmitteilungen wiesen auf eine Sé-
belscheidentrachea (Kano et al. 1996) oder Fistelbildungen zu den groBen herznahen Gefalen (Dick-
man et al. 1989) hin.

Bei tracheainkludierender RT sind v. a. Strahlenreaktionen des Lungengewebes (Strahlenpneumonie
mit Husten, Fieber, Ateminsuffizienz sowie die Lungenfibrose mit chronischer respiratorischer Insuf-
fizienz, Dyspnoe, Zyanose) klinisch bedeutsam und z. T. dosislimitierend, wenn einzeitig mit hoher
Dosis im Rahmen einer Ganzkdrper- oder Halbkorpertherapie oder grole Lungenvolumina behandelt
wurden (Herrmann & Baumann 1997).

Nach kombinierten strahlentherapeutischen Verfahren (externe RT und endobronchiale Brachythera-
pie) wurden v. a. Himoptysen (7.4%) und Bronchitiden (8.7%) beobachtet (Hennequin et al. 1998).
Laryngo-Trachealbereich (Histologie) Im Larynx gingen histologische Daten zu Strahlen-

folgen zumeist auf Biopsiepridparate nach RT oder vorbestrahlte Kehlkopfpriparate zuriick. Murphy
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(1959) berichtete u. a. aufgrund von Autopsiepriparaten iiber Perichondritiden, Chondritiden, Odeme
und Nekrosen. Ward et al. (1975) fanden bei 43 Patienten mit moderatem bis schwerem persistieren-
den Odem nach RT unterschiedlich ausgedehnter T,-T4-Glottis- und Supraglottiskarzinome korrelie-
rend mit fritheren Berichten (Calcaterra et al. 1972, Goldman 1966, Goodrich & Lenz 1948, Kagan et
al. 1974, Manara 1968) PE-Verhornungen, PE-Metaplasien des respiratorischen Flimmerepithels,
vermehrte, z. T. thrombosierte GefdBle, z. T. hyaline Gefalwanddegenerationen, Endothelproliferatio-
nen, subepitheliale Leukozyteninfiltrationen, zystische, fliissigkeitsgefiillte, vermutlich Lymphangiek-
tasien entsprechende Hohlrdume, Perichondriumverdickungen und -fibrosen, Chondrozytenverluste,
Auftreten abnormaler Riesenzellen und Knorpelnekrosen. Fajardo (1982) referierte in seiner Ubersicht
unter Bezugnahme auf Literatur- (Alexander 1963, Keene et al. 1982) und eigene Daten ebenfalls tiber
hiufig auftretende Odeme, unterschiedlich ausgeprigte Kollagenanhiufungen, Fibrinablagerungen,
Gefiliteleangiektasien mit prominenten Endothelien, offene Ulzerationen und Nekrosen begleitende
entziindliche Infiltrate (vor allem Leukozyten, aber auch Lymphozyten und eosinophile Granulozy-
ten), myointimale Proliferationen der Arterien mit GefdaBstenosen (hingegen fehlende Phlebosklerose),
unterschiedlich verteilte und different ausgepriagte Driisenatrophien, Zellatypien, pseudoepithelioma-
tose Hyperplasien und Zelldysplasien der auskleidenden Schleimhdute und insgesamt selten auftreten-
de Karotisrupturen (v. a. nach radiochirurgischer Kombinationstherapie) sowie Perichondritiden und
unterschiedlich ausgeprigte (Foki neben groBeren Léasionen), unterschiedlich lokalisierte (bei den hya-
linen Knorpelgeweben v. a. Aryknorpel, aber auch im Epiglottisbereich) und unterschiedlich imponie-
rende (aseptische und offen purulente) Knorpel- und Osteonekrosen. Deitmer (1986) gab bei bestrahl-
ten Laryngektomiepréparaten einerseits vollstdndig erhaltene, andererseits nur noch fokal nachweisba-
re Flimmerepithelinseln oder nur aus PE-Metaplasien bestehende Epithellagen an. Hérmann & Donath
(1986) wiesen darauf hin, dass nach RT eine direkte Larynxinvasion der TM-Zellen auffillig war und
die Abrdumung der destruierten Areale durch Mikrophagen unter Bildung von Knochen- und Knorpel-
sequestern stattfand. Diese histologischen Bilder wurde im wesentlichen auch in neuerer Literatur be-
schrieben (z. B. Burkhardt & Meyer-Breiting 1999, Herrmann & Baumann 1997, Jordan & Piotrowski
1994, Parsons 1994, Scherer & Sack 1996, Scherer et al. 1991). Der Pathomechanismus der Odement-
stehung wurde in einem reduzierten bis hin zu einem blockierten vaskuldren und lymphatischen Fluss
gesehen, dem spéter bedingt durch hyaline GefdBwanddegenerationen und Endothelproliferationen
Teilobstruktionen der laryngealen Venen und wenigstens fokale Obliterationen und Einengungen des
feinen, weit differenzierten Lymphabflusssystems folgen. Ein erhohter Kapillardruck kann dann bei
reduzierter Lymphdrainage in Kombination mit einer erhdhten GefaBwandpermeabilitit zu einem An-
stieg an interstitieller Fliissigkeit fiihren. Knorpelnekrosen wurden durch Perichondriumverdickungen
und -fibrosen mit dadurch bedingter reduzierter nutritiver Knorpelversorgung erklirt, wobei zusitzli-
che Faktoren, wie vermehrte Infektbereitschaft (bedingt durch das Odem und/oder Minderdurchblu-
tung), allgemein reduzierte Blutzufuhr (z. B. Arteriosklerose) und Integritatsstorungen (Tumorinvasi-

on, vorhergehende chirurgische Intervention) mit einbezogen wurden (u. a. Burkhardt & Meyer-
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Breiting 1999, Dietz et al. 1998, Ewald 1996, Herrmann & Baumann 1997, Hormann & Donath 1986,
Parsons 1994, Riede & Schifer 1995, Scherer et al. 1991, Werner 2002).

Einzelfallberichte griffen v. a. die insgesamt seltenen Larynxnekrosen (Sprinzl et al. 1999: Krikoid-
nekrose nach Laserarytaenoidektomie und vorheriger Strahlentherapie, Miyaguchi et al. 1997: La-
rynxnekrose nach kombinierter Radiochemotherapie) auf.

Andererseits fanden Gaze et al. (1991) an Nerven und Muskeln keine charakteristischen, radiogenen
Veranderungen im Sinne neuraler oder muskuldrer Degenerationen in Laryngektomiepréparaten.

Fiir den Trachealbereich, der als Struktur zwischen Larynx und Bronchialsystem oft im Rahmen the-
rapeutischer Hals- und Thorax-RT mit einbezogen ist, sind &hnliche, wenn auch im Vergleich zu La-
rynx, Pharynx und Bronchien etwas geringer ausgeprigte histologische Befunde angegeben worden
(Schleimhautatrophie, PE-Metaplasien, Fibrosen, Knorpel- und GefaBalterationen), wobei jedoch die
histologischen Verdnderungen des angrenzenden Lungengewebes wie Lungenfibrose, Alveolitis und
Gefalfistenosen in der Regel ausgeprégter sind (Fajardo 1982, Herrmann & Baumann 1997, Scherer &
Sack 1996). Kano et al. (1996) fanden i. B. einer strahleninduzierten Sibelscheidentrachea umschrie-
bene Knorpeldestruktionen mit entziindlicher Infiltration (vorwiegend T-Lymphozyten und aktivierte
Makrophagen) und Kollagenfaserersatz. Nach u. a. intraoperativer RT des oberen Mediastinums mit
20 oder 25 Gy Einzeldosen (neben Osophagektomie und Lymphknotenausriumung und anschlieBen-
der externer RT) standen nach Arimoto et al. (1993) v. a. spéte, positiv dosisabhidngige, mehr als 1
Jahr anhaltende Trachealldsionen im Vordergrund. Bei Fistelbildungen zwischen Trachea und Truncus
brachiocephalicus nach kombinierter Radiochemotherapie und schwieriger Intubation wurden trachea-
le Ulzerationen beobachtet (Dickman et al. 1989). Auch Fajardo (1982) stellte den Fall einer zumin-
dest durch RT begiinstigten, tracheo-dsophagealen Fistel mit Ausdehnung zur Aorta dar.

Im angrenzenden Pharynx und Osophagus sind nach therapeutischer Hals-RT Spitreaktionen wie bin-
degewebige Stenosen, Schleimhautatrophien, Ulzerationen und interstiticlle Fibrosen zu erwarten

(Herrmann & Baumann 1997, Murofushi et al. 1990, Silvain et al. 1993).

Experimentelle Daten Im Rattenlarynx fanden sich 10 Tage nach Oligofraktionierung (6
bzw. 8 Gy/F bis zu einer Gesamtdosis von 30 bzw. 40 Gy) vermehrte Neuropeptidexpressionen (be-
sonders Substanz-P und Enkephalin) i. B. der subglottischen Driisen und der postganglioniren, para-
sympatischen Ganglienzellen (Lidegran et al. 1995a) und Immunreaktivitdtssteigerungen von Bombe-
sin (ein Neuromodulator-Peptid) bei lokalen Ganglienzellen und Nervenfasern um die submukosen
Driisen i. B. der Subglottis (Lidegran et al. 1995b) bei ansonsten unverénderter Histomorphologie. Bei
Hunden zeigten sich nach Brachytherapie der Stimmlippen im Nachbeobachtungszeitraum bis 12 Mo-
nate insgesamt leichte und meist reversible histologische Verdnderungen (Zollner et al. 1988). Diese
reichten von einer perivaskuldren Infektion (nach einem Monat) bis zu einem inhibierten Fibrinabbau
um die "Seeds", fokalen Dyschylien aufgrund erweiterter Driisengénge, fokalen PE-Dysplasien, kapil-

laren Endothelzellschwellungen, Muskelatrophien um die "Seeds" und BlutgefiaBteleangiektasien
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(nach 3 Monaten). Nach 6 und 12 Monaten verblieben Muskelatrophien, Teleangiektasien und ein in-
zwischen verbesserter Fibrinabbau.

Neben Funktionsstorungen i. B. der Trachea, z. B. der Zilienaktivitdt/Zilienschlagfrequenz (Baldetorp
& Hakanson 1977, Baldetorp & Baldetorp 1985, Karpenko & Ivanowski 1992) wurden neben Funkti-
onsbeeintrachtigungen auch histologische Verdnderungen in Form von zu- und abnehmenden Becher-
zellen, einer submukosen Driisenhypoplasie, perivaskuldren und intimalen sowie interstitiellen Fibro-
sen, Ziliendestruktionen, fokalen Zilien- und Zellverlusten, Zellmembranschiden und Odemen beo-
bachtet (Albertson 1985, Albertson et al. 1984 & 1983, Man et al. 1987, Powers et al. 1987). Daneben
wurde im Tiermodell, v. a. aber in vitro, {iber das vermehrte Auftreten von epithelialen Proliferations-
herden, Praneoplasien und Mikrokernen berichtet (Bao et al. 1997, Brooks et al. 1997, Terzaghi-Howe
1989a,b & 1990, Thomasson et al. 1990). Hingegen waren bei Hunden, die nach intraoperativer RT
mit 20, 30 oder 40 Gy des rechten Lungenoberlappens und des Mediastinums bis zu 1 Jahr nachbeo-
bachtet wurden, neben anderen Befunden (Lungenfibrose, Herzmuskelnekrosen und -fibrosen, peri-
neurale Phrenikusfibrose) nur minimale Tracheaverinderungen, minimale Osophagusreaktionen (O-
sophagitis) und geringe radiogene Verinderungen der groflen GefiaBle auffillig (Barnes et al. 1987).
Auch Gilette et al. (1992) fanden bei Hunden 2 Jahre nach fraktionierter RT (2, 3 oder 4 Gy /F bis zu
Gesamtdosen von 24 - 68 Gy) des Mediastinums neben Lungenverdichtungen, Pleurafibrosen, Peri-
kardergiissen und entziindlichen Perikardkonstriktionen keine dosisbezogenen relevanten Tracheal-
oder Osophaguslisionen. Albertsson et al. (1986) bzw. Hakanson et al. (1991) beschrieben anhand
elektronenmikroskopischer Untersuchungen nach kombinierter Chemoradiotherapie (fraktionierte
Tracheal-RT von 2 Gy/F bis zu Gesamtdosen von 2, 6, 10, 16 oder 20 Gy) bei bis 10 Tage nach RT
untersuchten Kaninchen zwar stufenweise zunehmende Trachealldsionen (Blasenbildungen im Zilien-
bereich, aufgetriebene, geschwollene Zilienenden, gekriimmte und abgebrochene Zilien, Zilienver-
luste, mikrovillidhnliche Ersatzstrukturen, Flimmerepithelverluste, Zellreste, partielle Exfoliationen
von becherzelldhnlichen Zellstrukturen), welche jedoch mehr dem zytotoxischen Effekt des Che-
motherapeutikums zugeschrieben wurden, da bestrahlte und nicht bestrahlte Tracheaareale dhnliche
Veranderungen aufwiesen und sich keine radiogen verstiarkten Reaktionsmuster zeigten. Dass sich die
maximale Reaktionsauspragung bei der 10 Gy-Dosisgruppe fand (nicht jedoch bei den hoheren Dosen
von 16 oder 20 Gy) und sich im Gegensatz dazu bei allein chemotherapierten Tiere dosisabhdngig im
Zeitverlauf zunehmend ausgeprégtere Trachealldsionen zeigten, wurde auf eine strahleninduzierte, be-
schleunigte Epithelproliferation mit nachfolgend verbesserter Regeneration zuriickgefiihrt. Auch die
im Strahlenfeld liegende angrenzende Osophagusschleimhaut zeigte eine akzelerierte Epithelprolifera-
tion (Albertsson et al. 1992).

Reichlich liegen auch klinische und v. a. experimentelle Studien zu radiogenen Lungenveridnderungen
vor. Hier wurden neben den Einzelzellverdnderungen im Stroma und im Parenchym (z. B. Mastzell-
vermehrungen/-strukturschidden: Dubrovskaia et al. 1991, Fibroblastenvermehrungen: Ts'ao et al.

1997, gesteigerte Makrophagenaktivitit: Vujaskovic et al. 2001, Schiaden der Kapillarendothelien,
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Typ-1I-Pneumozyten und Lungenmakrophagen: Hermann & Baumann 1997, bronchioloalveoldre Hy-
perplasie: Pauluhn et al. 2001) vorwiegend auf Kollagenverdnderungen der interstitiellen Kollagene I
und III fokussiert, wobei aber auch weitere Mediatoren, z. B. die TGF-B-Familie (Vujaskovic et al.
2001) oder der Plittchenwachstumsfaktor, der Insulin-&hnliche Wachstumsfaktor-I und der Tumor-
nekrosefaktor a (Thornton et al. 1996) mit einbezogen wurden. Dabei fanden sich vor allem vermehrte
Kollagenablagerungen (u. a. Miller et al. 1988, Molteni et al. 2000, Pauluhn et al. 2001, Penny et al.
1982, Rubin et al. 1995, Vujaskovic et al. 2001) oder Kollagenratioverdnderungen (Murray & Parkins
1987, Song et al. 1998b), wobei fiir andere Gewebe auch parallele Kollagenabbauvorginge bzw. mehr
relative Kollagenvermehrungen durch einen zunehmenden Bindegewebszellverlust (Niere: Meistrich
et al. 1984, Gastrointerstinaltrakt: Ito et al. 1986, Martin et al. 1992) oder ein verdndertes Verhéltnis
zu den nichtkollagenen Proteinen (Haut: Nguyen et al. 1991) mitgeteilt wurden.

Vorwiegend galten bei diesen fiir unterschiedliche Zeitabschnitte der Spétphase angegebene Kolla-
genverdnderungen Dosis-, Fraktionierungs- und Latenzabhéngigkeiten, wobei allerdings die Nachbeo-
bachtungszeiten (2-16 Monate), applizierten Gesamtdosen (meist als Einzeldosis: 5-30 Gy), Fraktio-
nierungsschemata (10x 3 Gy, 3x 1 Gy/Tag bis 30 Gy, 2x 8.5 Gy, 5x 2 Gy, 5x 10 Gy) nicht unerheblich
variierten. Im Tiermodell wurden zudem hiufig hohe Einzeldosen verwendet (z. B. Vujaskovic et al.
2001: 28 Gy, Ts'ao et al. 1997: 30 Gy, Molteni et al. 2000: 20 bzw. 30 Gy, Pauluhn et al. 2001: 20 Gy)
oder Oligofraktionierungen mit mehr oder weniger hohen Fraktionsdosen (z. B. Karvonen et al. 1987:
2x 8,5 Gy, Thresiamma et al. 1996: 5x 2 bis 5x 10 Gy, Giri et al. 1985: 10x 3 Gy bzw. 3x 1 Gy/Tag
fiir 10 Tage) verwendet, die im humantherapeutischen Anwendungsbereich weniger relevant sind.
Extrazelluldre Matrix / Basalmembranen und Cytokeratine ECM/BM Zunehmend
fanden in der Lunge auch Verdnderungen der BM und BM-assoziierten Proteine nach RT Beachtung,
iiberwiegend im Sinne vermehrter und fluktuierender Kollagen IV-Expressionen (Johnston et al. 1995,
Miller et al. 1988, Rubin et al. 1995, Ward et al. 1983) und/oder im Sinne verstirkt nachweisbarer
Fibronektinexpressionen (Johnston et al. 1995, Kolb et al. 1999). Zu vermehrten/verdickten BM-
Expressionen nach RT liegen auch Daten aus anderen Geweben vor (z. B. Muskelgewebe: Wegrowski
et al. 1986 & 1992, Lefaix et al. 1992, Gefallsystem: Schneider et al. 1997, Kobayashi 1988, Niere:
Robbins et al. 1991 & 2001, Darm: Berghem & Johanson 1983, Fatemi et al. 1985, Nebenhoden: De-
longeas et al. 1987, Brustdriise: Ehrhart et al. 1996, Speicheldriise: Gustafsson et al. 1998). Ebenso
sind bei Verwendung anderer Noxenmodelle (z. B. UV-Exposition, Gangligatur) BM-Alterationen im
Sinne von vermehrter Laminin-Proteinsynthese, BM-Verdickungen, BM-Anhdufungen und BM-
Duplikationen mitgeteilt wurden (Richardson et al. 1998). Andererseits fanden sich aber auch ver-
mehrte Expressionen und vermehrt proteolytische Aktivitdten verschiedener BM-abbauender Matrix-
metalloproteinasen (Chouinard et al. 2001, Herrmann et al. 1996).

Bei den radiogenen BM-Verdnderungen in den verschiedenen Geweben, die die BM-Bestandteile un-
terschiedlich mit einbezogen und nach verschiedenen Dosen und Fraktionsschemata beobachtet wur-

den, wurden sowohl frithere als auch spitere Verdnderungen nach Beendigung der RT sowie Auffil-
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ligkeiten bei Verwendung verschiedener Strahlenquellen mitgeteilt, wobei der Schwerionen-RT be-
sondere Bedeutung zukam (Ehrhart et al. 1996, Costes et al. 2000). Neben vermehrten/verdickten BM-
Expressionen, die vorwiegend in spéteren Zeitabschnitten auftraten, waren fiir die Frithphase nach RT
fiir einige Gewebe und Zelllinien nahezu unveridnderte oder reduzierte Immunreaktivititen der BM
und BM-assoziierten Proteine/Proteoglykane nachweisbar (z. B. Wundbettbereiche von Hauttransplan-
taten: Wang et al. 1996, Mamma: Ehrhart et al. 1996, Haut: Costes et al. 2000, Lunge: Penney & Ro-
senkranz 1984), wobei auch auf radiogene Diskontinuititen (Ehrhart et al. 1996), Fragmentierungen
(Ward et al. 1983), Irregularitidten (Delongeas et al. 1987) oder Separationen der BM vom dariiber lie-
genden Endothel (Hashimura et al. 1989) hingewiesen wurde. Es ergab sich daher auch fiir diese spe-
zialisierte Struktur der ECM der Hinweis auf dosis-, latenzzeit- und strahlenquellenabhéngige Verin-
derungen, die jedoch dhnlich wie bei den interstitiellen Kollagenen nach einem humantherapeutischen
Protokoll noch zu priifen waren, zumal wenig iiber radiogene Alterationen der BM oder BM-
assoziierter Strukturen speziell im Laryngo-Trachealbereich bekannt ist.

Untersuchungen zur ECM im Bereich der Trachea, die die einzelnen BM-Bestandteile unterschiedlich
mit einbezogen, lieferten Erkenntnisse iiber die anatomische Organisationsstruktur der subepithelialen,
trachealen BM-Proteine (Evans et al. 2000, Inoue & Leblond 1988, Inoue 1994, Laurie et al. 1983),
die Organo- bzw. Histogenese (Tournier et al. 1992a) mit besonderer Beachtung der trachealen Drii-
senentwicklung (Jacquot et al. 1994, Lallemand et al. 1993, Lim et al. 1995, Tournier et al. 1994,
Tournier et al. 1992b). Daneben spielen verschiedene ECM-Komponenten in Bezug zur Morphologie,
zum Differenzierungs- und Wachstumsverhalten von respiratorischen Epithelien eine Rolle (Baeza-
Squiban et al. 1994, Davenport & Nettesheim 1996a & b, Wang et al. 1999). Als besondere Funktion
der ECM/BM wurde eine deutliche Antioxidationsfahigkeit beschrieben (Cohn et al. 1994). Bei
Krankheitsprozessen waren v. a. Funktionen und Verdnderungen der ECM/BM bei der Wundheilung
(Boland et al. 1996, Erjefalt et al. 1994, Hicks 1999, Horiba & Fukuda 1994, Kanno & Fukuda 1994,
Walner et al. 2000), beim Asthma bronchiale (Chetty et al. 1995, Chu et al. 1998, Panettieri et al.
1998, Pare et al. 1997, Shiels et al. 1996 & 1999), bei der zystischen Fibrose (Hill et al. 1997) oder
Allergiemodellen (Ma & Stephens 1997) von Interesse.

Auch im Larynx wurde vornehmlich iiber die Struktur der ECM (Ding & Gray 2001, Hallen et al.
1996, Melo et al. 2003, Paulsen & Tillmann 1997) und Verdnderungen bei degenerativen Prozessen
(Paulsen & Tillmann 1999) und chronischen Laryngitis, Reinke-Odemen und benignen und malignen
TM berichtet (Courey et al. 1996, Hagedorn et al. 1994, Knobber 1994, Nerlich 1995, Nerlich et al.
1994 & 1998).

CK  Die im Respirationstrakt nicht nur nach RT im Fokus stehende Lungenfibrose gab dazu An-
lass, Fibrosemechanismen néher zu untersuchen. Hierzu konnte in histologischen und immunhisto-
chemischen Studien zu zelluldren und extrazelluldren Verédnderungen bei der Lungenfibrose, die neben
der RT v. a. Bleomycin-induzierte Fibrosen ursidchlich beriicksichtigten, gezeigt werden, dass auch

nicht-epitheliale Zellen im Interstitium wie Lymphozyten, Granulozyten, Mastzellen, Fibroblasten
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(einschlieBlich deren durch TGF-f stimulierbare Kollagenproduktion in vitro: Fine & Goldstein 1991,
Fine et al. 1990, Ritzenthaler et al. 1991), Mesothelien, Endothelien, Alveolar- und Interstitium-
Makrophagen (Adamson et al. 1994, Adamson & Bowden 1983, Crouch 1990, Komatsu et al. 1989,
Kuhn et al. 1989, Nettelbladt et al. 1989 & 1991, Yi-Qing et al. 1995) und kontraktile Elemente in
Myofibroblasten (Leslie et al. 1992, Skalli et al. 1989) sowie die Interaktion zwischen Aveolarepithe-
lien und Fibroblasten bzw. Kollagen (Adamson et al. 1990) eine Rolle spiclen. Da zudem gezeigt wer-
den konnte, dass CK bei den morphologischen Verdanderungen wihrend der Lungenentwicklung und
bei kultivierten Typ II-Pneumozyten miteinbezogen sind (Funkhouser et al. 1987, Funkhouser & Pe-
terson 1989, Mitchell et al.1991, Woodcock-Mitchell et al. 1989 & 1990) wurden neben morphologi-
schen Verdnderungen (u. a. Adamson et al. 1988 & 1990) zunehmend auch CK/IF-Proteinalterationen
epithelialer (und teilweise nicht-epithelialer) Zellen bei pathologischen Umbauprozessen bzw. chroni-
schen Schiadigungsmustern (Fine et al. 1991, Mitchell et al. 1991, Schlage et al. 1998b, Woodcock-
Mitchell et al. 1984 & 1986 & 1989) und nach RT (Kasper et al. 1993) untersucht. Es zeigten sich hier
verstirkte CK 18-Expressionen (Woodcock-Mitchell et al. 1986 & 1989). Nach Tabakrauchexposition
konnen im Tracheobronchialsystem neben CK-Expressionsvermehrungen auch -verminderungen auf-
treten (Schlage et al. 1998b).

AuBerhalb der Lunge waren z. B. in Tubulusepithelien der Niere nach chronischer Nierenschiddigung
IF-Proteinexpressionsverdnderungen v. a. im Sinne einer vermehrten Koexpression von CK mit Vi-
mentin auffillig (Grone et al. 1987). CK-Verdnderungen konnen auch — zumindest in anderen Gewe-
ben wie Blase, Speicheldriisen, Ureter, Niere, Uterus, Konjunktiva — einer durch Vitamin A-
Deprivation induzierten PE-Metaplasie vorausgehen und/oder sie begleiten (Gijbels et al. 1992).
Radiogene Verinderungen der CK/IF-Proteinexpressionsprofile speziell im Laryngo-Trachealbereich
sind weniger bekannt. Fiir die Lunge konnten Kasper et al. (1993) bei Ratten in bis 6 Monate nach RT
(20 Gy Einzeldosis) nachuntersuchten Normalgeweben (Bronchialsystem und Alveolen) radiogene,
zeitabhéngige Verdnderungen der CK-Expressionsmuster und Zellmorphologie darstellen. Die Auto-
ren beschrieben Verdnderungen in Form von ausgepriagt heterogenen Expressionsmustern, Expressi-
onsvermehrungen, Neoexpressionen und bemerkenswerten Koexpressionen von Vimentin und CK,
welche die anatomischen Regionen und verschiedenen Zelltypen im Zeitverlauf nach RT unterschied-
lich betrafen.. Osterreicher et al. (2001) fanden bei Wistar-Ratten nach Ganzthorax-RT (2x 15 Gy in-
nerhalb einer Woche) neben verdickten Alveolarsepten Typ II-Pneumozyten-Dezimierungen, was mit
einer verminderten CK 18-Immunreaktivitit einherging (und durch Pentoxyphillin nicht beeinflussbar
war).

Durch die bei Karzinomen beschriebenen CK/IF-Proteinexpressionsverdnderungen (Ubersicht bei
Moll 1993; Lobeck et al. 1986 & 1988, Meister & Goertchen 1994, van der Velden 1997), insbesonde-
re aber durch die bei Larynxkarzinomen berichteten histologischen Verdnderungen nach RT, die sich
in Form von Kern- und Zytoplasmaverénderungen und auch in bestimmten Mustern am Gesamttumor

darstellten (Ubersichten bei Burkhardt & Meyer-Breiting 1999, Meyer-Breiting & Burkardt 1988),
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und durch die nach kombinierter Hyperthermie/RT von TM in den oberen Atemwegen neben Leuko-
zyten- und Makrophageninfiltrationen beschriebenen TM-Zellverdanderungen (Zelldystrophie, Stérun-
gen intrazelluldrer Membransysteme und der Zellorganellen, assoziiert mit dem Dearrangement von
membranbindenden Proteinen, Proteolipiden und Nukleotidkomplexen, Pinchuk et al. 1989) ergaben
sich zusammen mit in vitro-Befunden nach RT (Somosy et al. 1995) Anhaltspunkte fiir mogliche auch
die CK/IF-Proteine betreffende Alterationen im Gewebeverband. Demgegeniiber fanden sich jedoch
keine vergleichbaren CK- und Vimentinmuster mit Primértumor versus Metastase oder mit dem Zu-

stand nach RT (unverdffentlichte Daten, zitiert nach Moll 1993).

1.6. Tumoren

Extrakranielle TM  Da Laborratten sowohl spontan als auch in Folge verschiedener Noxen leicht
TM entwickeln, gelten sie schon seit langem als Standardmodel, um onkogene Effekte verschiedener
Substanzen zu priifen (Altman & Goodman 1979, Peckham 1980). Strahleneffekte kdnnen dabei in
Abhéngigkeit vom Bestrahlungsfeld, der Dosis und der Rattenart differieren. So gelten Wistar-Ratten
als strahlensensibler als Sprague-Dawley-Ratten (Peckham 1980). Die bedeckende Haut, einschlieB-
lich der subkutanen Gewebeschichten, und vor allem Mesenchymgewebe wurden bei Ratten als be-
vorzugte Ursprungsgewebe von malignen strahlenassoziierten TM angegeben (Baker et al. 1988, Bar-
nes et al. 1990, Knowles 1981, Ootsuyama & Tanooka 1988 & 1991, Reinhold 1965, Sminia et al.
1991 & 1990 & 1993, Suit et al. 1978, Urano et al. 1989 & 1979). Die TM entsprechen somit vorwie-
gend Sarkomen, wohingegen selten liber Karzinome als dominierender TM-Typ berichtet wurde (Ep-
stein 1972, Sminia et al. 1993). Insbesondere adenoid-zystische Karzinome (ACC) und unterschiedli-
che Typen von Adenokarzinomen der Kopf-Hals-Region unter besonderer Beriicksichtigung der gro-
en SD wurden bei Ratten sehr selten gefunden.

Im Gegensatz zu humanen Geweben (Holm 1990, Kaldor 1990, Ubersicht bei Seifert 1996, Taghian et
al. 1991) oder zu Ratten-TM anderer Lokalisation, die in Folge verschiedener Karzinogene (z. B.
DMBA-induzierte Brustdriisentumoren: Tsubara et al. 1988) auftraten, wurden spezielle Differenzie-
rungsformen, insbesondere anhand der CK-Muster, von ACC und Adenokarzinomen der Kopf-Hals-
Region bei der Rattenspezies nach einer Strahlenexposition bisher nicht beschrieben.

In humanen Geweben wurden insbesondere beim ACC Expressions- und Strukturverdnderungen der
BM beschrieben (Caselitz et al. 1986a & 1988, Nerlich et al. 1994, Skalova & Leivo 1992a & b). Es
fanden sich einerseits intakte, andererseits aber auch fokal unterbrochene oder sogar stark verbreiterte
BM-Expressionen um Tumorzellkomplexe. Dabei zeigten sich bei den drei verschiedenen Subtypen
des ACC zunehmend geringere BM-Ablagerungen um die Tumorzellverbénde mit geringerer struktu-
reller Differenzierung, indem im tubuldren Subtyp viel BM-Material, im kribriformen Typ nur eine
diinne BM an der Stromagrenze und um Zellformationen des basaloiden Typs nur noch eine geringe,
fragmentarische BM nachweisbar waren. Daneben wurden in Zellkulturen von ACC die Einzelheiten

des Ablaufs der BM-Synthese ndher analysiert (Cheng et al. 1995). Durch die extrazelluldre Ablage-
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rung von BM- und weiteren ECM-Substanzen durch die Tumorzellen wird die charakteristische Aus-
bildung von Pseudozysten bewirkt (Seifert 1996).

Bei der Rattenspezies liegen zu ECM Verénderungen, insbesondere speziellen BM-Alterationen in
von den SD ausgehenden Karzinomen wenig Erkenntnisse vor. Es war zusétzlich interessant, BM-
Muster im TM mit denjenigen in strahlenreaktiven Gewebearealen zu vergleichen.

Unsere Untersuchungen zielten darauf, die histologischen und immunhistologischen Kenntnisse iiber
verschiedene seltene Karzinome bei der Rattenspezies zu erweitern und eine TM-Entwicklung im
Rahmen einer RT mitzuerfassen. Strahlenassoziierte TM sind auch beim Menschen zu beachten. Dies
kann ungiinstige Auswirkungen auf die Uberlebenszeit nach initial kurativer Tumortherapie haben und
unter Umstdnden zum Spidtversagen einer RT bei fortgeschrittenen malignen Kopf-Hals-TM (Holm
1990, Kaldor 1990, Sminia et al. 1993) beitragen.

Hypophysenadenome Ratten entwickeln sehr haufig Tumoren der Hypophyse. In der Mehrzahl han-
delt es sich dabei um Adenome. Andere Tumore sind sehr selten (Altman & Goodman 1979, Eiben &
Bombhard 1999, Fajardo 1982, Fitzgerald et al. 1971, Furth et al. 1959, Griepentrog 1964, Griesbach
1967, Ito 1976, Ito et al. 1972, Lloyd 1990, Maekawa & Odashima 1975, Prejean et al. 1973, Swaen &
Becker 1968, Wolfe et al. 1938). Offenbar steigt die Haufigkeit dieser Tumore proportional mit dem
Lebensalter (Altman & Goodman 1979, van Dyke et al. 1959). Daneben ist eine allgemeine Inzidenz-
zunahme besonders in jiingerer Zeit beobachtet worden (Eiben & Bomhard 1999). Weibliche Ratten
haben eine hohere Rate von Hypophysenadenomen als ménnliche Tiere (Altman & Goodman 1979,
Eiben & Bomhard 1999).

In der fritheren Literatur wurden die Hypophysenadenome des Menschen hinsichtlich ihrer zytoplas-
matischen Férbbarkeit [chromophil (basophil oder azidophil) und chromphob] unterschieden. Diese
Zuordnung wurde auch fiir Hypophysenadenome der Ratte verwendet (Griesbach 1967). Diese Klassi-
fizierung kann auch heute noch angewandt werden, wenn mit der Féarbereaktion keine funktionelle
Bedeutung fiir die Hormonbildung der Hypophyse verbunden wird (Furth et al. 1959, Saeger 2000:
personliche Mitteilung). Mit Hilfe immunhistochemischer Methoden zum Nachweis von Hormonen
haben sich die Kenntnisse iiber Hypophysentumore sehr erweitert, da dadurch die Identifizierung ein-
zelner Hormone im Zytoplasma ermdglicht wurde (Saeger 1981 & 1997).

Die RT der Kopf-Halsregion schlieit die Schidelbasis hdufig ein. Diese RT kann unter therapeuti-
schen Bedingungen im Wachstumsalter zu komplexen Wachstums- und Funktionsstérungen fithren
oder bei Erwachsenen zur Entwicklung von Hypophysenadenomen beitragen. Hinsichtlich der Ent-
wicklung von strahlenassoziierten Hypophysenadenomen wurden experimentelle Untersuchungen
ganz liberwiegend an Ratten durchgefiihrt (Lloyd 1990). Allerdings waren die TM entweder nach Ap-
plikation einer einzigen oder wenigen, sehr hohen Strahlendosen aufgetreten. Diese Dosierungen ha-
ben fiir die Protokolle therapeutischer RT beim Menschen kaum Korrelate. Wahrend unserer Untersu-
chungen wurden routineméfig Hirnsektionen durchgefiihrt, um mogliche zerebrale Strahlenreaktionen

zu erfassen. Hierbei wurden Hypophysenadenome entdeckt und in die Auswertung miteinbezogen.
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2 Zielstellung

Ziel dieser Arbeit ist eine differenzierte Beurteilung der unter den Begriffen ,,Strahlenfol-
ge*/,,Strahlenreaktion bzw. ,,Strahlenfibrose® subsummierten chronischen Gewebeverdanderungen
bestimmter Organstrukturen der Kopf-Halsregion nach externer fraktionierter RT in einer Applikati-
onstechnik und -dosis, die der humantherapeutischen Anwendung entspricht. In Anbetracht der Rele-
vanz fiir den Kopf-Halsbereich konzentrierten wir uns dabei auf die groen Kopfspeicheldriisen, den
Larynx und die Trachea sowie die Hypophyse, wobei angrenzende Regionen wie Pharynx und O-
sophagus in der Regel miteinbezogen wurden.

Neben der als wesentlich angesehenen Einflussgrofie Gesamtdosis (im Rahmen eines konventionell
fraktionierten RT-Protokolls) waren als weitere Beeinflussungsfaktoren Alter und Latenz der RT zu
evaluieren, um mogliche Verdnderungen im Zeitverlauf zu erfassen. Parallel waren als mehr klinische
Parameter das Korpergewicht der Tiere sowie das Gewicht der SD zu dokumentieren.

Die phinotypische Charakterisierung soll mit etablierten morphologischen und immunhistologischen
Methoden, die im Gegensatz zur Elektronenmikroskopie insbesondere die Darstellung und Beurtei-
lung auch groBerer Gewebeabschnitte erlauben, erreicht werden. Da die RT zu Parenchym- und Ge-
webeumstrukturierungen fiihren kann, waren anhand der Histomorphologie Einzelzell- und Gewebe-
umgestaltungen zu charakterisieren. Die immunhistologischen Nachweismethoden zielten auf speziel-
le radiogen modifizierbare Gewebebestandteile wie das Kollagen I. Ein besonderes Interesse galt da-
bei den CK und BM bzw. BM-assoziierten Strukturproteinen, welche aufgrund ihrer morphologischen
Verflechtungen zur Einzelzell-, aber auch zur Gewebeintegritét beitragen. Bei strahleninduzierter In-
tegrititsreduktion (Gewebeumbau) sollte daher gepriift werden, inwieweit und mit welchen Mustern
radiogene CK- und BM-Alterationen auftreten und ob sich aus dem pathohistologischen Bild erklé-
rende Hinweise auf die Ursache funktionell-klinischer Befunde ergeben. Um mogliche radiogene Pro-
liferationsstérungen darzulegen, die strahlenbiologisch als wesentliche Grundlage fiir Gewebereaktio-
nen angesehen werden, wurde in den SD der Proliferationsindex anhand der Ki-67-Expression gepriift.
Des Weiteren sollte auf wéhrend der Experimente auftretende TM geachtet werden und anhand der
Entitdten, der TM-Wachstumsmuster und -Lokalisationen ein Beitrag zur Pathohistologie von TM bei
Labortieren im Zusammenhang mit einer RT geleistet werden. Bei den Hypophysenadenomen zielten

wir vorrangig auf die Untersuchung der Hormonbildung.

3 Material und Methoden

Spezies Es wurden fiir diese Arbeit die Tiere eines etablierten RT-Modells (Friedrich 2000)
ausgewihlt, die eine externe RT erhielten. Es handelte sich um weibliche Wistar-Ratten (Charles Ri-
ver, WIGA, Ausgangsgewicht 250 bis 350 g). Die Tiere wurden mit Wasser und Trockenfutter ad libi-
tum versorgt. Die artgerechte Unterbringung und Versorgung der Tiere wurde freundlicherweise von-
seiten der Mitarbeiter der Abteilung fiir Versuchstierhaltung (Leiter: Dr. med. vet. Dimigen) im Uni-

versitdts-Krankenhaus Eppendorf iibernommen. Bei den Tierexperimenten wurden alle Bestimmungen
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des Tierschutzes nach dem Gesetz des Landes beriicksichtigt und die "Principles of Laboratory Ani-
mal Care" eingehalten. Die Untersuchungen wurden durch die Ethik-Kommission der Universitit
Hamburg wiederholt genehmigt (Genehmigungs-Nrn. 3/94-3/96).

Arbeitsplatz und Instrumente Fiir die Préparation und Explantation der Organe standen ein
Operationsmikroskop Typ 384 000 der Fa. Wild, Heerbrugg, Schweiz (ausgeriistet mit Objektiven fiir
8-, 16- und 32-fache VergroBerung) sowie ein Lupenstirnreif (Lactona ® USA, 4-fache VergroBerung)
zur Verfiigung. Es wurde vorwiegend bei 8- und 4-facher VergroBerung gearbeitet. Die Instrumente
(Skalpelle, Nadelhalter, anatomische und chirurgische Pinzetten, Scheren, Haken) der Fa. Storz, Tutt-
lingen, Deutschland und sonstigen Materialien (Tupfer, Faden) fiir die Eingriffe wurden in spezies-
und organangepasster Grofle verwendet. Die Auswertung und Fotodokumentation der Schnittpriaparate
erfolgte mit einem Durchlichtmikroskop Typ Axiophot der Fa. Zeiss, Jena, Deutschland (ausgeriistet
mit 2,5-, 5-, 10-, 20-, 40- und 100-fachen VergroBerungsobjektiven, 10-fach Okularen sowie Zoom-
funktion) und der mitinstallierten Fotodokumentationseinheit (JVC 3-CCD Color Video Kamera KY-
F55 mit Steuereinheit). Belichtet wurde auf Kodak Ektachrom 64 T (Kodak Ltd., England, Kunstlicht-
film) mit einer Einstellung der Filmempfindlichkeit der Kamera von 25 bzw. 65 ASA. Dieser Arbeits-
platz wurde freundlicherweise vom Institut fiir Pathologie der MLU Halle-Wittenberg (Kommissari-
scher Leiter: Prof. Dr. HJ. Holzhausen) zur Verfiigung gestellt.

Bestrahlung Die technischen Vorgaben (Bestrahlungsfeld, Narkose) fiir eine monofraktionierte,
perkutane, halbseitige Hals- und Schédelbasis-RT gingen auf Angaben Hellners (1991) zuriick, die aus
der Zusammenarbeit mit der Abteilung fiir Biophysik und Strahlenbiologie (Direktor: Prof. Dr. Jung)
stammen. Sie wurden fiir die eigenen Untersuchungen leicht modifiziert. Eine halbseitige Hals- und
Schédelbasis-RT ermoglicht aufgrund der bilateralen Anlage der SD eine intraindividuelle Kontrolle
der Strahlenreaktion (Franzen et al. 1993).

Bestrahlungsgerite und Bestrahlungseinrichtung Die RT wurde zunéchst (Vorversuche) mit
einer Seifert-Anlage (Bauartenkennzeichen SH 57/85 RO, Typ Isovolt 320/13, Réhre Typ MB 350/1,
Rohrenspannung max. 320 kV, Réhrenstrom max. 13 mA) der Fa. Seifert & Co., Ahrensburg, durch-
gefiihrt (Arbeitswerte: 200 kV, 20 mA). Es wurde ein Strahlenfilter (Tubus 30/2x4 (Fa. Philips, Hol-
land, Typ 37631700, Nr. G 42 84 00), 0,5 mm Cu-Filter) mit einer Offnung von 17 x 33 mm? benutzt.
Die RT wurde dosisgesteuert mittels Dosimeter appliziert. Die Wirksamkeit der Strahlenabschirmung
durch eine Bleiplatte (2 mm) wurde getestet, indem Leerbestrahlungen mit dem Dosimeter unter der
Bleiplatte an drei verschiedenen Messpunkten fiinfmal durchgefiihrt wurden. Hierbei gab es keinen
Ausschlag des Dosimeters, so dass von einer Strahlenabsorption durch die Bleiplatte ausgegangen
werden konnte. Wihrend der laufenden RT wurden die narkotisierten Tiere durch eine Videokamera
iiberwacht. Die Einzeldosis betrug 2 Gy. Als durch den Bestrahlungstubus begrenztes Bestrahlungs-
feld wurde die linke Halsseite ausgewéhlt. Das Bestrahlungsfeld grenzte kranial an den Unterkiefer
(Kieferwinkel und distale Anteile des Corpus mandibulae lagen im Strahlenfeld) und erfasste kaudal

das Schliisselbein und die linke Thoraxapertur. Medial wurde als Begrenzungslinie die Mediansagitta-
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le ausgewdhlt. Diese lieB sich leicht an den Fallrichtungen des Fells identifizieren. Der Strahlentubus
wurde stets so eingerichtet, dass die Organe der Mittellinie des Halses insgesamt im Strahlenfeld lagen
(Beck-Bornholdt, Hamburg, pers. Mitteilung). Somit lagen neben den linksseitigen Halsweichteilen
und dem #uBeren Ohr auch der Pharynx, der Larynx, der Osophagus, die Schilddriise und weitgehend
die Halswirbelsdule (HWS) und Schédelbasis einschlielich der Hypophyse im Strahlenfeld. Das linke
Auge lag stets aullerhalb des Strahlenfeldes. Da eine Streustrahlung auf die rechte Halsseite nicht aus-
geschlossen werden konnte, wurden die paarigen SD gegen die gleichaltriger Ratten ohne Behandlung
gepriift. Vor dem Beginn der tdglichen RT-Serie wurde das Dosimeter geeicht. Die Eichung wurde an
der Kontrollvorrichtung Typ 23261 der Physikalisch-Technischen Werkstatt Dr. Pychlau GmbH vor-
genommen, die einen Priifstrahler enthélt (Isotop 90Sr, Aktivitit 33 MBq, Nr. CE392, Hersteller: A-
mersham Buchler, Braunschweig). Die Arbeitspldtze am Bestrahlungsgerit des Inst. fiir Biophysik und
Strahlenbiologie der Univ. Hamburg wurden fiir diese Untersuchungen zur Verfiigung gestellt.

Spéter (Hauptversuche) wurde mit einer Siemens-Bestrahlungseinrichtung (Rontgentherapieréhre) ge-
arbeitet (Type TH300/TA 300f, Serien-Nr.: Gehéduse 431741, Rohre 935756, Gesamtfilterung 0,1 mm
Cu, Strahler und Blende 2 mm Al, Blendenfilter 0,5 mm Cu, Blendenmafe: 30 cm x 15 cm x 10 cm,
Rohre komplett abgeschirmt in einer verschlieBbaren Seifert-Bleikammer, Bedienungspult: Stabilipan,
Bestrahlungsleistung 16 mA, 200 kV, Fokus-Haut-Abstand: 29 cm, Dosimeter PTW-SN4, Physika-
lisch-Technische Werkstétten Dr. Pychlau, Freiburg, ebenfalls: Kontrollvorrichtung Typ 23261 (Priif-
strahler) lonisationskammer 3253, Halter 0008). Die Gerite sind auf den Abb. 4 und 5 zu sehen.

Es wurde die linke Hals- und Schédelbasisseite (Abb. 6) einmal tiglich (monofraktioniert) mit 2 Gy
Abb. 4 und 5: Bestrahlungsgerite (Rontgentherapieréhren),
oben: Fa. Seifert, unten: Fa. Siemens

bestrahlt.

Abb. 6: Schematische Darstellung des
Strahlenfeldes

Narkose fiir die Bestrahlung Fiir die reproduzierbare RT der ausgewdhlten linken Halsseite war

eine Betdubung der Tiere notwendig. Die fraktionierte RT erfolgte in bis zu 30 Einzelapplikationen zu

28



je ca. 80 Sekunden. Um die Tiere fiir diese kurze Zeit bei tiglicher RT zu immobilisieren, wurde zur
Betiubung auf die lang wirkende Applikation von Rompun®/Ketanest” mit zu erwartender Morbiditit
(Fried 1985) sehr ziigig verzichtet und statt dessen eine Kurzzeitnarkose mit dem Inhalationsanistheti-
kum Isofluran (Forene®™) gewihlt. Die Tiere wurden in einen fiir diese Anwendung umgebauten, abge-
dichteten handelsiiblichen Stapelkasten gesetzt, in den Sauerstoff {iber einen Halothanverdampfer ge-
leitet wurde. Der Sauerstoff-Flow betrug 2-4 I/min. Ein zweiter Abzugsschlauch fiihrte das Luft-Gas-
Gemisch direkt an den Luftabzug des Narkoseraumes. Die Isoflurankonzentration im Betdubungskas-
ten wurde mit dem Vapor-Uberwachungsgerit der Fa. Draeger bestimmt. Die Betiubung reichte fiir
die einzelne RT voll aus, so dass diese bei AuBBenluft durchgefiihrt werden konnte. Das benutzte Anis-
thesie-Verfahren war bereits erfolgreich fiir die prdoperative RT von Ratten v. a. fiir mikrovaskulére
Eingriffe angewendet worden (Hellner 1991, Friedrich 2000).

Explantation und Fixierung Die Ratten wurden zur Perfusionsfixierung mit Rompun®/Ketanest”
anisthesiert und danach zusitzlich mit supravitalen Mengen an Nembutal® (0,5 ml) narkotisiert. Nach
Uberpriifung der ausreichenden Narkosetiefe durch Fehlen addquater Schmerzreize wurden die Tiere
auf dem Riicken gelagert. Nach einem Hautschnitt von submental bis umbilical wurde das Fell zur
Seite prapariert. Dann wurden die Jugularvenen (Vv. jug. ext.) oberhalb der Klavikula freipripariert,
um nach Eroffnung der Gefiafle den Abfluss des Blutes zu erleichtern. Nach Thorakotomie wurde der
linke Ventrikel mit einer Brauniile perforiert. Die Vv. jug. ext. wurden eréffnet. Die Brauniile® wurde
mit dem Infusionsbesteck konnektiert und das Gefdfisystem darauf fiir 90 s mit Ringer-Losung [Raum-
temperatur (RT)] bei einer Wassersdule von 108 cm perfundiert. Danach wurde die Perfusionsfixie-
rung sofort weitergefiihrt, indem 4 %iges, gepuffertes Formalin (RT) fiir weitere 20 min {iber densel-
ben intrakardialen Anschluss unter denselben Druckverhiltnissen eingeleitet wurde. Nach Perfusions-
fixierung wurden die der vorderen oberen Halsmuskulatur ventrolateral aufliegenden Driisenpakete
[bestehend aus der gut bohnengrofien Glandula (sub)mandibularis (GSM) und der am oberen lateralen
Pol davon gelegenen bis etwa linsengrof3en Glandula sublingualis major, teilweise unter Mitnahme der
laterokranial davon neben dem Gehdrgang gelegenen, knapp linsengroflen Glandula parotis) beidseits
und die Laryngotrachealregion unter Wegnahme der ventralen Hals- bzw. prilaryngotrachealen Mus-
kulatur sorgfaltig und schonend freiprapariert. Die Driisengénge wurden driisennah abgesetzt und das
Driisenpaket in toto entfernt. Das Laryngotrachealpréparat wurde weiter nach dorsal in Richtung Wir-
belsdule entwickelt, wobei die der oberen Trachea anliegende Schilddriise und die lateral der Trachea
anliegenden Rekurrensnerven und der dorsal anliegende Osophagus sehr schonend pripariert wurden,
um entnahmetechnische Artefakte zu vermeiden. Oberhalb des Hyoids und Tracheabifurkation wurde
das Priparat unter Mitnahme von Pharynxanteilen, Osophagus und Schilddriise mit dem Skalpell und
einer kleinen Schere abgesetzt.

Weiterhin wurden im Rahmen der Vorversuche (s. auch unten) Zungen-, Darm-, Nieren- und Leber-
gewebe, teilweise auch Lungen- und Milz- und Hautgewebe explantiert. Bei den Hauptversuchen er-

folgten zusétzlich routineméfig Hirnsektionen. Die sofort entnommenen Préparate wurden in derglei-
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chen Perfusionslosung (4 %iges, gepuffertes Formalin) asserviert. Fiir alle Perfusionsfixierungen

konnten die vorgenannten Bedingungen eingehalten werden, um Fixationsartefakte zu vermeiden.

3.1  Behandlungsgruppen

Vorversuche Zur Austestung der AK-Spezifitit der verwendeten anti-humanen AK und zur Ein-
schitzung des allgemeinen Reaktionsprofils im Rattengewebe sowie zur Bestimmung der optimalen
Verdiinnung und Beurteilung der Reaktionsmuster, insbesondere im SD-Gewebe, waren Vorversuche
notwendig. Bereits hier sollten auch die Einflussgrofen Alter und Latenz der RT hinsichtlich ihrer Ef-
fekte miteinbezogen werden.

Tab. 13: Altersverteilung, Gruppenzugehdrigkeit und Nachbeobachtungszeit (n = 59)

Einteilung n

3 - 6 Monate (Mittelwert: 4 Monate, 10 Tage) 26

Altersgruppen 1 - 1% Jahre (Mittelwert: 1 Jahr, 2 Monate) 24

2 Jahre 9

keine RT 25

Behandlungsgruppen RT, auBerhalb des Strahlenfeldes 15

RT, innerhalb des Strahlenfeldes 19

weniger als 4 Monate 13

= Zeitraum sz‘vz;:ecI}:nglrll{l?Pl;:de und Nach- 4 - 6 Monate 13
untersuchung = Nachbeobachtungszeit mehr als 6 Monate 8

Die Untersuchungen erfolgten bei insgesamt 59 Tieren (ein Tier musste bei der Auswertung wegen
fortgeschrittener Autolyse ausgeschlossen werden). Die RT der linksseitigen Kopf-Halsregion folgte
dem o. g. humantherapeutischen Protokoll im Sinne einer fraktionierten Bestrahlung (2 Gy/Tag; 5 Ta-
ge/Woche) bis zu einer Gesamtdosis von 60 Gy. Die Tiere unterschieden sich hinsichtlich des Alters
(3 Monate bis 2 Jahre) und wurden eingeteilt in eine bestrahlte (n = 19) und eine nicht bestrahlte
Gruppe (n = 25). Als zusitzliche Kontrolle diente die nicht im Strahlenfeld liegende Gegenseite be-
strahlter Tiere (n = 15). Zum entsprechenden Zeitpunkt [weniger als (<) 4 Monate (M), 4 bis 6 M,
mehr als (>) 6 M nach Beendigung der RT] wurden die GSM in o. g. Weise entnommen, perfusionsfi-
xiert und in Paraffin eingebettet. Die Verteilung ergibt Tab. 13.

Histologie Von allen in Paraffin eingebetteten Driisenpraparaten der GSM wurden 3-4 um diinne
Schnitte angefertigt und mit Himatoxylin-Eosin (HE) gefarbt. Als im Vergleich mehrerer Produkte
giinstigste Eindeckelungsmaterialien erwiesen sich Biomeda's Crystal/Mount”, Forest City, CA, USA
und Entellan®, MERCK, Darmstadt, Deutschland.

Driisenmorphologie und Klassifikation der Strahlenfolgen Das GSM-Gewebe zeigte einen lapp-
chenartigen Aufbau aus Driisenazini, Speichelgangsystem und Driiseninterstitium. Die von Seifert
(1960) als ,,mukoid“ (positive PAS-Farbung; schwache Anfirbung durch Astra- und Alcianblau;
schwache Metachromasie bei Toluidinblau), im angloamerikanischen Raum mehr als ,,spezielle serose

Zellen* (,,special serous cells) bezeichneten Driisenazini wiesen basal gelegene groB3e Zellkerne, ein
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mehr basophiles Zytoplasma und je nach Funktionszustand unterschiedlich reichliche intrazytoplasma-
tische Sekretgranula auf. Das Speichelgangsystem gliederte sich in die intralobuléren Schaltstiicke
(relativ kurz und schmal, luminal ausgekleidet mit einer einreihigen mehr kubischen Epithelschicht),
Streifenstiicke (héufig lédnglich und stérker veréstelt verlaufende Génge, ausgekleidet mit biirsten-
saumtragenden und basal parallel ausgerichtete Zytoplasmastreifungen aufweisenden Zylinderepithe-
lien) und die zwischen Schaltstiicken und Streifenstiicken eingeschalteten, in humanen Geweben nicht
vorkommenden sekretorischen Tubuli (stirker gewundene, verzweigte, tubulire Gangsegmente, aus-
gekleidet mit kubisch bis zylindrischen reichlich Granula-besitzenden, eosinophilen Epithelien) sowie
die interlobuldren Ausfiihrungsgéinge (lingeres verzweigtes Gangsystem, je nach Ganggrofle ausge-
kleidet mit mehrreihig bis mehrschichtigen, zylindrisch bis kubischen Gangepithelien). Im Gangsys-
tem fanden sich daneben Basalzellen. An der Au3enseite der Azini wie auch des Gangsystems (bevor-
zugt sichtbar um Schaltstiicke und Streifenstiicke) waren korbchenartige Myoepithelzellen angeordnet.
Im Driiseninterstitium zeigten sich neben sehr schmalen intralobuldren und etwas breiteren interlo-
buldren Bindegewebsfasern dichte, besonders um die Azini sichtbare Kapillarnetze, die entlang der
Gangstrukturen in die groBeren GefaBkaliber iibergingen. AuBlerdem fanden sich reichlich Nervenfa-
sern (Bloom et al. 1976 & 1977) und locker eingestreute lymphoide Zellen. Anhand dieser Histoarchi-
tektur wurden die HE-gefédrbten Priparate ausgewertet. Fiir die Beurteilung der Strahlenreaktion an
HE-Préparaten verwendeten wir dabei die Klassifikation nach Seifert (1996) und Dreyer et al. (1989)
in leicht modifizierter Form, welche aus Tab. 14 im Anhang hervorgeht.

Immunbhistologie In formalinfixierten Geweben ist mit geeigneten AK die Identifizierung von
zelluldren und extrazelluliren Antigenen moglich. Fiir die Untersuchungen der Vorversuchsserien
wurden verschiedene AK gegen CK bzw. IF-Proteine und gegen BM- bzw. Bindegewebsproteine so-
wie weitere Substanzen (Tenascin, Glattmuskelaktin, S-100) ausgewéhlt. In der Tab. 15 im Anhang
sind die AK-Spezifikationen aufgefiihrt.

Diese AK wurden zur Charakterisierung der normalen GSM und der GSM-Reaktionen nach RT be-
nutzt, nachdem zuvor die immunhistologischen Reaktionsbedingungen (s. a. Methoden) getestet wor-
den waren. Trotz der positiven Vortestungen und der Modifikationen hinsichtlich des Detektions-
systems (s. a. AK-Spezifitiat und allgemeines Reaktionsprofil) blieben allerdings die Reaktivititen ei-
niger AK, insbesondere beziiglich der Proteine Tenascin, Glattmuskelaktin und S-100 im Rattengewe-
be der GSM zum Teil so inhomogen, inkonstant und wechselweise unspezifisch, dass sie in die Aus-
wertung nicht mit einbezogen werden konnten. Diese AK wurden in der Tab. 15 im Anhang grau un-
terlegt.

Methoden Hierzu wurde in gepuffertem Formalin (4%) fixiertes und in Paraffin eingebettetes
Gewebe verwendet. Alle paraffin-eingebetteten Gewebe waren nach Perfusionsfixierung mit Formalin
explantiert worden. Die Schnitte wurden auf silanisierte [mit 3-Aminopropyltriethoxysilan (APES)
beschichtete] Objekttragern aufgebracht und nach Angaben der Hersteller inkubiert. Es waren Ver-

suchsreihen ndtig, um die Eignung der AK zur Identifizierung der Zielantigene in Rattengeweben zu
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sichern und die optimalen Verdiinnungen und Inkubationszeiten der AK und giinstigsten Detektions-
systeme auszutesten.

Nach Uberpriifung der Antigen-Detektion durch die AK in verschiedenen Geweben wurden die GSM-
Gewebe mit den AK nochmals unter Variation der Verdiinnung der Primédr- und Sekundéirantikdrper
inkubiert und ausgewertet. Als giinstige Detektionssysteme erwiesen sich die Alkalische-anti-
Alkalische-Phosphatase-(APAAP)-Technik und zunehmend die zeit- und primérantikdrpersparende
verfeinerte Dreistufen-Avidin-Biotinkomplex-Methode (ABC) unter Verwendung von LSAB®2 (,,la-
belled Streptavidin Biotin®) Kits (Alkalische Phosphatase, Code-Nr. K0610 oder K0676, DAKO,
Hamburg) mit wenigen Modifikationen (hintergrundreduzierendes AK-Verdiinnungsmedium, DAKO,
Code Nr. S3022). Als Chromogen diente entweder Neufuchsin 1% (MERCK) oder ,,Fast Red Sub-
strat” (DAKO, Code-Nr. K0699 oder Nr. K0597). Dabei reagiert in Ausnutzung der starken Affinitét
von Avidin zu Biotin ein biotinylierter Sekundéar-AK mit mehreren alkalische Phosphatase konjugier-
ten Streptavidin-Molekiilen. In Abb. 7 im Anhang wird die Reaktionsweise schematisch dargestellt.
Um durch das Fixans maskierte Antigene besser fiir die AK zu exponieren (Kirkpatrick & D’ Ardenne
1984, Maiorano et al. 1994, Reibel & Dabelsteen 1986) wurden vor einigen AK-Inkubationen die Pra-
parate mit Protease Typ XXIV (SIGMA, Nr. P-8038) angedaut.

Die Gegenfarbung der Kerne erfolgte mit Meyers Himalaun (MERCK, Nr. OB 043983). Zur Einde-
ckelung erwies sich Gelatine (Glycergel ™ Eindeckmedium, DAKO, Code-Nr. C0563) als giinstig.
Als ,,interne* positive Kontrollen dienten einerseits die Reaktionen im Bereich der miterfassten Gefa-
Be und andererseits parallel inkubierte Gewebeschnitte, die mit ausreichender Sicherheit das unter-
suchte Antigen aufwiesen. Hierzu eigneten sich vor allem Zungen-, Diinndarm- und Tracheobronchi-
algewebe. Dadurch sollten falsch negative Befunde ausgeschlossen werden. Als Negativkontrollen
wurden Préparate mitgefiihrt, die bei Einhaltung identischer Farbeprozeduren statt mit Primér-AK al-
ternativ mit Pufferlosung beschichtet wurden. Hierdurch sollten falsch positive Reaktionen ausge-
schlossen werden.

Diese Testreihen zur Optimierung der Immunreaktionen konnten freundlicherweise im immunhisto-
chemischen Labor der MKG-Chirurgie des Universitétsklinikums Hamburg-Eppendorf (Leiter: Prof.
Dr. Dr. R. E. Friedrich) durchgefiihrt werden.

AK-Spezifitit und allgemeines Reaktionsprofil sowie Auswertungskriterien Hierzu wur-
den parallel zur SD Zungen-, Diinndarm-, Nieren- und Lebergewebe, fiir besondere Fragestellungen
auch Lungen-, Pankreas-, Milz- und Hautgewebe (n = 10) in Serienschnitten aufgearbeitet, immunhis-
tologisch analysiert und ausgewertet. Die Reaktionen werteten wir nach qualitativen (positiv — nega-
tiv) sowie nach semiquantitativen Gesichtspunkten anhand von visuellen Skalen aus.

Dabei waren bei den BM- bzw. ECM-Komponenten einschlieBlich Tenascin die Immunreaktionen um
bzw. an einzelne(n) Zelltypen und im angrenzenden Interstitium zu beurteilen. Bei den CK bzw. IF-
Proteinen sowie den weiteren Proteinstrukturen (S-100 / Tenascin / GMA) war auf Reaktionen in den

Zellen zu achten. Zur Vermeidung von uniibersichtlichen Skalensubkomplexen wurden die Kriterien
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fiir die Hauptgruppen angeglichen und es wurde auf gesonderte Skalen fiir Farbeintensitit und Vertei-

lung verzichtet. Tab. 16 listet die Auswertungskriterien fiir die verschiedenen Zielstrukturen auf.

Tab. 16: Beurteilungskriterien der immunhistologischen Férbereaktion

Bewertung
Skalen
CK bzw. IF-Proteine BM- bzw. ECM-Komponenten
(inkl. S-100 / Tenascin / GMA) (inkl. Tenascin)
1 - Negativ negativ
2 ) sehr zarte, hauchartige Reaktion in | hauchzarte Reaktion um einzelne oder meh-
einzelnen oder mehreren Zellen rere Zellen oder im Interstitium
3 + leichte, geringe Reaktion in mehre- | zarte, diinne, kontinuierliche, leichte Reakti-
ren oder vielen Zellen on um mehrere oder viele Zellen oder im
Interstitium
4 ++ moderate, mittelgradige, schon deut- | maéBige bis mittelgradige, deutlich linien-
liche Reaktion in vielen Zellen formige Reaktion um viele Zellen oder im
Interstitium
5 +++ stark ausgeprégte, deutliche bis sehr starke bis sehr starke, balkenartige oder
deutliche Reaktion bei allen Zellen | mehr flichenhafte Reaktion um alle Zellen
oder im Interstitium

Die Tab. 17 im Anhang zum Reaktionsprofil im Rattengewebe gibt neben den positiven und negati-
ven Reaktionen in den Geweben in Klammern dahinter den entsprechenden Skalenwert an.

Driisenauswertung In den tabellarischen Darstellungen der semiquantitativen Bewertungen zur

Beschreibung der immunhistochemischen Farbereaktionen (besonders fiir die GSM) wurden iiberwie-
gend die numerischen Skalen genutzt. Bei eindeutigen, konstanten Reaktionsmustern ohne wesentliche
Inkohdrenz wurden dadurch Farbeintensitdt und Verteilungsmuster in einer Bewertung zusammenge-
fasst. Waren variable Antigennachweise zu beschreiben, wurden die Befunde mit Trennstrichen ver-
bunden und aneinandergereiht. Konnte dabei eine dominierende Reaktion (zu 50 % oder mehr) festge-
stellt werden, wurde diese mit Fettdruck hervorgehoben. Waren im Einzelfall Besonderheiten zu be-
merken, wurden Zusatzzeichen wie Doppelschriagstriche (/) oder Sterne (*) gesetzt und in der Legen-
de erklart. Die GSM-Reaktionsauswertungen erfolgten durch eine Multivarianzanalyse mittels genera-
lisierter linearer Modelle (siche auch Abschnitt 3.6: Statistik).

Bei der Beschreibung der qualitativen, pathohistologischen Befunde der GSM anhand der HE-
Histologie wurde in der tabellarischen Darstellung (Tab. 32 im Anhang) fiir die entsprechende Tier-
zahl das Stadium nach der Klassifikation nach Seifert (1996) angegeben, welches die Préparate am
besten kennzeichnete.
Hauptversuche Die Untersuchungen umfassten die histologischen und immunhistologischen
Auswertungen der GSM und des Laryngo-Trachealbereiches nach RT beziiglich der CK bzw. IF-
Proteine und der BM- bzw. BM-assoziierten Komponenten. Zusétzlich wurden im SD-Gewebe (GSM
und Glandula sublingualis) der Proliferationsindex bestimmt. Zur Priifung von Dosiseffekten in einem
humantherapeutisch relevanten RT-Protokoll wurden hierzu Dosisgruppen gebildet. Weiterhin waren
zur Beurteilung persistierender Normalgewebsreaktionen nach RT ldngere Zeit- und Altersfenster mit

einzubeziechen. Wéhrend der Beobachtungszeit auftretende TM gingen ebenfalls in die Auswertung
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mit ein, wobei in den Hypophysenadenomen neben der Histologie und dem Proliferationsstatus der
immunhistochemische Nachweis der Hormonbildung im Vordergrund stand. Die allgemeine Strahlen-
reaktion wurde anhand der Verldufe der Korper- und Driisegewichte dokumentiert.

Tiergruppen der Hauptversuche Die RT der linksseitigen Kopf-Halsregion erfolgte nach dem
0. g. humantherapeutischen RT-Protokoll Sinne einer fraktionierten Bestrahlung (2 Gy/Tag; 5 Ta-
ge/Woche) bis zu einer Gesamtdosis von 20 Gy, 40 Gy oder 60 Gy bei insgesamt 60 Tieren. Jeweils
10 Tiere einer RT-Gruppe wurden entweder nach 6 Monaten oder 12 Monaten explantiert und damit
auch einer Altersgruppe zugeordnet. Zusétzlich wurden routineméBig Hirnsektionen durchgefiihrt. Als
Kontrollen dienten primér 5 Tiere, die iiber den gesamten Untersuchungszeitraum mitgefiihrt wurden.
Aus einem Nebenversuch wurden die Kontrollen um weitere 5 Tiere ergédnzt, die unbehandelt nach 6
Monaten untersucht wurden. Die Ubersicht veranschaulicht Tab. 18.

Tab. 18: Ubersicht der einseitig im Kopf-Halsbereich monofraktioniert (2 Gy/d) perkutan bestrahlten Wistar-
Ratten (n = 60) sowie Kontrollen

Radiatiogruppen | 20 Gy 40 Gy 60 Gy Keine RT
Latenz- und Altersgruppen

Explantation nach 6 Monaten 10 10 10 5

Alter: 1 Jahr

Explantation nach 12 Monaten 10 10 10 5

Alter: 1 % Jahre

Histologie und Immunbhistologie Einbettung und Farbung entsprachen im Prinzip dem Vorge-
hen wie bei den Vorversuchen. Auf Besonderheiten wird im Abschnitt Organe und Gewebe eingegan-
gen. Die aus den Vorversuchstestungen als geeignet eingestuften AK wurden verwendet. Zuséatzlich
konnten geeignete AK bzw. geeignete Techniken fiir die Zielantigene CK 5/6, CK 18 und Vimentin
und Kollagen I hinzugefiigt werden. Bei den dazu notwendigen Parallelinkubationen fielen fiir den AK
E3 mehr ,,duktale Muster (Moll 1993) auf, die fiir das Zielantigen CK 19 im Rattengewebe sprachen
(Prof. Holzhausen: personliche Mitteilung). Um das ,,Abschwimmen® der Schnittpriparate weitgehend
zu minimieren, wurden entweder handelsiibliche Mattrandobjekttrager mit Poly-L-Lysine beschichtet
bzw. wie bei den Vorversuchen silanisiert (mit APES beschichtet) oder vorgefertigte Adhésions-
Objekttriger (Histobond *, MARIENFELD, Deutschland) verwendet. Zum Nachweis der Immunreak-
tion diente die o. g. Dreistufen-Avidin-Biotin-Komplex-(ABC-) Methode. Neben der Verwendung des
leicht modifizierten LSAB™2 Kits (Alkalische Phosphatase, Chromogen: Neufuchsin oder ,,Fast Red
Substrat®) erwies sich ebenso das ,Vectastain® Elite® ABC Kit“ (VECTOR, Burlingame, CA, USA,
No. 6100) mit Peroxidase-Konjugaten als giinstig. Hier verbindet sich Avidin DH mit biotinylierten
Meerettich-Peroxidase H-Reagentien zu einem Komplex. Diese dreidimensionale Komplexanordnung
interagiert mit den biotinylierten Sekundir-AK (Briicken-AK), die zu den jeweiligen Primir-AK pas-
send ausgesucht wurden. Als Chromogen wurde hier DAB (3,3’-Diaminobenzidin; SIGMA, Nr.

99H1154) eingesetzt. Weiterhin wurden zur Antigendemaskierung die Vorbehandlungen mit Protease
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(P) um die Mikrowellenbehandlung (MW), die Andauung mit Trypsin [(T), SIGMA, No. T-7409] und
die Verwendung kommerziell erhéltlicher Losungen [,,Target Retrieval Solution” (TRS), DAKO, Co-
de-Nr. S1700] ergénzt. Tab. 19 im Anhang listet die Arbeitsschritte im einzelnen auf. In Tab. 20 im
Anhang wurden die verwendeten AK mit den entsprechenden Verdiinnungen und gewebespezifischen
zur Immunhistologie notwendigen Vorbehandlungen zusammengefasst dargestellt. Auf zusétzliche
Besonderheiten wird im Abschnitt Organe und Gewebe eingegangen.

Auswertung In den tabellarischen Darstellungen der semiquantitativen Bewertungen (semiquantita-
tive Tabellen) zur Beschreibung der Fiarbereaktionen wurden die gleichen Skalen, die bei den Vorver-
suchen beschrieben wurden, genutzt. Bei eindeutigen, konstanten Reaktionsmustern ohne wesentliche
Inkohérenz wurden dadurch Farbeintensitdt und Verteilungsmuster in einer Bewertung zusammenge-
fasst. Waren innerhalb der intraindividuellen Serienschnitte und / oder interindividuell variable Anti-
gennachweise zu beschreiben, wurde zunichst intraindividuell bei Normalverteilung ein Mittelwert
notiert und bei asymmetrischer Verteilung der dominierende Befund gewihlt. Im anschlieBenden in-
terindividuellen Vergleich wurde analog verfahren, wobei jedoch die Haufigkeitsverteilung stirker zu
beriicksichtigen war. Diese Reaktionsmuster erhielten in den zusammenfassenden Tabellen Zusatzzei-
chen. Bei etwa gleicher Haufigkeit wurden Trennzeichen (,,-*) verwendet, bei geringerer Héaufigkeit
(in der Regel weniger als 40 % der Préparate) wurde zusétzlich um die weniger hiufigen Reaktionen
eine einfache Klammer (,,( )), bei noch geringerer Haufigkeit (in der Regel weniger als 20 % der Pré-
parate) eine doppelte Klammer (,,(( ))*) gesetzt. Hierbei driickte der geklammerte kleinere Wert aus,
dass dieser und ggf. darunterliegende Werte, und der geklammerte groflere Wert aus, dass dieser und
gef. dariiberliegende Werte weniger hdufig vertreten waren. Umgekehrt bedeutete eine fehlende
Klammer um den geringeren Skalenwert, dass dieser in Kombination mit ggf. darunterliegenden Wer-
ten, und um den hoheren Wert, dass dieser in Kombination mit ggf. dariiberliegenden Werten bei der
Auswertung insgesamt vorherrschend war. Diese Beurteilung beschrieb bei Inkohédrenzen das zu 50 %
und mehr (meist zu 60 % oder mehr) beobachtete Reaktionsmuster.

Tab. 21: Beurteilungskriterien der histologischen Befunde

Bewertung
Markierung
- negativ bzw. nicht vorhandener Befund
() sporadischer Befund
+) sehr geringer Befund bei einzelnen oder mehreren Préparaten
+ geringer Befund bei mehreren oder vielen Préparaten
++ deutlicher, mittelgradiger Befund bei vielen Priaparaten
+++ stark ausgeprégter Befund bei allen Priparaten
__(unterstrichen) dominierender Befund innerhalb der Dosisgruppen
* einzelne Priparate oder Préparatabschnitte mit z. T. stark ausgepriagtem Befund

Bei der Beschreibung qualitativer, pathohistologischer Befunde (qualitative Befundtabellen) anhand

der HE-Histologie wurden in den tabellarischen Darstellungen tiberwiegend die Kreuzmarkierungen
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(+) oder Stadienangaben (fiir die GSM, Tab. 14) bevorzugt (Tab. 21). Zusitzliche Klammern bezogen
sich auf die Ausprigung und Hiufigkeit der Befunde. Ubergangsbefunde oder etwa gleichh4ufige Be-
funde wurden durch Trennstriche gekennzeichnet. Waren vorherrschende Auspragungen oder Haufig-
keiten zu beschreiben, erfolgte eine Auflistung mit schrégen (/) Trennstrichen, wobei der dominieren-
de Befund unterstrichen wurde. Besonderheiten im Einzelfall wurden auch hier mit Sonderzeichen (z.
B. *) versehen und in der Legende erklart.

Makroskopischer Gesamtaspekt und Korpergewicht Die Tiere wurden in der gesamten Un-
tersuchungszeit nachkontrolliert. Insbesondere wihrend der RT-Serien erfolgten tigliche Inspektionen
hinsichtlich des Trink-, Fress- und Bewegungsverhaltens und der Kreislauf- und Atmungssituation.
AuBerlich wurde auf Integumentauffilligkeiten (z. B. Fellverluste, Bisswunden, Nekrosen, Tumore)
sowie innerlich vor allem auf Mundhohlenverdnderungen (z. B. Zahnschidden, Bissanomalien, Infekti-
onen, Tumore) geachtet. Das Korpergewicht (KG) der Tiere wurde einerseits als Ausgangs- und End-
KG (vor Explantation), andererseits als Gewichtsverlauf mit tdglichem Wiegen wihrend der jeweili-
gen RT-Serie notiert. Teilweise wurden Zwischengewichte [Zeitintervall zum Ausgangs-KG: 2 Wo-

chen (W), 4 W,6 W, 10 W, 12 W, 16 W, 6 Monate (M), 7 M, 9M, 10 M, 11 M] dokumentiert.

3.2 Organe und Gewebe

Speicheldriisen Von den 60 bestrahlten Tieren wurden die Driisenpakete von 8 Tieren fiir e-
lektronenmikroskopische Untersuchungen asserviert. Ein Tier konnte wegen fortgeschrittener Autoly-
se nicht ausgewertet werden. In Tab. 22 werden die Tier- und Behandlungsgruppen veranschaulicht.

Tab. 22: Darstellung der verschiedenen Tier- und Behandlungsgruppen unter Beriicksichtigung der Lokalisation
im Strahlenfeld (n = 61)

Lokalisation | Linksseitige GSM (in- Rechtsseitige GSM n
nerhalb des RT-Feldes) | (auBerhalb des RT-Feldes)
Gruppen

1 Jahr 28 28 28
Alter 1 % Jahre 33 33 33
Nein 10 10 10
Bestrahlung 20 Gray 15 15 15
(Unterteilung nach Gesamtdosis) 40 Gray 18 18 18
60 Gray 18 18 18
Latenz der RT 6 Monate 23 23 23

(Zeitraum zwischen RT-Ende und
Explantation) 12 Monate 28 28 28

Untersuchungen Die Driisengewichte wurden unmittelbar nach der Explantation seitengetrennt

notiert und ausgewertet. Die histologische Befundung der HE-Préiparate folgte der Klassifikation nach
Seifert (1996, Tab. 14 im Anhang). Immunhistologisch wurden die Marker CK 5/6, CK 13, CK
17/19, CK 13/15/16, CK 18, Vimentin, Laminin, Fibronektin und Kollagentypen I, III und IV unter-
sucht. Zusitzlich erfolgte die Anwendung des Proliferationsmarkers MIB-5 mit einem monoklonalen

AK, welcher in dieser Spezies das nukleére, zellproliferationsassoziierte Antigen Ki-67 nachweist.
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Tab. 23 listet die Tiergruppen auf, die als Interaktionsvariablen aus der Kombination von Strahlendo-

sis und Latenz der RT gebildet wurden.

Tab. 23: Darstellung der Anzahl der Tiere in den verschiedenen Tiergruppen in Bezug zur Lokalisation und zur
Driisenart bei der MIB-5-Auswertung.

Lokalisation / Driisenart GSM links GSM rechts GSL links GSL rechts
(n = ausgewertete (n = ausgewertete (n = ausgewertete (n = ausgewertete

Tiergruppen (n = Tiere) SD) SD) SD) SD)
Kontrollen (10) 5 5 5 5

20 Gy/6-M-Latenz (6) 6 6 5 5

40 Gy/6-M-Latenz (9) 6 6 6 6

60 Gy/6-M-Latenz (8) 8 8 7 7

20 Gy/12-M-Latenz (9) 9 9 4 4

40 Gy/12-M-Latenz (9) 10* 10* 7 7

60 Gy/12-M-Latenz (10) 10 10 10 10

Gesamt (61) 54 54 44 44

* = zusétzliche kleinere akzessorische Driisenanlage bei einem Tier

Es wird in allen aktiven Phasen des Zellzyklus exprimiert (Eissa & Shoman 1995, Ito et al. 1998, Mel-
lin 1990) und wurde speziell fiir paraffineingebettetes Rattengewebe entwickelt (Produktinformation
der Fa. DIANOVA, Hamburg, Deutschland). MIB-5 zeigt auf proliferierenden Zellen eine starke
Kernfarbung. Dies konnte fiir die GSM (n = 54) und teilweise die Gl. sublingualis [(GSL), n = 44]
ausgefiihrt werden. Die immunhistologische Prozedur wurde im Anhang detailliert beschrieben. Zur
Auswertung wurden 1000 Zellen maanderférmig lichtmikroskopisch mit 40-facher Objektivvergrof3e-
rung ausgezahlt. Die Anzahl der positiven Zellen wurde als Proliferationsindex in Prozent (%) ange-
geben.

Larynx und Trachea Bei den 61 Tieren (bestrahlte Tiere, n = 51; Kontrollen, n = 10) ergaben sich
aufgrund der Vorauswertungen nur geringe bis keine Effekte hinsichtlich der Latenz der RT oder des
Alters. Es erschien daher zur Beurteilung von moglichen persistierenden Langzeitfolgen zweckmaBig,
sich bei der Feinauswertung auf die am liangsten nachbeobachteten Tiere zu konzentrieren. Daher be-
ziehen sich die Befunde vornehmlich auf die Tiere (n = 33), die in Abhéngigkeit von der Strahlendosis
bei einem mittleren Alter von 1 Y4 Jahren und einer mittleren Latenzphase von 12 Monaten ausgewer-
tet wurden (Tab. 24).

Tab. 24: Tieranzahl (n = 33; Alter: 1 !4 Jahre, Latenzphase: 12 Monate) in Bezug zur Strahlendosis (Feinaus-
wertung)

Behandlungsgruppen Kontrollen 20 Gray 40 Gray 60 Gray
Anzahl
N 5 9 9 10
Untersuchungen Um die Préparate schnitttechnisch verarbeiten zu kénnen, war zuvor eine Ent-

kalkung erforderlich. Dazu wurden die entnommenen Laryngotrachealpréiparate en bloc in mit neutra-
lem EDTA (Athylendinitrilotetraacetat) gefiillte Plastepriiparatekontainer eingelegt und teilweise ge-
riittelt. Als Riittler stand zunéchst ein Eigenfabrikat, spéterhin ein IKA-VIBRAX-VXR-Riittler (Typ
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VX8, JANKE & KUNKEL, IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland) zur Verfiigung. Die Dauer der
Entkalkungsphase variierte und lag zwischen 2 Tagen und maximal 6 Wochen, wobei zwischenzeit-
lich die Gewebebeschaffenheit beziiglich der Schnittfestigkeit bzw. -weichheit engmaschig mittels
vorsichtiger Pinzettenpalpation iiberpriift wurde. In der Regel konnten die Préparate nach etwa 10 bis
16 Tagen gut geschnitten werden.

Als Schnittebenen wurden einerseits die quere Ebene im Bereich der Trachea und andererseits die ver-
tikale (koronare) Ebene im Bereich des Larynx gewéhlt. Hierzu wurde die Trachea (unter Belassung
von 1 bis 2 Trachealspangen am Larynxpréiparat) abgetrennt und das nun entstandene Larynxpraparat
in etwa der Mittellinie von kranial nach kaudal durchtrennt. Alle 3 Préparate wurden in toto in Paraffin
eingebettet und in Schnittserien von etwa 4-5 um Schnittdicke (beim Larynx von der medialen
Schnittkante aus) aufgearbeitet. Die Wahl der Schnittebenen ging auf die Angaben von Schlage et al.
(1998), Lewis & Prentice (1980) und Brandenburg et al. (1986) zuriick. Sie wurden jedoch fiir die ei-
genen Untersuchungen etwas modifiziert, um mittels der vertikalen Larynxschnitte einen Uberblick
iiber die 3 (anatomischen) horizontalen Larynxebenen zu gewinnen.

Wihrend fiir die klinische Dokumentation von radiogenen Spéteffekten am Larynxnormalgewebe zu-
nehmend die LENT (Late Effects Normal Tissue) / SOMA (subjektive, objektive Kriterien, Manage-
ment, Analyseverfahren)-Klassifikation mit 4 Schweregraden und den Einzelkriterien Schmerzen,
Stimmfunktion, Atmung, Odem, Schleimhautintegritit (inkl. Atrophie, Teleangiektasie, Ulkus,
Chondritis, Nekrose) sowie den entsprechenden Analyseverfahren (Laryngoskopie, CT, MRT) emp-
fohlen und etabliert wurde (Dorr et al. 2000, Pavy et al. 1995, Rubin et al. 1995, Seegenschmiedt
1998), sind Klassifikationen auf histologischer Basis bisher nicht systematisiert. Die histomorphologi-
sche Auswertung der HE-Préparate konzentrierte sich daher auf die qualitative Befundbeschreibung
und die Haufigkeit der pathohistologischen Befunde. Als Orientierung dienten hierzu die literaturge-
méfBen Angaben strahleninduzierter Auffélligkeiten, die allerdings iliberwiegend fiir humane Laryn-
gotrachealgewebe beschrieben wurden (u. a. Burkhardt & Meyer-Breiting 1999, Dietz et al. 1998, Fa-
jardo 1982). Geachtet wurde insbesondere auf Epithelverdnderungen, Alterationen des Stiitz-, Binde-
und Muskelgewebes sowie auf Gefall- und Nervenverdnderungen und zelluldre Infiltrate im Bereich
des Kehlkopfes, der Trachea, des Osophagus, der Schilddriise und mitangeschnittener Pharynxanteile.
Immunbhistologisch wurden die Marker CK 13, CK 17/19, CK 13/15/16, CK 18, Vimentin, Laminin,
Fibronektin, Kollagen III und Kollagen IV untersucht. Die Auswertung erfolgte fiir jeden einzelnen
Marker differenziert nach der Lokalisation im Gewebe gemal3 Tab. 16.

Extrakranielle Tumoren Die im Rahmen der Bestrahlungsexperimente beobachteten TM (n =
23) wurden hinsichtlich der Ursprungsgewebe entweder einer Lokalisation innerhalb des Strahlenfel-
des (ISF) oder auBlerhalb der linksseitigen Kopf-Hals-Region (ASF) zugeordnet. Tab. 25 im Anhang
listet die TM beziiglich RT, Latenz der RT, Tieralter und Lokalisation auf, die bei der Auswertung
beriicksichtigt wurden. Die TM wurden analog zu humanen TM anhand der HE-Préparate klassifiziert.

Zur ndheren Charakterisierung wurden immunhistologisch die Marker CK 5/6, CK 7, CK8/18, CK
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17/19, CK 13/15/16, die Kollagentypen III und IV sowie teilweise die Vimentinexpression und der
Proliferationsmarker Ki-67 (AK: MIB-5) untersucht. Die Befunde wurden vornehmlich deskriptiv
ausgewertet und bei den einzelnen Tumorentititen fiir den jeweiligen Marker beschrieben.

Intrakranielle Tumoren (Hypophysenadenome) Die bei den Hirnsektionen entdeckten Hypo-
physentumoren (HP-TM) wurden anhand von paraffineingebetteten, 3-4um diinnen, HE- und PAS
(Perjodsdure-Schiff-Reaktion)-gefarbten Schnitten lichtmikroskopisch beurteilt. Die Hormonbildung
sowie die Expression ausgewihlter Marker wurde immunhistochemisch (nach o. g. ABC-Methode)
bestimmt und in Tab. 26 im Anhang spezifiziert, wobei neben der Inkubation mit anti-humanen Seren
auch Inkubationen mit rattenspezifischen Seren durchgefiihrt wurden. Die Untersuchung der Prolifera-
tionsrate erfolgte mit dem MIB-1-AK (Ziel-Antigen: Ki-67). Die jeweilige Hormonbildung und Mar-
kerexpression wurden fiir jeden Tumor einzeln ausgewertet und beziiglich der Ergebnisse deskriptiv

dargestellt.

3.3 Kontrollen

Als Kontrollen dienten Gewebe- und Organprédparate von Ratten der gleichen Gewichts- und Alters-
klasse, die iiber die entsprechenden Untersuchungszeitraume mitgefithrt wurden. Diese Kontrollen
standen sowohl fiir die Vor- (n = 25) als auch fiir die Hauptversuche (n = 10) zur Verfiigung und er-
hielten weder Bestrahlungen noch sonstige (vor allem mikrovaskulére) Interventionen. Zusétzlich
wurde bei jedem Tier das rechte SD-Paket explantiert und nach identischen Fixierungsmethoden auf-
bereitet und untersucht, um intraindividuelle Unterschiede der Driisenstruktur zu erfassen (,,interne
Kontrolle®). Die Kontrolle der verblindeten Auswertungen erfolgte durch zwei erfahrene Pathologen,
die nach anfénglich strenger Supervision regelméBig rekonsultiert wurden. Bei Uneindeutigkeiten
bzw. Zweifelsfillen wurden die Préparate gemeinsam reevaluiert und ein Konsens erzielt. Die Aus-
wertung der TM und insbesondere der Hypophysenadenome erfolgte analog in enger Kooperation mit
zwei weiteren Pathologen, die aufgrund ihrer umfangreichen Erfahrungen besonders ausgewiesen wa-

ren.

3.4 Statistische Auswertung

Initial wurden die Tiere nach gemeinsamen Merkmalen hinsichtlich Alter, RT, Strahlendosis, Latenz
der RT und Kontrollen charakterisiert und entsprechenden Gruppen zugeordnet. Um die Expression
und das Verteilungsmuster der verschiedenen Marker an einzelnen Lokalisationen (Gewebestrukturen)
in Abhingigkeit vom Alter, der RT, der Strahlendosis und der Latenz der RT untersuchen zu koénnen,
erfolgte eine multifaktorielle, multivariate Auswertung mittels generalisierter linearer Modelle (GLM).
Diesen Mittelwertvergleichen lag zugrunde, dass bei den semiquantitativ bewerteten Expressionen ein
metrisches Merkmal im Hintergrund anzunehmen war und dass ausreichend variable Befunde vorla-
gen. Bei den multiplen Tests wurde dabei die Adjustierung nach Bonferroni vorgenommen. In Féllen

zu geringer Variabilitdt wurden univariate bzw. einfaktorielle Testverfahren eingesetzt. Hierzu war fiir
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jede einzelne Lokalisation zu priifen, ob in Abhdngigkeit von der Strahlendosis, der Latenz der RT
oder dem Alter Expressionsunterschiede zwischen den Gruppen und im Vergleich zu Kontrollen auf-
treten.

Fiir die deskriptive Statistik wurde dabei die Haufigkeitsauszdhlung in Frequenzdiagrammen vorge-
nommen. Die Beziehung der Parameter zueinander wurde als tabellarische Beschreibung der gemein-
samen Haufigkeitsverteilung in Form von bivariaten Kontingenz-Tabellen (Kreuztabellen) dargestellt.
Um bei moglichen Unterschieden (in Gruppen) zu beurteilen, inwieweit die Beziehung zweier Merk-
male von der statistischen Unabhéngigkeit abweicht, wurden die Kontingenz-Tabellen mit dem y > —
Test (Chi-Quadrat-Test) statistisch untersucht. Der Chi-Quadrat-Test {iberpriift damit die Unabhéngig-
keit zweier Variablen der Kreuztabellen und damit indirekt den statistischen Zusammenhang der bei-
den Merkmale. Ist die zu erwartende Haufigkeit der Kreuztabelle sehr klein, wurde zusétzlich der ex-
akte Test nach Fisher ausgefiihrt. Weiterhin wurden mogliche Gruppenunterschiede und mogliche Dif-
ferenzen in der zentralen Tendenz mit Hilfe des Mediantestes untersucht.

Als Signifikanzniveau wurde 5% festgelegt. Die im einzelnen errechneten p-Werte sind im Ergebnis-
abschnitt bei den entsprechenden Lokalisationen aufgefiihrt. Mit ,,n. s.“ (nicht signifikant) wurde ein
p-Wert > 0,05 beschrieben.

Da mit Hilfe von Korrelationsuntersuchungen der Zusammenhang verschiedener Merkmale zueinan-
der diskutiert werden kann, wurden zur Frage, welche Stirke bzw. Schwiche die ermittelten statisti-
schen Zusammenhénge aufweisen, Korrelationstabellen erstellt. Hier wurde zumeist die Berechnung
des Rang-Korrelationskoeffizient nach SPEARMAN (7, ) benutzt (SACHS 1992). Ein Korrelationsko-
effizient kann dabei zwischen -1 und 1 liegen. Der Korrelationskoeffizient von 1 zeigt einen absoluten
positiven Zusammenhang zweier Merkmale an. Negative Werte korrelieren gegenlédufig, positive Wer-
te gleichsinnig. Der statistische Zusammenhang ist umso stirker, je mehr der Korrelationskoeffizient
von Null verschieden ist.

Zur Erfassung der Ergebnisse und Auswertung der Daten wurde das statistische Analyseprogramm
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) genutzt. Die Datenauswertung erfolgte mit wesent-
licher Unterstiitzung von Frau Dr. Lautenschlidger aus dem Institut fiir Medizinische Epidemiologie,

Biometrie und Medizinische Informatik der Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg.

4 Ergebnisse

4.1. Speicheldrisen (Vorversuche)

Histomorphologie Gemil der Seifert-Klassifikation (Tab. 14) befanden sich die bestrahlten
GSM (im Strahlenfeld, n = 19, klassifiziert wurden 18 Tiere) iiberwiegend im Stadium 2 (11/18), nur
ausnahmsweise im Terminalstadium (1/18). Ebenso konnten wir Ubergangsstadien beobachten (Stadi-
um 1-2: 1/18; Stadium 2-3 2/18). Ein spites Stadium 1 fand sich bei 3 von 18 Tieren. Bei den Driisen
auBerhalb des Strahlenfeldes bestrahlter Tiere (n = 15, klassifiziert wurden 14 Tiere) ergab sich bei 2
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von 14 Tieren ein Stadium 1-2, kein Tier zeigte ein Terminalstadium. Das spéte Stadium 1 fand sich
bei 5 von 14 Driisen, Normalbefunde waren bei 7 von 14 Tieren zu erheben.

In der nicht bestrahlten Gruppe (n = 25) konnten wir iiberwiegend Normalbefunde beobachten. Ein
Tier zeigte eine fokale Fibrose, ein anderes eine mehr diffuse, moderate Bindegewebsvermehrung.
Immunbhistologie (CK) Die Immunreaktivitit der antihumanen CK-AK im Rattengewebe dif-
ferierte z.T. von der bekannten Reaktivitit im menschlichen Gewebe. Bei der Verwendung der
LSAB®2-Kit Methode konnten wir keine bzw. untypische, unspezifische oder sehr heterogene Firbe-
reaktionen im Rattengewebe fiir folgende AK beobachten: CY90, D5 16B4, 215 B8, K8.60, 358 H11,
RCK 108, V9 und Vim-13.2. Hingegen waren E3, Ks 13.1, NCL5D3 und K&8.12 immunreaktiv und
zeigten ein deutliches Farbemuster in verschiedenen Abschnitten des Driisenparenchyms, u. z. im Be-
reich der Schaltstiicke (SCH), der Streifenstiicke (STR), der Gangepithelien (GE), der sekretorischen
Tubuli (ST) und bei den Myoepithelien (MYO). Azinuszellen (AZ) waren bei den verwendeten AK
nicht reaktiv. Es fanden sich folgende AK-abhingige Farbereaktionen (Tab. 27 der Anlage):

E3 (CK17/19) markierte bei nicht bestrahlten Tieren 6fter méBig bis z. T. stark die SCH, STR und
GE mit luminaler Betonung, haufiger zart bis leicht die ST (Abb. 8a der Anlage). Das Alter der Tiere
hatte nur geringen Einfluss auf das Farbeverhalten. Lediglich im Bereich der ST und STR korrelierte
das Farbemuster gering mit dem Alter der Tiere [p = 0.03 und p = 0.04, jiingere (3 bis 6 M) vs. iltere
(2 Jahre) Tiere], wobei die élteren Tiere etwas stirker reagierten. Beim Gruppenvergleich zeigte sich
tendenziell eine stirkere Farbereaktion bei bestrahlten Driisen. Jedoch war eine signifikante Zunahme
auf die SCH im Vergleich von im Strahlenfeld liegenden und auflerhalb des Strahlenfeldes liegenden
Driisen (rechts-links-Vergleich, p = 0.03) beschrinkt. Ebenso zeigte sich bei den SCH im Vergleich
von nicht bestrahlten und auflerhalb des Strahlenfeldes liegenden Driisen (p = 0.03) eine Férbereakti-
onsbetonung bei letzterer Gruppe. Die Latenz der Radiatio (LR) hingegen ergab deutliche Unterschie-
de der Farbereaktion bei den SCH, den STR und den GE [p = 0.01, p = 0.01 und p = 0.008, LR (< 4
Monate) vs. LR (> 4 - 6 Monate)], was in einer stirkeren Firbereaktion bei bestrahlten Driisen, die 4
bis 6 Monate nach abgeschlossener RT untersucht wurden, zum Ausdruck kam (Abb. 8b der Anlage).
Spéter nahm die Farbeintensitdt wieder ab [p=0.01, LR (<6 M) vs. LR (> 6 M)].

Die CK 13 (AK: Ksl3.1)-Darstellung variierte von einer hauchzarten bis zu einer o6fter leich-
ten/moderaten Immunreaktivitdt i. B. der SCH/STR und zeigte eine leichte Positivitit an den GE bei
nicht bestrahlten Tieren. Zusitzlich markierte dieser AK z. T. zart bis leicht die ST. Weniger im Al-
ters-, vielmehr im Gruppenvergleich ergaben sich zwar tendenzielle, jedoch keine signifikanten Unter-
schiede aufer einer stirkeren Farbereaktion der GE bei bestrahlten Driisen (p = 0.01, bestrahlte vs.
nicht bestrahlte Driisen). Die Latenzphase hingegen nach abgeschlossener RT war ein die Immunreak-
tivitit wesentlich beeinflussender Faktor [GE / SCH / STR: p=0.004 /0.01 /0.01, LR (<4 M) vs. LR
(>4 - 6 M)], und zwar mit einer stirkeren Reaktion bei 4-6 Monaten nach abgeschlossener RT unter-
suchten Driisen. Spédter als 6 Monate nahm die Reaktionsstirke wieder ab [p = 0.004, LR (< 6 M) vs.
LR (> 6 M)].
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Die SCH, STR und GE nicht bestrahlter Tiere wurden nach Inkubation mit dem NCL5D3-AK (CK 8)
leicht bis maBig gefdrbt. Inkonstant waren jedoch bei einigen Schnitten deutlich stirkere Anfarbungen
der o.g. Driisenepithelien zu verzeichnen, trotz identischer Schnittdicke und identischer Féarbetechnik.
Die ST waren liberwiegend nicht oder nur fokal sehr zart bis leicht immunreaktiv fiir NCL5D3. Im-
munreaktionsunterschiede in Abhéngigkeit von einer Strahlenbehandlung waren zwar tendenziell
durchaus deutlich, jedoch insgesamt statistisch nicht signifikant. Die LR hingegen stellte sich als ein
die Immunreaktivitdt merklich beeinflussender Faktor bei bestrahlten Driisen dar, insbesondere bei
den ST (p = 0.002) und GE (p = 0.008), méBiger deutlich bei den STR [p = 0.04, LR (< 4 M) vs. LR
(> 4 - 6 M)]. Die Intensitit der Farbereaktion korrelierte positiv mit der Dauer der Latenzperiode bis
zu 6 Monaten. Spéter als 6 Monate nach abgeschlossener RT zeigte sich auch hier eine Abnahme der
Reaktivitit [p = 0.02, LR (< 6 M) vs. LR (> 6 M)], vor allem bei den GE und STR. Lediglich bei den
ST nahm die Farbeintensitdt auch spéter als 6 Monate noch zu [p = 0.002, LR (< 6 M) vs. LR (> 6
M)]. Das Alter der Tiere beeinflusste méfBig die Reaktion der ST im Sinne einer Zunahme bei élteren
Tieren [p = 0.02, Alter (3 bis 6 M) vs. Alter (2 Jahre)].

Die K8.12 (CK13/15/16)-Immunreaktion bei nicht bestrahlten Driisen war beschrankt auf Myoe-
pithelzellen und die Basalzellen (BZ) im Bereich der GE. Unter einer RT waren keine weiteren dukta-
len Driisenstrukturen darstellbar. Bei einigen bestrahlten Driisen mit einer etwas ausgepragteren Strah-
lenreaktion war ein Verlust der Immunreaktion der BZ der GE bemerkenswert. Hingegen nahm die
Immunreaktivitidt der Myoepithelzellen bei bestrahlten Tieren zu, sowohl bei den direkt exponierten
Driisen (p = 0.0001, nicht bestrahlte vs. bestrahlte Driisen) als auch auf der kontralateralen, strahlenge-
schiitzten Seite (p = 0.01, nicht bestrahlte vs. au8erhalb des Feldes liegende Driisen). Insbesondere bei
den direkt bestrahlten Driisen kamen zum Teil vergroBerte, hypertrophe Myoepithelien zur Darstel-
lung. Das Alter der Tiere und die unterschiedlichen Latenzperioden nach abgeschlossener RT blieben
ohne wesentlichen Einfluss bei der Beobachtung der Immunreaktion von K8.12.

Extrazellulare Matrixproteine Die Immunreaktivitdt der AK im Rattengewebe unterschied
sich nicht wesentlich vom Reaktionsprofil bei Humangeweben (Nerlich 1995). Die AK identifizierten
verschiedene Strukturen der ECM: Komponenten der BM (Laminin, CIV) und Bestandteile von BM-
assoziierten Strukturen (Fibronektin, CIII). Der immunhistochemische Nachweis gelang im Driisen-
gewebe um die AZ, um die SCH, um die STR, um die ST und um die GE, im Nervengewebe (vorwie-
gend Schwann-Zellen), in den Blutgefdlen [subendothelial (SEN), Tunica media (TME), Adventitia
(AD)], in der bindegewebigen Kapsel (KA) sowie im Bereich von Bindegewebssepten (SE; inter- und
intralobuldres bindegewebiges Stroma). Die verschiedenen EMP zeigten ein unterschiedliches Farbe-
reaktions- und Verteilungsmuster (Tab. 28 der Anlage).

Laminin als BM-Komponente war bei nicht bestrahlten Tieren um die AZ, SCH, ST, STR und um die
GE sehr zart bis leicht, iberwiegend gleichmiBig nachweisbar. KA-, SE und die AD waren nicht reak-
tiv. Das Nervengewebe wurde haufiger deutlich positiv durch Anti-Laminin geférbt. Im Gruppenver-

gleich zeigten bis auf die nach wie vor negative AD, KA und SE alle untersuchten Driisen- und Gefa3-
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strukturen der bestrahlten GSM, einschlieBlich des Nervengewebes, deutlich stirkere Féarbereaktionen
(p = 0.0001, bestrahlte vs. nicht bestrahlte GSM). Beim Laminin spielte im Gegensatz zu den anderen
untersuchten EMP die Latenz der RT (LR) eine Rolle, und zwar beim Nachweis i. B. der AZ, der GE,
des Nervengewebes, der SCH und der STR. Mit zunehmender Latenz bis zum 6. Monat nach Ende der
RT kam es zunidchst zu einem verstarkten Nachweis (p = 0.001, LR< 4 M vs. LR > 4-6 M); spiter als
6 Monate nach Beendigung der RT nahm die Reaktionsstérke wieder ab (p = 0.001, LR < 6 Monate
vs. LR > 6 Monate), ohne jedoch der Expression in einer nicht bestrahlten Driise zu dhneln.
Fibronektin konnte als BM-assoziierte Struktur bei nicht bestrahlten Tieren sehr zart bis leicht um
die AZ, die SCH, die ST, die STR, deutlicher ausgepriagt um die GE nachgewiesen werden. KA-
Gewebe wurde iiberwiegend leicht gefarbt, SE waren haufiger sehr zart bis leicht positiv markiert. Die
GefiaBwinde zeigten subendothelial und in der TME bevorzugt eine sehr zarte Reaktion. Die AD war
haufiger kontinuierlich leicht positiv. MYO und Nervengewebsstrukturen waren nicht reaktiv bzw.
konnten nicht sicher von der umgebenden Stromareaktion abgegrenzt werden. Der Altersvergleich und
die vergleichende Analyse der LR erbrachten keine statistisch signifikant unterschiedlichen Farbereak-
tionen. Hingegen zeigten sich zwischen bestrahlten und nicht bestrahlten GSM deutliche Unterschiede
(Zunahme der Farbeintensitit und -ausdehnung bei bestrahlten GSM) im Driisengewebe, insbesondere
um die AZ, SCH, ST, STR und GE (p = 0.001/0.0001/0.003/0.001/0.001, bestrahlte vs. nicht bestrahl-
te GSM), ebenso im Bereich der Gefale (SEN/TME: p = 0.001/0.007, bestrahlte vs. nicht bestrahlte
GSM). Auch waren KA und SE deutlich unterschiedlich reaktiv im Sinne einer Expressionssteigerung
bei bestrahlten GSM (p = 0.001/0.0001, bestrahlte vs. nicht bestrahlte GSM). Lediglich im Bereich der
AD ergab sich eine zwar tendenziell deutliche, aber statistisch nicht signifikant starkere Anfarbung bei
direkt strahlenexponierten GSM (p = 0.05, bestrahlte vs. nicht bestrahlte GSM).

Kollagen Il (Clll) lieB sich im Driisengewebe nicht bestrahlter Tiere sehr zart bis leicht positiv um
die AZ, SCH, STR, ST, insbesondere um die GE, aber auch im Bereich der Gefafle (hier besonders
subendothelial und in der TME, weniger in der AD), miBig deutlich am Nervengewebe und zart an
KA- und SE nachweisen. CIII war an MYO nicht bzw. nur unsicher darstellbar. Im Gruppenvergleich
ergab sich bei CIII an den verschiedenen Strukturen des Driisengewebes, aber auch im Bereich der
Gefille (TME, AD) ein signifikant deutlich verstdrkter Nachweis bei bestrahlten GSM (p = 0.0001,
bestrahlte vs. nicht bestrahlte GSM); das Nervengewebe und der subendotheliale GefdBabschnitt hin-
gegen zeigten zwar tendenzielle, aber keine statistisch signifikanten Expressionssteigerungen. Die LR
blieb ohne signifikanten Effekt auf die Expression. Im Altersvergleich ergab sich nur bei den STR ein
signifikant verstérkter Nachweis im hoheren Lebensalter der Tiere.

Die BM-Komponente Kollagen IV (CIV) war im Driisengewebe nicht bestrahlter Tiere (Abb. 9a der
Anlage) sehr zart bis leicht positiv im Bereich der AZ, der SCH, der ST, der STR und der GE nach-
zuweisen, iiberwiegend leichtgradig im Nervengewebe. Ebenso gelang der Nachweis kontinuierlich im
SEN- und TME-Abschnitt der Gefae, jedoch nicht im Bereich der AD. Die KA, die SE bzw. die

MYO zeigten keine bzw. eine unsichere Reaktivitit. Das Alter spielte eine untergeordnete Rolle bei
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der Interpretation der Ergebnisse. Im Gruppenvergleich ergaben sich signifikante Farbereaktionsunter-
schiede (verstirkter Nachweis bei bestrahlten GSM) um die AZ, die SCH, die STR und um die GE (p
=0.03/0.01/0.03/0.02, bestrahlte vs. nicht bestrahlte GSM). Einzelpraparate zeigten sehr deutlich ak-
zentuierte Expressionen mit CIV-positiven Konglomeraten (Abb. 9b der Anlage). Die ST zeigten e-
benso wie die TME und Nervenstrukturen eine tendenzielle, aber keine statistisch signifikante Immun-
reaktivititssteigerung. Die LR ergab keinen signifikanten Effekt.

Bemerkenswert erscheint, dass es in bestrahlten GSM i. B. von Kapillargefden (v. a. Blutkapillaren)
zu einer verstarkten Farbereaktion, besonders fiir Laminin, aber auch fiir CIV kam. Anti-Fibronektin
produzierte im Bereich der kapilldren Gefd3e meist nur eine akzentuierte Reaktion, haufiger fehlte ei-
ne spezifische BM-Féarbung bzw. die Fibronektinreaktion konnte nicht sicher von der des umgebenden
Stromas abgegrenzt werden. Ein zu letzterem weitgehend analoger Befund demonstrierte sich beim
Nachweis von CIII.

Die Anti-S100-, Anti-Tenascin- und Anti-Aktin-Immunreaktionen konnten wegen haufiger unspezifi-

scher Reaktionsmuster nicht in die Auswertung miteinbezogen werden.

4.2  Ergebnisse (Hauptversuche)

Korpergewicht Bei der Auswertung wurden einerseits Ausgangs- und Endgewicht (END-
KG), andererseits Ausgangsgewicht (A-KG) und Koérpergewicht (RT-KG) nach Abschluss der jewei-
ligen Bestrahlungsserie/-dosis verglichen.

Fiir den Gewichtsverlauf, der im Wesentlichen das tégliche Korpergewicht wihrend der einzelnen RT-
Serien berticksichtigte, standen bei den unterschiedlichen RT-Gruppen nach Abschluss der RT bis zur
Endauswertung erheblich differierende Datenmengen zur Verfiigung, die eine statistische Analyse nur
bedingt zulieBen. Wir beschriankten uns daher diesbeziiglich auf eine deskriptive Beschreibung und die
graphische Darstellung der Korpergewichtsverlaufe (Abb. 12-16 der Anlage).

Hinsichtlich A-KG- und END-KG ergaben sich in Abhéngigkeit von der RT signifikante Unterschiede
(p =< 0.0001). Alle Tiere zeigten wihrend der Beobachtungszeit eine Gewichtszunahme (A-KG vs.
END-KG aller Tiere, p = < 0.0001) von im Mittel 282 g auf ein mittleres END-KG von 480 g, die al-
lerdings bei bestrahlten Tieren signifikant geringer ausfiel (Kontrollen vs. bestrahlte Tiere, p = 0.004).
So kam es bei Kontrollen von im Mittel 318 g auf ein END-KG von 568 g, wohingegen 20 Gy-
exponierte Tiere von 277,50 g auf 470,94 g, 40 Gy-exponierte Tiere von 289,15 g auf 477 g und 60
Gy-exponierte Tiere von 285,30 g auf nur 408,05 g anstiegen. Nach der Bonferroni-Adjustierung war
insbesondere der Unterschied zwischen 60 Gy-exponierten Tieren und Kontrollen im Sinne einer sig-
nifikant geringeren Gewichtszunahme im Langzeitverlauf auffillig (Kontrollen vs. 60 Gy, p = 0.003).
Dieser RT-Gruppen-abhéngige Verlauf, insbesondere der 60 Gy-Gruppe, kam auch in einem signifi-
kant verschiedenen Wechselwirkungsprofil zum Ausdruck (p = 0.02). In Tab. 29 und Abb. 10 der
Anlage wurden die Ergebnisse tabellarisch und graphisch wiedergegeben.

Tab. 29: Darstellung der Korpergewichte [Gramm] in Abhéngigkeit von der RT (alle Tiere).

44



A-KG |[g] SF END-KG [g] SF
RT-Gruppen
Kontrollen 318,20 6,28 568,00 44,53
20 Gy-Exposition 277,50 3,31 470,94 23,47
40 Gy-Exposition 289,15 3,14 477,00 22,26
60 Gy-Exposition 285,30 3,14 408,05 22,26

SF = Standardfehler

Weiterhin war festzustellen, dass es wéahrend der RT-Zeit (Zeitraum der RT bis zu 2, 4 oder 6 Wo-
chen) zu einem kontinuierlichen Gewichtszuwachs kam, der sich sowohl bei der 20 Gy- (p < 0.0001),
bei der 40 Gy- (p < 0.0001) als auch der 60 Gy-Expositionsgruppe (p < 0.001) signifikant vom Aus-
gangsgewicht unterschied, aber nicht wesentlich vom Gewichtszuwachs von Kontrollen differierte.
Bei den mit 60 Gy-exponierten Tieren kam es zu einer tendenziell geringeren RT-KG-Zunahme gegen
Ende der Bestrahlungsserie. So zeigte sich im Schnitt nach 2 Wochen eine Gewichtszunahme von
15,47 g, nach 4 Wochen von 25,92 g und nach 6 Wochen von 30,64 g. Es ist zu vermuten, dass die
gefundenen Differenzen im Endgewicht auf spitere Effekte einer reduzierten Nahrungsaufnahme, z.
B. durch Bissanomalien und/oder Speicheldriisenreaktionen zuriickzufiihren sind.

Betrachtet man die am langsten evaluierten Tiere (1% Jahre alte Ratten) gesondert, ergeben sich im
Wesentlichen dhnliche Ergebnisse signifikant differenter mittlerer A-KG- und END-KG in Abhéngig-
keit von der RT (p < 0.0001) mit einer insgesamten Gewichtszunahme, die jedoch bei bestrahlten Tie-
ren geringer ausfiel (p < 0.001, Kontrollen vs. bestrahlte Tiere). Die Gewichtsprofile zeigten zudem
beim RT-Gruppen-abhéngigen Vergleich deutlich differente Wechselwirkungsbeziehungen (p =
0.002), was auch in der Bonferroni-Adjustierung zum Ausdruck kam. So fand sich die im Mittel
stirkste Gewichtszunahme nicht bei Kontrolltieren, sondern bei Tieren, die 40 Gy-Strahlenexposition
ausgesetzt waren, wohingegen die 60 Gy-exponierten Tiere auch in dieser dlteren Tiergruppe die ge-
ringste Gewichtszunahme zeigten. In der Bonferroni-Adjustierung resultierte eine signifikant geringe-
re Gewichtszunahme bei 60 Gy-exponierten Tieren gegeniiber Kontrollen (Kontrollen vs. 60 Gy, p =
0.001) und gegeniiber den 40 Gy-exponierten Tieren (40 vs. 60 Gy, p =< 0.0001), wihrend die 20 Gy-
exponierten Tiere weniger gegeniiber Kontrollen (p = 0.08, n. s.), sondern vielmehr gegeniiber 40 Gy-
exponierten Tieren (20 vs. 40 Gy, p = 0.01) signifikant weniger an Gewicht zunahmen. Offensichtlich
wurde die RT mit 40 Gy gut toleriert bzw. fiihrte nicht zur reduzierten Nahrungsaufnahme. Dies konn-
te fiir (partielle) Erholungseffekte im léngeren Beobachtungszeitraum sprechen. Dem steht allerdings
entgegen, dass die Tiere, die einer geringeren Strahlendosis ausgesetzt waren - was allgemein mehr
mit moglichen Erholungseffekten assoziiert wird - diese zu Kontrollen und 40 Gy-exponierten Tieren
analoge Gewichtszunahme nicht zeigten, sondern ein deutlich geringeres END-KG aufwiesen.
Insofern ergibt sich hieraus der Hinweis auf einen gewissen Alterseffekt bzw. Latenzeffekt nach abge-
schlossener RT. In Tab. 30 und Abb. 11 der Anlage wurden die Ergebnisse flir die &lteren Tiere ta-

bellarisch und graphisch zusammengefasst.

Tab. 30: Darstellung der Korpergewichte [Gramm] in Abhéngigkeit von der Radiatio (1% Jahre alte Tiere)
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Ausgangsgewicht [g] SF Endgewicht [g] SF
RT-Gruppen
Kontrollen 319,20 4,41 569,00 34,86
20 Gy-Exposition 275,11 3,29 497,00 25,98
40 Gy-Exposition 296,22 3,29 596,00 25,98
60 Gy-Exposition 276,10 3,12 417,90 24,65

SF = Standardfehler

Die weiteren graphischen Darstellungen im Anhang zeigen den wihrend der RT-Zeit dokumentierten
allgemeinen Gewichtszuwachs bei den Tieren (Abb. 12) sowie das zunehmende Gewicht bei 20 Gy-
(Abb. 14a, Abb. 14 b), 40 Gy- (Abb. 15a, Abb. 15b) und 60 Gy-Exposition (Abb. 16a, Abb. 16b),
jeweils fiir 1 Jahr alte Tiere (Abb. 14a, Abb. 15a, Abb. 16a) und 1 % Jahre alte Tiere (Abb. 14b,
Abb. 15b, Abb. 16b). Nur bei 60 Gy-exponierten Tieren zeigte sich gegen Ende der RT-Zeit eine ten-
denziell geringere Gewichtszunahme.

Speicheldriisengewichte Nach Perfusionsfixierung und vorsichtiger beidseitiger Préparation der
Speicheldriisen zum makroskopischen Gréflenvergleich in situ (Abb. 17 der Anlage ) wurden die
GSM seitengetrennt gewogen und dann weiter aufgearbeitet.

Die links- und rechtsseitigen GSM bei bestrahlten Tieren unterschieden sich beziiglich ihrer Gewichte
im Vergleich zu Kontrollen in Abhingigkeit von der Radiatio signifikant (p =< 0.0001).

Die linke GSM von bestrahlten Tieren war signifikant leichter als Kontrollendriisen (p = < 0.0001),
wohingegen die rechtsseitigen Driisengewichte zwar nach 20 Gy-Exposition (mittleres Gewicht 294
mg: leichte Abnahme gegeniiber Kontrolldriisen) und nach 40 Gy-Exposition (mittleres Gewicht 355
mg: leichte Zunahme gegeniiber Kontrollen) etwas schwankten, jedoch insgesamt keine wesentlichen
Gewichtsveranderungen (nahezu gleiches mittleres Gewicht rechtsseitiger, geschiitzter Driisen bei 60
Gy-exponierten Tieren wie bei Kontrollen) auftraten.

Diese Seitendifferenz kam auch in einem signifikanten seitendifferenten Wechselwirkungsprofil zum
Ausdruck (p < 0.0001). Die Gewichtsabnahme linksseitiger Driisen wurde nach der Bonferroni-
Adjustierung besonders deutlich beim Vergleich von Kontrolldriisen (mittleres Gewicht: 320 mg) und
Driisen, die 60 Gy-Exposition (mittleres Gewicht: 137 mg) erhielten (p = 0.01, Kontrollen vs. 60 Gy)
und zwischen Driisen nach 40 Gy- (mittleres Gewicht: 205 mg) und 60 Gy- (mittleres Gewicht: 137
mg) Exposition (40 vs. 60 Gy, p = 0.03). Alter und Latenz zeigten keine wesentlichen Effekte beziig-
lich der Driisengewichte. Die Ergebnisse wurden Tab. 31 zusammengefasst und in Abb. 18 der An-
lage graphisch dargestellt.

Tab. 31: Darstellung der Driisengewichte [mg] in Abhingigkeit von der Radiatio (SF = Standardfehler)

Linke GSM Rechte GSM
RT-Gruppen Gewicht [mg] SF Gewicht [mg] SF
Kontrollen 320,00 25,46 322,15 31,83
20 Gy-Exposition 244 .44 13,42 294,44 16,77
0 Gy-Exposition 205,00 12,73 355,00 15,91
60 Gy-Exposition 137,50 12,73 320,00 15,91
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4.2.1 Speicheldriisen

Histomorphologie Die histomorphologischen Befunde wurden anhand der HE-geférbten GSM-
Schnittpréparate gemal der mod. Seifert-Klassifikation (Tab. 14) vorgenommen. Die unmittelbar an-
liegende, durch ein schmales bindegewebiges Septum jedoch abgetrennte muzindse Gl. sublingualis
zeigte in der Regel nur geringe und meist fokale Verdnderungen und ging in diese Auswertung nicht
ein. Bei Kontrollen (n = 10, in Serienschnitten aufgearbeitet) und rechtsseitigen GSM (n = 51) be-
strahlter Tiere waren meist Normalbefunde (siche Abb. im Anhang) festzustellen. Lediglich je ein
rechtsseitiges Driisenpréparat nach 20 Gy- (1/15), 40 Gy- (1/18) und 60 Gy- (1/18) Exposition der Tie-
re zeigte Verdnderungen, die einem spaten Stadium 1 entsprachen. Bei bestrahlten GSM (n = 51) fand
sich bei 20 Gy-Exposition (n = 15) meist ein spétes Stadium 1. Es zeigten sich fokale Verluste der AZ
und eine geringe periduktale Fibrose, vor allem um die Ausfiithrungsgdnge. Neben einigen Infiltratzel-
len (vorwiegend Lymphozyten), vorwiegend im Bereich ehemaliger AZ waren im Interstitium geringe
fokale 6dematdse Auflockerungen nachweisbar. Nur 1 von 15 Tieren zeigte ein Ubergangsstadium 1-
2. Bei 40 Gy (n = 18) bestand meist ein Ubergangsstadium 1-2. Hier dominierten z. T deutliche, aber
noch fokal betonte Aziniverluste und eine méBige Dilatation der Ausfithrungsginge. Daneben fand
sich eine maBige periduktale Fibrose um die Ausfiihrungsginge und teilweise um die Streifenstiicke.
Das Interstitium zeigte neben ddematdsen Auflockerungen variable Infiltrationen mit wechselnden,
eher miBigen Infiltraten, die vornehmlich aus Lymphozyten und Mastzellen bestanden. Nur 1 von 18
Tieren zeigte ein Spéatstadium mit weitgehender Destruktion des Driisenparenchyms und massiver
Fibrose. Nach 60 Gy- (n = 18) Exposition bestand ganz iiberwiegend ein Stadium 2. Das Driisenpa-
renchym zeigte eine ausgeprégtere Reduktion der AZ, wobei die verbliebenden AZ und deren Zellkern
sich etwas vergrofert darstellten. Als weitere Zeichen der Azinuszellschiddigung fanden sich einerseits
Zellen mit scholligem Zytoplasma und Sekretstauungen, mehr jedoch im Sekretgranulagehalt vermin-
derte Zellen. Teilweise waren intrazytoplasmatische Vakuolen entwickelt. Weiterhin waren Verluste
der ST und teilweise der SCH auffallig. Bei verbliebenen ST war der Sekretgehalt haufig verringert
und der Zellkern etwas vergroBert, wobei fokal auch adenomartige Proliferate zu beobachten waren.
Daneben bestanden Gangdilatationen, insbesondere der Streifenstiicke und Ausfiihrungsginge. Ver-
einzelt kam es zu Plattenepithelmetaplasien des Gangepithels. Das Interstitium war fibrosiert, insbe-
sondere um die Ausfiihrungsginge, und insgesamt 6dematos aufgelockert, auch im Bereich der inter-
lobuldren Septen waren Verbreiterungen und Auflockerungen zu bemerken. Bei GefaBlen fielen vor
allem Verdickungen der AD auf, wihrend nur fokal GefaBBeinengungen auftraten. Zelluldre interstitiel-
le Infiltrate traten variabel auf, neben geringeren und méfBigen waren sie teilweise auch reichlicher
nachzuweisen (vorwiegend Lymphozyten und Mastzellen). Bei einem von 18 Driisenpréparaten fand
sich ein Ubergangsstadium 1-2, bei einem weiteren Priparat (1/18) ergab sich ein unauffilliger mor-
phologischer Befund. AuBer bei einem Driisenpréparat mit einem Spéatstadium nach einer Strahlendo-
sis von 40 Gy waren nur sehr selten in einzelnen Serienpréparaten nach 40 Gy und 60 Gy Strahlenex-

position fokal im Randbereich der Driise nahe der Driisenkapsel iiber das Stadium 2 hinausgehende
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Verianderungen nachweisbar. In Tab. 32 und Tab. 33 (im Anhang) wurden die Befunde zusammen-
gefasst dargestellt.

Im Vergleich zu Kontrollen und im Rechts-Links-Vergleich bestrahlter Tiere waren die Strahlenreak-
tionsbefunde signifikant verschieden [Vergleich zu Kontrollen (p = 0.0001), Rechts-Links-Vergleich
(p =0.005)].

Bei bestrahlten GSM war bereits nach 20 Gy-Exposition eine signifikante, zu Kontrollen verschiedene
Strahlenreaktion zu beobachten (p = 0.0001), welche oberhalb von 20 Gy-Exposition im Sinne einer
zunehmenden Strahlenreaktion noch zunahm (Kontrollen vs. 40 Gy/60Gy: p = 0.0001/0.0001, 20 Gy
vs. 40 Gy/60 Gy: p = 0.01/0.0001). Da sich Kontrollpraparate und rechtsseitige Driisenpréparate be-
strahlter Tiere weitgehend konstant verhielten, d.h. dosisabhidngig einen Normalbefund zeigten, die
bestrahlten Driisen hingegen einen dosisabhéngige, zunehmende Strahlenreaktion aufwiesen, war der
Profilverlauf signifikant unterschiedlich (p = 0.005). Das heift, dass sich Kontrollen bzw. rechtsseitige
Driisen im Vergleich zu linksseitigen bestrahlten Driisen dosisabhéngig im Strahlenreaktionsbefun-
dungsverlauf (,,Profil®) signifikant unterschieden.

Die LR und das Alter der Tiere beeinflusste gemittelt iiber alle Strahlendosen die Strahlenreaktionsbe-
fundung nicht signifikant. Es fand sich jedoch bei mit 20 und 40 Gy bestrahlten GSM mit zunehmen-
der Latenz eine gewisse tendenzielle Abnahme der Strahlenreaktionsbefunde im Sinne einer partiellen
Restitutionstendenz.

Immunbhistologie (CK/IF-Proteine) CK 5/6 war bei nicht bestrahlten GSM (Abb. 19.1 im An-
hang) zart bis leicht bei einigen Basalzellen (BZ) von GE und bei MYO nachweisbar. Weitere Paren-
chymstrukturen wurden nicht dargestellt. Bei einigen mit 40 (4/18) oder 60 Gy (2/18) direkt exponier-
ten GSM-Préparaten kamen zusétzlich BZ im Bereich der STR zur Darstellung. Bei bestrahlten GSM
(Tab. 34, Abb. 19.2, im Anhang) kam es bei GE und MYO oberhalb von 20 Gy zu einer deutlichen
tendenziellen Expressionssteigerung, die allerdings nicht signifikant verschieden von Kontrollen war.
Dennoch konnte durch diese Expressionssteigerungstendenz im Seitenvergleich bestrahlter Tiere eine
signifikante Differenz im Bereich der GE und MYO befundet werden (Rechts-Links-Vergleich bei
GE: p=0.002, bei MYO: p = 0.002). Es zeigten jedoch auch rechtsseitige GSM geringe tendenzielle
Immunreaktivitdtssteigerungen, so dass im Profilverlauf maBig d4hnliche Expressionssteigerungen auf-
traten (Rechts-Links-Wechselwirkungsbeziehung in Abhéngigkeit von der RT bei GE: p = 0.3, bei
MYO: p =0.1). Das Alter der Tiere spielte nur bei den MYO im Sinne einer leichten Expressionsstei-
gerung bei dlteren Tieren eine Rolle (Altersvergleich 1 Jahr vs. 1,5 Jahre, p = 0.04), ansonsten waren
Alter und Latenzphasen unerheblich bei der Farbereaktionsbeurteilung.

CK 13 war bei nicht bestrahlten Tieren (Abb. 19.3 im Anhang) leicht bis moderat bei SCH und STR
nachzuweisen und zeigte liberwiegend eine leichte Positivitdt bei GE. ST wurden zart bis leicht mar-
kiert. Bei bestrahlten Driisen (Tab. 35, Abb. 19.4, im Anhang) zeigten sich im Vergleich zu Kontrol-
len signifikante Expressionssteigerungen im Bereich von GE (p = 0.002), ST (p = 0.002), SCH (p =
0.0001) und STR (p = 0.0001), was im Rechts-Links-Vergleich bestrahlter Tiere bei GE (p = 0.01), ST
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(p = 0.003), SCH (p = 0.004) und STR (p = 0.0001) bestitigt wurde. Die verstirkte Farbereaktion
nahm bei GE, ST, SCH und STR mit steigender Dosis oberhalb von 20 Gy zu und war bei 60 Gy am
deutlichsten ausgeprigt. Bis 20 Gy war die Immunreaktivitéit uneinheitlich (verstirkte oder verminder-
te, auch gleichbleibende Reaktionen) und nicht signifikant verschieden von Kontrollen. Trotz seiten-
differenter Expressionslevel bei bestrahlten Tieren ergaben sich bei GE und SCH oberhalb von 20 Gy
dhnliche Profilverldufe, was auf ein dosisabhédngiges dhnliches Expressionsverhalten hinwies (GE: p =
0.06, SCH: p = 0.14). Bei den GE im Bereich der rechten GSM waren jedoch einige Extremwerte auf-
fallig. Der Medianvergleich zeigte jedoch bei den GE ein gleiches medianes Verhalten (d. h. gleich-
bleibende Expression) auf der rechten Seite im Gegensatz zum differenten (d. h. oberhalb von 20 Gy
ansteigende Expression) medianen Verhalten linker GSM. Bei den ST (p = 0.001) und STR (p =
0.002) traten ebenfalls seitendifferente Profilverldufe (Auswertung der dosisabhingigen Rechts-Links-
Wechselwirkungsbeziehung) auf. Das Alter der Tiere und die LR war bei der statistischen Auswertung
insgesamt unerheblich. Hier ergaben sich lediglich tendenzielle Befunde. So kam es z. B. im Bereich
der STR bei direkt exponierten GSM und bei rechtsseitigen, also strahlengeschiitzten GSM bestrahlter
Tiere im Bereich der SCH mit zunehmendem Alter und zunehmender LR zu einer geringen Abnahme
der Firbeintensitéit, wohingegen Alter und LR bei bestrahlten linksseitigen GSM im Bereich der SCH
unerheblich waren.

Der AK K 8.12 (gegen CK 13/15/16) markierte bei nicht bestrahlten GSM {iberwiegend sehr zart die
MYO und zart bis leicht BZ im Bereich der GE (Abb. 20.1 im Anhang). Bei GE in direkt exponierten
GSM kam es zu deutlichen tendenziellen Expressionssteigerungen. Diese Steigerung war jedoch nicht
signifikant verschieden von Kontrollpréparaten (p = 0.2). Dennoch ergab sich im Seitenvergleich be-
strahlter Tiere (linke, bestrahlte GSM vs. rechte, strahlengeschiitzte GSM, gemittelt iiber alle Strah-
lendosen) ein signifikanter Unterschied bei der Immunreaktivitdt im Bereich der GE (p = 0.03). Dieser
Unterschied war allerdings im wesentlichen durch eine Abnahme der Immunreaktivitét auf der rechten
Seite bei 20 Gy-Exposition bedingt. Beide Seiten zeigten zudem im Profilverlauf in Abhéngigkeit von
der RT dhnlich ansteigende Expressionen (p = 0.44). Hingegen zeigten MYO bei bestrahlten GSM
signifikante Immunreaktivititssteigerungen im Vergleich zu Kontrollen (p = 0.003). Ebenso waren
signifikante Unterschiede im Seitenvergleich bestrahlter Tiere festzustellen (p = 0.0001). Die verstérk-
te Expression der MYO im Vergleich zu Kontrollen war insbesondere bei 40 Gy- (p = 0.009) und 60
Gy-Exposition (p = 0.01) deutlich ausgepriagt (Tab. 36, Abb. 20.2, im Anhang). Da sich aber auch
rechtsseitig, also bei strahlengeschiitzten GSM bestrahlter Tiere eine geringe Expressionssteigerung in
Abhéngigkeit von der RT zeigte, war bei der Auswertung der dosisabhidngigen Rechts-Links-
Wechselwirkungsbeziehung ein dhnlicher Profilverlauf zu befunden (p = 0.6). Die LR und das Alter
der Tiere blieben ohne signifikanten Effekt auf das Farbereaktionsverhalten. Es fanden sich lediglich
bei strahlengeschiitzten GSM und Kontrollen geringe Reaktionssteigerungen bei dlteren Tieren.

Der CK 17/19 erkennende AK E3 (gegen CK 17 in humanen Geweben, gegen CK 19 im Rattengewe-
be) produzierte bei nicht bestrahlten Tieren (Abb. 21.1 im Anhang) im Bereich der GE und SCH eine
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mittelstarke Reaktion, im Bereich der STR eine leichte bis moderate Anfarbung. Immunreaktionen im
Bereich der ST, der AZ und der MYO waren nicht oder nur gelegentlich fokal nachweisbar. Bei be-
strahlten Tieren waren AZ etwas kontinuierlicher, wenn auch sehr zart, darstellbar und wurden daher
in die Auswertung mit aufgenommen. Im Seitenvergleich bestrahlter Tiere kam es im Bereich der AZ
(p = 0.04), der GE (p = 0.008), der STR (p = 0.003) und SCH (p = 0.02) zu einer verstarkten, linkssei-
tigen Firbereaktion (Tab. 37, Abb. 21.2, im Anhang). Diese korrelierte im Bereich der STR (p =
0.01: Kontrollen vs. RT, p = 0.008: Kontrollen vs. 40 Gy, p = 0.002: Kontrollen vs. 60 Gy) und SCH
(p = 0.03: Kontrollen vs. RT, p = 0.04: Kontrollen vs. 20 Gy, p = 0.04: Kontrollen vs. 40 Gy, p =
0.007: Kontrollen vs. 60 Gy) positiv mit der Dosis, indem ab 20 Gy-Exposition die Immunreaktivitats-
steigerung bis zur 60 Gy-Expositionsgruppe anstieg. Bei GE von bestrahlten linksseitigen GSM war
im Profilverlauf ab 20 Gy ein tendenzieller Anstieg bis 40 Gy auffillig mit am stirksten ausgeprigter
Farbereaktion bei 60 Gy (p = 0.04: Kontrollen vs. 60 Gy). Dosisabhingig zeigten beide Seiten be-
strahlter Tiere ein &dhnlich ansteigendes Expressionsprofil im Bereich der AZ (p = 0.76), GE (p = 0.1),
STR (p =0.07) und SCH (p = 0.12). Dies wies bei seitendifferenter Expressionsauspriagung auf seiten-
dhnliche Steigerungsverldufe hin. Alter und LR waren unerheblich bei der statistischen Auswertung.
Der AK KS 18.04 (gegen CK 18) produzierte bei nicht bestrahlten GSM eine vorwiegend hauchzarte
Reaktion im Bereich der AZ und basalbetont bei ST, leichte bis mittelgradige Reaktion bei GE sowie
eine leichte Reaktion bei SCH und STR (Abb. 22.1 im Anhang). Im Vergleich zu Kontrollen war bei
bestrahlten GSM (Tab. 38, Abb. 22.2, im Anhang) eine verstirkte Immunreaktivitit bei vielen Paren-
chymstrukturen festzustellen, insbesondere bei AZ (p = 0.02), SCH (p = 0.04) und STR (p = 0.02). Es
zeigten sich auch im Seitenvergleich bestrahlter Tiere ausgeprégtere Férbereaktionen bei bestrahlten,
linksseitigen GSM, besonders bei GE (p = 0.002), SCH (p = 0.03) und STR (p = 0.01). Bei AZ (20 vs.
60 Gy: p=0.001), GE (20 vs. 60 Gy: p =0,04), ST (20 vs. 60 Gy: p = 0.03), deutlich tendenziell auch
bei SCH (20 vs. 60 Gy: p = 0.06) und STR (20 vs. 60 Gy: p = 0.05) kam es bei steigender Dosis ober-
halb von 20 Gy zur verstarkten Expression, welche bei 60 Gy am deutlichsten ausgepragt war. Die
Expression nach 20 Gy-Exposition tendierte bei GE, ST, SCH und STR zu geringeren Werten im Sin-
ne einer Immunreaktivitdtsabnahme bzw. leichten Zunahme bei AZ (20 Gy vs. Kontrollen: n. s.). Der
Profilverlauf der Immunreaktivitit zeigte bei AZ (p = 0.009), GE (p = 0.008) und ST (p = 0.03) eine
deutliche Seitendifferenz, indem linke GSM vermehrte Expressionen und rechte GSM im wesentli-
chen konstante Expressionen aufwiesen. Hingegen reagierten SCH (p = 0.2) und STR (p = 0.3) im
Profilverlauf d4hnlich ansteigend. Alter und LR waren unerheblich bei der Auswertung.

Im GSM-Gewebe waren Vimentinreaktionen bei mesenchymalen Strukturen nachweisbar. Bei unbe-
strahlten GSM (Abb. 23.1 im Anhang) wurden Gefdlendothelzellen (EN) iiberwiegend deutlich posi-
tiv, Fibroblasten und Fibrozyten iiberwiegend leicht bis deutlich, Kapillaren (KAP), die Mediaschicht
der Gefale (TME) und Nervengewebe meist leicht und MYO meist sehr zart gefirbt. Die Gefdladven-
titia (AD) sowie die epithelialen Driisenparenchymzellen (bis auf die MYO, die allgemein eine Dop-

pelexpression fiir CK und Vimentin zeigen) waren nicht reaktiv. Durch die z. T. geringe Varianz der

50



Expressionslevel wurden zusétzlich zur multivariaten Analyse fiir jede Lokalisation die abhéngigen
Variablen RT, Alter und LR einfaktoriell berechnet. Bei bestrahlten GSM kamen keine weiteren me-
senchymalen Strukturen zur Darstellung.

Multivariat berechnet konnte bei bestrahlten Tieren (Tab. 39 im Anhang) ein allgemeiner RT-Effekt
mit verstarkter Expression nachgewiesen werden (RT vs. Kontrollen, p = 0.01). Bei den einzelnen Lo-
kalisationen war jedoch nur das Nervengewebe (p = 0.005), insbesondere interlobuldr verstarkt reak-
tiv. Fir die sonstigen mesenchymalen Strukturen ergaben sich tendenzielle Expressionssteigerungen,
z. B. bei Fibroblasten (p = 0.08). Ebenso lieBen sich im Seitenvergleich bestrahlter Tiere hinsichtlich
der Expressionsauspragung und beim Seitenvergleich in Abhingigkeit von der RT-Dosis hinsichtlich
der Profilverldufe keine signifikanten Unterschiede nachweisen. Alter und LR zeigten ebenfalls keine
signifikanten Effekte. Ein-faktoriell, seitengetrennt ausgewertet ergaben sich bei den EN Expressions-
steigerungen bei hoherem Alter (links: p = 0.003, rechts: p = 0.01), bei der 12-Monats-LR (links: p =
0.0001, rechts: p = 0.02) und mit ansteigender RT-Dosis (links: p = 0.002), bei den Fibrozy-
ten/Fibroblasten Steigerungen bei der 12-Monats-LR (links: p = 0.007, rechts: p = 0.01) und bei an-
steigender RT-Dosis (links: p = 0.001), bei den KAP Expressionssteigerungen bei der 6- und 12-
Monats-LR (links: p=0.003, rechts: p = 0.006) und mit zunehmender Strahlendosis (links: p = 0.001)
sowie rechts mit zunehmendem Alter (p = 0.003), bei den MYO Steigerungen bei der 6- und 12-
Monats-LR (links: p = 0.0001, rechts: p = 0.01) und mit steigender RT-Dosis (Abb. 23.2 im Anhang,
links: p = 0.0001, rechts: p = 0.04), beim Nervengewebe Steigerungen bei der 6- und 12-Monats-LR
(links: p = 0.004, rechts: p = 0.05) und mit zunehmender RT-Dosis (links: p = 0.0001) und rechts mit
zunehmendem Alter (p = 0.01), bei der TME Steigerungen in hoherem Alter der Tiere (links: p = 0.04,
rechts: p = 0.04) und bei der 6- und 12-Monats-LR (links: p = 0.005). Die Ergebnisse der multivaria-
ten Analyse wurden somit teilweise bestitigt bzw. fiir die einzelnen Lokalisationen spezifiziert. Ein-
faktoriell ergaben sich zusatzliche Latenz- und Alterseffekte, die aufgrund der Zusammenhénge von
Alter und LR einerseits und LR und RT andererseits auf moglicherweise versteckte RT-Effekte hin-
deuten. Diese Interpretation wird auch dadurch unterstiitzt, dass bei der multivariaten Analyse Alters-
und LR-Einfliisse nicht auftraten.

Immunbhistologie (ECM/BM- und BM-assoziierte Proteine) Das interstitielle CI war vor
allem bei breiteren SE im interlobuléren und intralobuldren Stroma, um groflere Driisengénge und im
Bereich der KA der GSM nachweisbar. Bei unbestrahlten Tieren (Abb. 24.1 im Anhang) fand sich
eine liberwiegend gleichmiBige, leichte Reaktion um die GE, im Bereich der KA und SE und des Ner-
vengewebes (Peri- und Epineurium). Um die STR zeigten sich sehr zarte Farbereaktionen. Hingegen
war die Expression um AZ, SCH, ST und MYO nur duBerst zart, hdufiger fehlte hier auch ein
eindeutiger Nachweis. Die Blutgefd3e waren nur im Bereich der AD leicht reaktiv; Farbungen im Be-
reich der Intima und TME sowie bei KAP zeigten sich nur fokal und waren nicht sicher reproduzier-
bar. Aufgrund der geringen Varianz der befundeten Expressionen war eine multivariate Analyse nur

bedingt zuldssig. Es konnten jedoch mit vorsichtiger Interpretation RT-Effekte und seitendifferente
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Expressionen dokumentiert werden. Fiir die einzelnen Gewebebestandteile wurden ergénzend die Ex-
pressionslevel (seitengetrennt) in Abhéngigkeit von der RT, der LR und vom Alter einfaktoriell mit
Chi-Quadrat-Tests ausgewertet.

Multivariat berechnet kam es im Vergleich zu Kontrollen in bestrahlten GSM (Tab. 40, Abb. 24.2, im
Anhang) bei GE (p = 0.0001), im Bereich der KA (p = 0.0001) und der SE (p = 0.001), des Nerven-
gewebes (p = 0.0001) und der STR (p = 0.0001) sowie im Bereich der AD (p = 0.0001) zu einer stér-
keren, verbreiterten Farbereaktion. Dies wurde auch im Rechts-Links-Vergleich bestrahlter Tiere mit
vermehrter linksseitiger CI-Expression deutlich im Bereich der GE (p = 0.0001), KA (p = 0.001), SE
(p = 0.0001), des Nervengewebes (p = 0.0001), STR (p = 0.0001), AD (p = 0.0001). Die verstirkte
Expression bei bestrahlten GSM nahm mit steigender RT-Dosis ab 20 Gy zu und war bei 60 Gy am
deutlichsten ausgepriagt. Das Expressionsmuster bis zu einer Dosis von 20 Gy war uneinheitlich und
nicht signifikant verschieden von Kontrollen. Bei bestrahlten GSM waren auch die bei Kontrollen nur
dullerst zarten Reaktionen verstirkt nachweisbar. Dies galt fiir AZ (p = 0.0001), SCH (p = 0.0001) und
ST (p = 0.0001), insbesondere bei 60 Gy-exponierten Tieren, und wurde auch im Rechts-Links-
Vergleich bestrahlter Tiere mit vermehrter linksseitiger CI-Reaktion bestétigt (AZ, SCH, ST: p =
0.0001). Auch bei bestrahlten GSM weitestgehend fehlende Reaktionsnachweise betrafen Stromareak-
tionen im Bereich der KAP, der Intima- und TME der Gefidfle und MYO. Bei allen Strukturen mit ra-
diatioabhingiger verstirkter linksseitiger CI-Expression konnten daneben seitendifferente Expressi-
onsprofile in Abhingigkeit von der RT befundet werden (GE, KA, SE, Nervengewebe, AD, AZ, SCH,
ST: p=0.0001, STR: p=0.001). Weder das Alter der Tiere noch die LR hatten einen statistisch signi-
fikanten Effekt auf das Féarbereaktionsverhalten.

Einfaktoriell wurden die multivariat berechneten signifikanten Ergebnisse bei den Auswertungen mit-
tels Chi-Quadrat-Test bestatigt. Dies galt beim Vergleich von Kontrollen zu direkt strahlenexponierten
linken GSM fiir die AD, AZ, GE, ST, STR, KA, beim Nervengewebe, SCH (p = 0.0001) und SE (p =
0.003). Keine Unterschiede fanden sich im Vergleich von Kontrollen und rechtsseitigen GSM-
Strukturen bestrahlter Tiere (bis auf eine Reaktivitdtsabnahme im Bereich der Septen von rechtsseiti-
gen Driisen).

Der Vergleich der Expressionsmuster in Abhéngigkeit vom Alter (1 Jahr vs. 1 42 Jahre) und der LR
(Kontrollen vs. 6-Monats- bzw. 12-Monats-LR) ergab fiir einzelne GSM-Strukturen signifikante Ef-
fekte. Dies betraf die linksseitige AD (verstarkte Expression bei der 6-Monats-LR: p = 0.03), die
linksseitigen GE (verstirkte Expression bei der 6-Monats-LR: p = 0.009), die linksseitigen ST (ver-
stiarkte Expression bei der 12-Monats-LR: p = 0.04, hier zuséatzlicher Alterseffekt, verstiarkte Expressi-
on bei 1 ' Jahre alten Tieren: p = 0.003), die linksseitige KA (verstirkte Expression bei der 12-
Monats-LR: p = 0.04), der linksseitigen Nervenstrukturen (verstiarkte Expression bei der 6-Monats-
LR: p = 0.04), der linksseitigen SCH (verstirkte Expression bei der 12-Monats-LR: p = 0.04, hier zu-
sdtzlicher Alterseffekt mit verstarkter Expression bei 1 7 Jahre alten Tieren: p = 0.03), die rechtsseiti-

gen SE (Reaktivitdtsabnahme bei der 6- und 12-Monats-LR: p = 0.01) und linksseitige STR (verstérkte
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Expression bei der 6- und 12-Monats-LR: p = 0.01). Latenzeffekte waren somit, einfaktoriell berech-
net, hdufiger zu beobachten als Alterseffekte. Da jedoch die LR im Zusammenhang mit der stattgehab-
ten RT zu betrachten ist, weisen auch diese Latenzeffekte auf einem RT-Effekt hin. Dies wird auch
dadurch unterstiitzt, dass bei der multivariaten Analyse von Alter und LR keine signifikanten Unter-
schiede auftraten, hingegen die RT-Effekte sowohl einfaktoriell als auch multivariat berechnet im
Sinne unterschiedlicher Farbereaktionen auftraten.

Der polyklonale AK Anti-Laminin-1 (AL) identifizierte das gleiche aus Humangeweben bekannte
Strukturprotein der BM bei der Rattenspezies. Bei nichtbestrahlten Tieren (Abb. 25.1 im Anhang)
war Laminin sehr zart bis leicht, iiberwiegend gleichmafBig um AZ, SCH, ST, STR und GE nachweis-
bar. Nervengewebe (NG) wurde haufig deutlich positiv durch AL geféarbt. Ebenso gelang der Nach-
weis im Bereich miterfasster Gefafle. Zur Darstellung kamen Arterien variabler Kaliber, vielfach Ge-
fafle des Kapillarnetzes und kleinkalibrige Venen. Die subendotheliale (SEN) BM der arteriellen und
vendsen Gefdlle zeigte eine kontinuierliche, vollstdndige, meist leichte positive Reaktion. Um die glat-
ten Muskelzellen bzw. —fasern der TME zeigte sich eine iiberwiegend sehr zarte, stellenweise auch
leichte Positivitit fiir AL. Die AD war nicht reaktiv. Im Bereich von KAP konnte eine zur endothelia-
len BM analoge, kontinuierliche Lamininreaktion nachgewiesen werden. Bei Lymphkapillaren hinge-
gen war Laminin nur fokal und fragmentiert bzw. nicht vollstindig umbhiillend zu beobachten. Miter-
fasste groBere Lymphgefafle im Bereich der bindegewebigen Septen in der Ndhe von interlobuldren
Ausfiihrungsgingen zeigten ein den kleinlumigen Venen dhnliches Reaktionsmuster. Die KA und SE
waren nicht reaktiv. Bei bestrahlten GSM (Tab. 41, Abb. 25.2, im Anhang) war im Vergleich zu
Kontrollen an allen Parenchymstrukturen (AZ, SCH, ST, STR, GE: p = 0.0001) sowie im Bereich der
GefaBwinde (KAP, SEN, TME: p = 0.0001) und des NG (p = 0.0001) eine signifikant stirkere Farbe-
reaktion nachzuweisen. Dies wurde im Rechts-Links-Vergleich bestrahlter Tiere fiir NG (p = 0.04),
AZ (p = 0.03), SCH (p = 0.0001), ST (p = 0.03), STR (p = 0.0001), GE (p = 0.0001) und GefalBe
(KAP, SEN: p =0.0001, TME: p = 0.02) im Sinne vermehrter linksseitiger Expressionen bestitigt. Die
verstdrkte Expression bei bestrahlten GSM nahm mit steigender RT-Dosis ab 20 Gy zu und war bei 60
Gy-Exposition am deutlichsten ausgepriagt. Das Expressionsmuster bis zu einer RT-Dosis von 20 Gy
war uneinheitlich (tendenziell verstirkte, aber auch gemafigte Farbereaktion) und statistisch nicht sig-
nifikant verschieden von Kontrollpriparaten. Trotz seitendifferenter Expressionslevel war im Bereich
des NG (p = 0.2), der AZ (p = 0.3) und der SCH (p = 0.1) in Abhéngigkeit von der RT ein dhnliches
Expressionsprofil zu befunden. Uberwiegend zeigten sich jedoch seitendifferente Expressionslevel
und unterschiedliche Expressionsprofile. Dies galt fiir KAP (p = 0.02), SEN (p = 0.005), TME (p =
0.02), ST (p = 0.007), STR (p = 0.02) und GE (p = 0.001). Neben diesen Hauptbefunden einer Expres-
sionssteigerung waren stellenweise auch Unschérfen, fokale Teilverluste und irreguldr geformte La-
minindepots und -konglomerate nachweisbar. Das Alter der Tiere und die LR blieben statistisch uner-

heblich.
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Fibronektin konnte bei nicht bestrahlten Tieren sehr zart bis leicht um die ST und STR, deutlicher
ausgepragt um die GE nachgewiesen werden (Abb. 26.1 im Anhang). Die Reaktion um die SCH fiel
iiberwiegend sehr schwach aus, um AZ war sie wechselnd sehr zart oder auch fehlend. KA wurde
leicht geférbt, SE waren sehr zart positiv. Die GefdBwinde zeigten subendothelial eine sehr zarte bis
leichte, im Bereich der TME eine sehr zarte Farbung. Im Bereich der AD gelang ein kontinuierlich
leichter Nachweis. KAP waren sehr zart bis leicht positiv. MYO und Nervengewebsstrukturen (NG)
waren nicht reaktiv bzw. es konnte insbesondere beim NG die gelegentlich sehr zarte Reaktion nicht
sicher von der umgebenden Stromareaktion abgegrenzt werden. Im Seitenvergleich bestrahlter Tiere
sowie im Vergleich zu Kontrolltieren ergaben sich bei direkt exponierten GSM stirkere und ausge-
dehntere Firbereaktionen (teilweise in Form von flachenhaften Kondensationen). Dies war fiir Expres-
sionen um AZ (p = 0.011, p =0.02), ST (p = 0.004, p = 0.0001), STR (p =0.001, p =0.03) und GE (p
=0.0001, p = 0.001), tendenziell auch um SCH (p = 0.05, p = 0.06) nachweisbar. Ebenso waren KAP
(p =0.0001, p=0.01) und die AD (p = 0.001, p = 0.0001) sowie die KA (p = 0.004, p = 0.0001) und
SE (p = 0.0001, p = 0.001) linker GSM deutlich stirker reaktiv. NG konnte héaufig viel deutlicher von
der umgebenden Stromareaktion abgegrenzt werden. Die verstiarkte Expression bei bestrahlten GSM
(Tab. 42, Abb. 26.2, im Anhang) nahm mit steigender Strahlendosis zu. Bereits oberhalb von 20 Gy
zeigte sich ein verstirkter Nachweis im Bereich von KAP, AZ, ST und STR. Oberhalb von 40 Gy
stieg die Immunreaktivitit deutlicher im Bereich der GE, der AD sowie bei der KA und den SE. Die
im Vergleich zur 20 Gy-Exposition deutlich vermehrte Expression nach 60 Gy-Exposition war fiir NG
(p = 0.003), im Bereich der KA (p = 0.0001), der SE (p = 0.001), der KAP (p = 0.006), der AD (p =
0.0001), der AZ (p = 0.01), der ST (p = 0.0001), der GE (p = 0.0001) und der STR (p = 0.0001) nach-
weisbar. Eine im Vergleich zu Kontrollen vermehrte Expression bei 20 Gy exponierten GSM war nur
im NG (p = 0.0001) und subendothelial (p = 0.0001) zu beobachten, wobei subendothelial mit zuneh-
mender RT-Dosis nur noch tendenzielle Expressionssteigerungen bestanden, wohingegen im NG deut-
lich verstiarkte Reaktionen auffielen (s. o.: p = 0.003). Ansonsten war das Farbereaktionsverhalten
nach 20 Gy Exposition uneinheitlich mit teilweise gleichbleibender, aber auch tendenziell verstirkter
oder abgeschwichter Reaktion im Vergleich zu Kontrollen. Das Expressionsprofil der TME bzw. der
Schaltstiicke linker GSM war durch eine tendenzielle dosisabhidngige Steigerung bzw. einen recht he-
terogenen Verlauf gekennzeichnet. Auch bei der Fibronektin-Expression fiel auf, dass im Seitenver-
gleich in Abhéngigkeit von der RT einerseits seitendifferente Expressionslevel, aber seitendhnliche
(KA, SEN, TME, AZ, SCH: n. s.) Expressionsprofile, andererseits seitendifferente Expressionslevel
und seitendifferente (NG, SE, KAP, AD, ST, STR, GE: p =< 0.001) Expressionsprofile auftraten. Das
Alter der Tiere und die gewéhlten Nachbeobachtungszeiten blieben ohne statistisch signifikanten Ef-
fekt auf das Féarbeverhalten.

Kollagen III (CIII) lieB sich in der GSM nicht bestrahlter Tiere (Abb. 27.1 im Anhang) sehr zart bis
leicht um die AZ, SCH, ST, STR, GE, aber auch im Bereich der Gefawande (besonders SEN und in
der TME, weniger deutlich in der AD) und leicht am NG nachweisen. Die KA und die bindegewe-
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bigen SE wurden iiberwiegend sehr zart gefarbt. An MYO war C III nicht darstellbar. KAP reagierten
iiberwiegend leicht positiv. Bei bestrahlten GSM (Tab. 43, Abb. 27.2, im Anhang) kam es im Ver-
gleich zu Kontrollen bis auf die dhnlichen Immunreaktionen im Bereich der KA und SE an sdmtlichen
Parenchymstrukturen und auch im Bereich der GefdBwidnde und des NG zu einem verstdrkten Nach-
weis (teilweise mit Konglomeratbildungen) fiir C III (NG, SEN, TME, KAP, AD, SCH, ST, STR, GE:
p =0.0001, AZ: p = 0.003). Die Expressionssteigerung bei bestrahlten GSM zeigte eine deutliche Do-
sisabhingigkeit im Vergleich von 20 Gy und 60 Gy exponierten GSM. An den meisten Driisenstruk-
turen war bei iiber 20 Gy hinausgehender Exposition eine zunehmende Immunreaktivitit zu beobach-
ten, welche bei 60 Gy-Exposition am ausgepragtesten war. Dies war fiir Reaktionen im Bereich von
NG, SEN, TME, AD, KAP. AZ, SCH, ST, STR und GE (p = 0.0001) nachweisbar. Das Expres-
sionsmuster bei 20 Gy Exposition war nicht signifikant verschieden von Kontrollen. Hier zeigten sich
tendenziell {iberwiegend verstiarkte oder z. T. auch abgeschwichte (z. B. bei STR) Reaktionen. Die
Analyse der Wechselwirkungsbeziehung beider Seiten in Abhédngigkeit von der RT-Dosis ergab fiir
nahezu alle (bis auf die ohnehin nicht vermehrt reaktiven KA- und SE-Gewebe) GSM-Strukturen
unterschiedliche Expressionslevel und differente -profile (p < 0.001), was die o. g. deutliche Immun-
reaktivitdtssteigerung bei bestrahlten linksseitigen GSM bestitigte. Die zum Teil zu beobachtende,
wenn auch geringe Expressionszunahme rechtsseitiger, also strahlengeschiitzter GSM-Abschnitte (z.
B. im Bereich von SEN, KAP, ST, STR, GE) war ebenso wie die LR oder das Alter der Tiere sta-
tistisch nicht evident.

Die BM-Komponente Kollagen IV (CIV) war in der GSM nicht bestrahlter Tiere (Abb. 28.1 im An-
hang) iiberwiegend sehr zart im Bereich der AZ, der SCH, der ST, der STR und der GE nachzu-
weisen, daneben sehr zart bis leicht im NG. Ebenso gelang der Nachweis kontinuierlich leicht bis
deutlich im SEN-, méBig deutlich im TME-Abschnitt der Gefidlle, jedoch nicht im Bereich der AD.
Die KA, SE und MYO waren nicht reaktiv. KAP zeigten eine sehr zarte bis leichte Positivitidt. An den
Parenchymstrukturen konnten im Vergleich zu Kontrollen signifikante Farbereaktionsunterschiede mit
einem verstdrkten Nachweis bei bestrahlten GSM (Tab. 44, Abb. 28.2, im Anhang) befundet werden.
Dies galt fiir die Strukturen NG, KAP, SEN, TME, SCH, ST, STR und GE (p = 0.0001) sowie AZ (p =
0.001). Die Expressionssteigerung beim Vergleich von 20 Gy- und 60 Gy-exponierten GSM korre-
lierte positiv mit der ansteigenden RT-Dosis und war am deutlichsten bei 60 Gy-Exposition aus-
gepragt. Dies war im Bereich von NG, KAP, SEN- und TME-Abschnitten der Gefifle, AZ, SCH, ST,
STR und GE (p = 0.0001) zu beobachten. Das Expressionsmuster bei 20 Gy-Exposition ergab im Ver-
gleich zu Kontrollen zwar tendenzielle, aber nicht signifikant verstirkte Nachweise. Ahnlich wie bei
den Lamininreaktionen fanden sich neben den hauptbefundlichen Expressionssteigerungen fokal auch
Unschirfen und Teilverluste der C IV-Immunreaktivitdt sowie irreguldr geformte C I'V-positive De-
pots und Konglomerate. Beim Seitenvergleich der Immunreaktion in Abhéngigkeit von der RT-Dosis
zeigten sich bei den Gefdllen (SEN, TME, KAP: p < 0.001) und an verschiedenen Parenchymstruktu-
ren (AZ, SCH, ST, STR, GE: p < 0.001) differente Expressionslevel und unterschiedliche Expressi-
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onsprofile, was die o. g. Expressionssteigerung bei direkt exponierten, linksseitigen GSM-Préparaten
positiv unterstiitzte. Lediglich am NG konnte trotz differenter Expressionslevel ein méBig &hnliches (p
= 0.06) Expressionsprofil fiir C IV nachgewiesen werden, indem sowohl bei strahlengeschiitzten rech-
ten GSM (20 Gy vs. 60 Gy: p = 0.01) als auch direkt strahlenexponierten GSM (20 Gy vs. 60 Gy: p =
0.0001) verstirkte Reaktionen auftraten. Alter und LR blieben ohne signifikanten Effekt auf das Fér-

beverhalten.

Proliferationsrate (Speicheldriisen) Die Proliferationsrate von Azinus- und Gangzellen (PR in %)
wurde seitengetrennt jeweils fiir die GSM und die GSL (Glandula sublingualis) bestimmt. Bei Kon-
trollen lag die PR der GSM links zwischen 0% und 1% (MW: 0.32% + SF 1.46), in der GSL links
zwischen 0 und 0.3% (MW: 0.075% =+ SF 0.45), in der GSM rechts zwischen 0 und 0.6% (MW:
0.16% =+ SF 0.53) und in der GSL rechts bei nahezu konstant 0% (+ SF 0.30). Bei bestrahlten Tieren
ergaben sich in den verschiedenen Driisen unterschiedliche Ergebnisse, wobei neben dem Einfluss der
RT v. a. LR-Effekte bedeutend waren. Alterseffekte wurden nicht beobachtet.

Einfliisse der Latenz (LR-Effekte) Fiir beide GSM bestrahlter Tiere, die in Abhidngigkeit von der
LR ausgewertet wurden, ergaben sich LR-Effekte (p = 0.002). Beide GSM zeigten im Vergleich zu
Kontrollen hohere PR nach der 6-Monats-LR (linke GSM: 3.510% £ 0.73, n. s., rechte GSM: 1.769%
+ 0.22, p = 0.04), und einen besonders auffilligen PR-Abfall bei der 12-Monats-LR (linke GSM:
1.099% =+ 0.62, rechte GSM: 0.488% +0.19) im Vergleich zur 6-Monats-LR (linke GSM: p = 0.01,
rechte GSM: p = 0.001). Im Seitenvergleich der GSM aller Tiere lieBen sich trotz linksseitig hoherer
PR (linke GSM: 1.732% =+ 0.583, rechte GSM: 0.758% + 0.212) im Zeitverlauf keine signifikant un-

terschiedlichen PR-Level (p = 0.09: n. s.) belegen. Zudem wiesen beide GSM ein seitendhnliches (n.
s.: p = 0.2) PR-Profil auf. Fiir beide GSL bestrahlter Tiere ergaben sich nur gering hdhere PR nach der
6-Monats-LR (linke GSL: 0.578 + 0.21, rechte GSL: 0.414% =+ 0.13) mit anschlieBendem Abfall bei
12 Monats-LR, was statistisch jedoch nicht relevant war (p = 0.1). Zudem zeigten sich im Zeitverlauf
weder seitendifferente PR-Level (n. s.: p = 0.1) noch seitendifferente PR-Profile in Abhidngigkeit von
der LR (p = 0.9). Beim Vergleich aller 4 Driisen zusammen gegen Kontrollen unter Beriicksichtigung
der Seite und in Abhingigkeit von der LR wurde der LR-Effekt als wesentlicher die PR beeinflussen-
der Faktor fiir die GSM (p = 0.001) bestétigt (GSL: n. s.), d. h. PR-Steigerung bei 6 Monats-LR und
im Zeitverlauf daran anschlieender signifikanter PR-Abfall bei 12 Monats-LR in beiden GSM. Hin-
gegen fanden sich bei allen 4 Driisen keine Unterschiede (p = n. s.) beim Vergleich von Kontrollen
und PR-Werten nach einer LR von 12 Monaten. Auch im zusétzlichen Seitenvergleich der linken Drii-
sen (GSM + GSL zusammen) zu den rechten Driisen (GSM+GSL rechts zusammen) waren keine LR-
abhingigen Seitendifferenzen feststellbar (p = 0.3, n. s.).

Einfliisse der RT (RT-Effekte) Beim Vergleich aller 4 Driisen gegeniiber Kontrollen in Abhingigkeit

von der RT konnte ein globaler signifikanter RT-Effekt im Sinne gesteigerter PR bei bestrahlten Tie-
ren (linke GSM: 2.172% + 3.588, rechte GSM: 0.982% =+ 1.355, linke GSL: 0.359% =+ 0.909, rechte
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GSL: 0.239% =+ 0.624) festgestellt werden (p < 0.007), welcher aber nicht seitenspezifisch war (p =
0.215). Beide Seiten bestrahlter Tiere zeigten also dhnlich gesteigerte PR-Level, zudem auch ein sei-
tendhnliches PR-Profil (p = 0.9). Auch bei der Aufteilung bestrahlter Tiere in GSM einerseits und
GSL andererseits war im Vergleich aller 4 Driisen zu Kontrollen keine signifikante Seitendifferenz
(GSM: p = 0.101, GSL: p = 0.548) zu belegen. Hier war nur eine Tendenz zu hdheren PR bei direkt
exponierten, linksseitigen GSM (p = 0.08) zu erkennen.

Um diese Tendenz néher zu bewerten, wurden deshalb die GSM und die GSL jeweils seitengetrennt in
Abangigkeit von der RT betrachtet. Bei den linken GSM verblieb eine tendenziell hdhere PR im Ver-
gleich zu rechten GSM (p = 0.06), die bereits nach 20 Gy-Exposition auffallig war (Tab. 45 im An-
hang) sowie ein dhnliches PR-Profil (p = 0.8). Ein RT-Effekt an sich im Sinne generell héherer PR bei
den GSM bestrahlter Tieren im Vergleich zu Kontrollen (n. s.: p = 0.3) bestand jedoch nicht. Dies er-
klart sich vermutlich durch den PR-Abfall auf nahezu normale PR-Werte bei der 12-Monats-LR, da
die Befunde von beiden Nachuntersuchungszeitpunkten in die RT-abhéngige Auswertung mit einge-
hen und mdéglicherweise zusitzlich durch nicht unerhebliche Streubreiten, insbesondere nach 60 Gy-
Exposition. Auch bei beiden GSL bestrahlter Tiere waren erhdhte PR erkennbar, die sich jedoch von
Kontrollen nicht signifikant unterschieden (n. s.: p = 0.5), seitendhnliche PR-Level aufwiesen (n. s.: p
=0.13) und ein seitendhnliches PR-Profil zeigten (n. s.: p = 0.7).

Um die iiberraschende beidseitige PR-Erhohung trotz nur einseitiger RT-Exposition nédher zu beleuch-
ten und um mogliche Besonderheiten einzelner Driisen herauszuarbeiten, wurden einerseits Driisen-
einzelauswertungen in Abhéngigkeit von der RT-Dosis und der LR und andererseits Bewertungen von
Interaktionsvariablen vorgenommen (siche unten).

Einzelauswertung Fiir die linke GSM konnte wiederum der LR-Effekt (p = 0.01) mit gegeniiber

Kontrollen auffillig hoher, aber nicht signifikant gesteigerter PR bei 6-Monats-LR und dem signifi-
kanten PR-Abfall bei der 12-Monats-LR festgestellt werden. Hier fielen besonders die gegeniiber der
12-Monats-LR erhohten PR bei mit 20 Gy und 60 Gy exponierten Tieren auf. Hingegen ergab sich
trotz hoherer PR nach 20 Gy- und 60 Gy-Exposition keine signifikanten Unterschiede der PR beim
Vergleich der verschiedenen RT-Dosisgruppen (n. s.: p = 0.7), was durch die LR-abhingigen unter-
schiedlichen PR-Level, die beim Dosisgruppenvergleich gemittelt werden, wiederum erklérlich ist.
Die PR-Profile der jeweiligen LR ergaben zwar in Abhingigkeit von der RT-Dosis ein etwas hetero-
genes Bild, dennoch bestanden keine signifikanten Unterschiede (n. s.: p = 0.09). So kam es bei 6-
monatiger LR nach gesteigerter PR bei mit 20 Gy exponierten Tieren zunéchst bei 40 Gy-Exposition
zu einem PR-Abfall, dann zur wieder erhohten PR bei 60 Gy-Exposition. Bei einer LR von 12 Mona-
ten war eine PR-Steigerung nach 40 Gy-Exposition auffillig und dann ein PR-Abfall nach 60 Gy-
Exposition zu beobachten. In der rechten GSM ergab sich neben dem LR-Effekt (p = 0.0001) ein zu-
sdtzlicher bemerkenswerter RT-Effekt (p = 0.002), obwohl die PR geringere Werte als die direkt ex-
ponierte linke GSM zeigte. Bei einer LR von 6 Monaten bestand im Vergleich zu Kontrollen und zur

LR von 12 Monaten eine signifikant hohere PR, insbesondere bei mit 20 Gy exponierten Tieren. Bei
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40 Gy Exposition kam es zu einem deutlichen PR-Abfall, danach bei 60 Gy Exposition zu einem
leichten Wiederanstieg der PR. Bei der 12-Monats-LR kam es nur zu geringen PR-Anderungen beim
Vergleich zu Kontrollen und zwischen den verschiedenen RT-Dosisgruppen. Dadurch waren die PR-
Profile der 6-Monats-LR und der 12-Monats-LR in Abhéngigkeit von der RT signifikant verschieden
(p = 0.002). Vor allem durch die hohere PR nach 20 Gy-Exposition bei der 6-Monats-LR wurden RT-
Dosisgruppenunterschiede deutlich. So lag die PR nach 20 Gy-Exposition signifikant héher als nach
60 Gy-Exposition (p = 0.02) und deutlich tendenziell hoher als nach 40 Gy-Exposition (p = 0.06). Bei
der Auswertung der PR in der GSL links waren weder die LR (n. s.: p = 0.1) noch die verschiedenen
RT-Dosisgruppen (n. s.: p = 0.2) statistisch erheblich. Auffallig war lediglich eine tendenziell gering
erhohte PR bei 60 Gy exponierten Driisen, die 6 Monate nach abgeschlossener RT exploriert wur-
den. Ebenso zeigten sich dhnliche PR-Profile der 6-Monats-LR und 12-Monats-LR als Funk-
tion der RT (p = 0.3, n. s.). Die GSL rechts zeigte tendenziell hohere PR bei Driisen (insbesondere
nach 60 Gy-Exposition), die 6 Monate nach abgeschlossener RT exploriert wurden (n. s.: p = 0.06).
Ansonsten konnten weder RT-Effekte (n. s.: p = 0.4) noch differente PR-Profile der 6-Monats-LR und
12-Monats-LR als Funktion der RT (n. s.: p = 0.4) befundet werden.

Interaktionsvariablen Hier wurden im Sinne von Interaktionsvariablen, welche jede LR mit jeder

RT-Dosisgruppe kombinierten, fiir die jeweilige Driise 6 Gruppen gebildet und die PR-Werte vergli-
chen (Tab. 46 im Anhang). Bei der GSM links ergaben sich zwischen den Gruppen deutliche ten-
denzielle Unterschiede (n. s.: p = 0.05), wobei wiederum die auffillig hohe PR nach 20 Gy-Exposition
bei der 6-Monats-LR zu bemerken war. In der Bonferroni-Adjustierung konnte jedoch keine Signifi-
kanz spezifiziert werden. Bei der GSM rechts hingegen ergab der Gruppenvergleich global deutliche
Unterschiede (p = 0.0001), welche mittels Bonferroni-Adjustierung subspezifiziert werden konnten.
Hier stach besonders die hohere PR bei mit 20 Gy exponierten Tieren heraus, die nach einer LR von 6
Monaten exploriert wurden. Diese PR lag signifikant hoher als alle anderen Gruppenwerte (6 Monate
20 Gy vs. 6 Monate 40 Gy: p = 0.001, vs. 6 Monate 60 Gy: p = 0.006, vs. 12 Monate 20 Gy: p =
0.0001, vs. 12 Monate 40 Gy: p = 0.0001, vs. 12 Monate 60 Gy: p = 0.0001). Weitere Gruppenunter-
schiede waren nicht feststellbar. Bei beiden GSL waren weder globale (GSL links: p = 0.2, GSL
rechts: p = 0.2, n. s.) noch subspezifische Gruppenunterschiede anhand der Bonferroni-Adjustierung
nachweisbar, obschon auch hier die etwas hohere PR bei 60 Gy exponierten Driisen, die 6 Monate
nach abgeschlossener RT exploriert wurden, auffiel.

In deskriptiver Beschreibung der PR-Profile (Abb. 29a im Anhang) in Abhéngigkeit von den Interak-
tionsvariablen kann formuliert werden, dass bei den GSM, die nach 6 Monate nach abgeschlossener
RT untersucht wurden, eine erhéhte PR bei mit 20 Gy und 60 Gy (Abb. 29b im Anhang) bestrahlten
Tieren auffiel, die im Zeitverlauf wieder abfiel, indem sich die PR bei den Tieren, die nach einer La-
tenz von 12 Monaten exploriert wurden, den Vergleichswerten von unbestrahlten GSM niherte. Bei
den GSL war besonders die gesteigerte PR bei mit 60 Gy exponierten Tieren auffillig, die nach der 6-

Monats-LR untersucht wurden.
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Zusammenfassend fanden sich in den GSM hohere PR-Werte als in den GSL. Mehr in den GSM (be-
sonders in der linken GSM nach 20 Gy-Exposition), geringer in den GSL, war die PR 6 Monate nach

abgeschlossener RT hoher als 12 Monate nach RT. Ein zusétzlicher Alterseffekt war nicht zu belegen.

4.2.2 Extrakranielle Tumoren

Tumortypverteilungsmuster und Ursprungsort Die im Rahmen der gesamten Bestrahlungs-
experimente beobachteten TM (n = 23) traten einerseits ,,spontan”, andererseits mit unterschiedlichen
Latenzen nach einer vorangegangenen RT auf. Bis auf einen TM, der nach vorheriger Exposition mit
40 Gray auftrat, entstanden die iibrigen TM bei zuvor bestrahlten Tieren nach 60 Gray-Exposition.
Hinsichtlich der Ursprungsgewebe konnten verschiedene Organstrukturen identifiziert (SD, Maxilla,
Milchleiste) werden.

Wir fanden 9 benigne Tumoren. Hiervon entwickelte sich ein Tumor im Bereich der groflen SD
(GSM/Parotisdriise) eines bestrahlten Tieres. Die anderen 8 benignen Tumore wuchsen bei nicht be-
strahlten Tieren im Bereich der Milchleiste, die von der Axillar-bis in die Inguinalregion reicht. Neun
maligne Tumore entstanden im Bereich der groBen SD, weitere 3 maligne Neoplasien im Bereich der
Milchleiste und weitere zwei im Bereich der Maxilla (Tab. 47 im Anhang).

Histologie Das histologische Bild der malignen Rattentumore unterschied sich von den aus hu-
manen Geweben bekannten Strukturmustern und war schwierig zu interpretieren. Es konnten jedoch
fiir die meisten TM Zuordnungen zu humanen TM-Entitdten wahrscheinlich gemacht werden.

Zwei adenoid-zystische Karzinome [(ACC), am chesten einem glandulédr-kribriformen Subtyp ent-
sprechend], zwei Zystadenokarzinome, ein mikrozystisches Adenokarzinom und vier Plattenepithel-
karzinome (PECA), die von den groflen SD ausgingen, und ein PECA, das im Bereich der Maxilla be-
obachtet wurde, entwickelten sich im Strahlenfeld. Ein mikrozystisches Adenokarzinom, ein ACC und
ein Adenokarzinom mit sebazdser Differenzierung ausgehend von der Milchleiste und ein PECA aus-
gehend vom Maxillabereich wurden bei nicht bestrahlten Tieren auBerhalb der linksseitigen Kopf-
Halsregion gefunden. Die benignen Tumoren waren Fibrome oder Fibroadenome, zumeist begleitet
von einer diffusen Fibrose und Sklerose des Milchleistengewebes. Die Feinstruktur wurde im An-
hang néher beschrieben.

Immunbhistologie (CK) Die CK-Verteilungsmuster wurden in Tab. 48 im Anhang zusam-
mengefasst dargestellt. Bei den ACC fanden sich iiberwiegend moderate CK 17/19-
Immunreaktivititen (Abb. 30 im Anhang) in GE bzw. GE-Strukturen, wohingegen Reaktionen sonst
fehlten. Mit dem AK K8.12 wurden die CK 13/15/16 intensiv in MYO geférbt, basale Zellen von GE
reagierten leicht mit diesem AK. Der CK 7-AK zeigte keine Reaktionen bei dieser Tumorentitdt. CK
5/6 war moderat bis stark in MYO und Basalzellen von GE nachweisbar. Der CK 8/18-Nachweis war
auf basale Zellen von GE beschrénkt (sehr zarte bis leichte Reaktion). In den Zystadenokarzinomen
wurden die GE-Strukturen kréftig mit dem CK 17/19-AK gefarbt. Der AK K&8.12 (gegen CK
13/15/16) reagierte leicht bis moderat bei Basalzellen von GE und bei MYO. Der CK 7-AK reagierte
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schwach im Zytoplasma von GE, wihrend CK 8/18 bei GE leicht bis moderat immunreaktiv war.
MYO und Basalzellen von GE wurden deutlich positiv mit CK 5/6-AK gefarbt (moderate bis starke
Férbeintensitét). Das im Strahlenfeld gelegene mikrozystische Adenokarzinom zeigte im Bereich der
GE starke Reaktionen mit dem AK E3 (gegen CK 17/19). MYO wurden intensiv mit CK 13/15/16-AK
(AK K8.12) gefarbt. Andererseits reagierte dieser AK (gegen CK 13/15/16) nur schwach in GE, hier
wurden nur einige basale Zellen fokal gefarbt. Die CK 7 und CK 8/18-Immunreaktionen blieben im
Tumor nur schwach oder fokal nachweisbar. CK 5/6 war fokal leicht positiv in MYO und Basalzellen
von GE. Das mikrozystische Adenokarzinom, dass aulerhalb der linken Kopf-Halsregion beobachtet
wurde, zeigte positive Immunreaktionen in MYO und Basalzellen von GE in moderater bis starker
Auspriagung bei Verwendung von CK 5/6-AK. CK 17/19 und CK 8/18 war in GE leicht bis moderat
nachweisbar. MYO wurden mit CK 13/15/16-AK moderat bis stark gefarbt, wihrend Basalzellen von
GE-Strukturen nur fokal reagierten. Bei dem Adenokarzinom mit sebazoser Differenzierung zeig-
ten die Tumorzellen sehr zarte bis leichte CK 7-Immunreaktionen. CK 20 war negativ. Die anderen
AK produzierten fokale Farbereaktionen in den Tumorzellformationen. Diese Reaktionen waren im
allgemeinen nur schwach ausgeprigt. Bei den PECA war die CK 5/6-Immunreaktivitit in den Tumor-
zellformationen deutlich nachweisbar. Daneben ergaben sich fokale Fiarbereaktionen mit CK 8/18-AK.
CK 17/19-AK zeigten bei einem bestrahlten Tier starke Immunreaktionen und in dem einzelnen Fall
des nicht bestrahlten Tieres schwache Immunreaktionen, wohin gegen die {ibrigen Fille nicht reagier-
ten. CK 7 und CK 13/15/16-Immunreaktionen waren negativ.

Die zur Darstellung zusitzlicher Marker genutzten AK (S-100, Glattmuskelaktin, Vimentin) wurden
wegen héufiger recht wechselhafter, auch unspezifischer Reaktionen nicht mitausgewertet.
Immunbhistologie (Kollagene ) Zur Darstellung der allgemeinen, im weiteren Sinn BM-
assoziierten ECM wurden die CIII-Reaktionen, zur Darstellung der BM wurden die CIV-Reaktionen
ausgewertet. Das Verteilungsmuster wurde in Tab. 49 im Anhang zusammengefasst dargestellt.

Bei den ACC war CIII im Interstitium nachweisbar, hier kam es wechselnd deutlich zu einer Firbe-
verdichtung um MYO und GE. Daneben reagierten im Gewebe verteilte Mastzellen deutlich mit dem
CIII-AK. Um GE zeigte sich eine nur schwache und linienférmige C IV-Expression, wobei im allge-
meinen BM-Strukturen um angrenzende MYO nicht vermehrt zur Darstellung gelangten. Lediglich in
einigen Arealen mit vermehrt myoepithelzelldhnlichen Formationen zeigten sich etwas vermehrte
CIV-Immunreaktionen. In groBBeren Pseudozysten waren im Lumen Substanzen nachweisbar, die mit
dem CIV-AK reagierten. In den Zystadenokarzinomen zeigte sich eine leichte bis moderate positive
Reaktion nach Anti-CIII-Inkubation, die an modifizierte MYO und an GE-Strukturen angrenzte und in
das Interstitium tiberging. Im Gewebe verteilte Mastzellen zeigten leichte CIII-Reaktionen. Eine mo-
derate bis starke BM-Farbereaktion, die teilweise fragmentiert erschien, wurde nach Anti-CIV-
Inkubation beobachtet (Abb. 31 im Anhang). Zusétzlich kamen auch mehr verbreiterte kontinuierli-
che BM-Immunreaktionen zur Darstellung. Dariiber hinaus fanden sich fokal CIV-positive BM-

Konglomerate im Interstitium. Bei den mikrozystischen Adenokarzinomen war CIII im Interstitium
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sehr zart bis leicht nachweisbar, auch hier kam es zu Farbeverdichtungen in der Umgebung von MYO
und GE. CIV war bei dieser Tumorentitit intensiver darstellbar, teilweise waren kontinuierliche und
verbreiterte BM-Reaktionen um GE-Strukturen und MYO nachweisbar. Allerdings kam es in mehr
anaplastischen Tumorregionen zu Unterbrechungen, Fragmentierungen oder Verlusten der BM. Eben-
so fanden sich fokale CIV-Immunreaktivititen im Interstitium im Sinne von CIV positiven Konglome-
raten. Bei dem Adenokarzinom mit sebazoser Differenzierung war die Immunreaktivitit fiir die un-
tersuchten Kollagene sehr schwach und diskontinuierlich in der Umgebung der Tumorzellen. In eini-
gen Fillen der Adenokarzinome traten modifizierte MYO fokal in den Vordergrund. In diesen Arealen
fanden sich etwas vermehrte CIII und CIV-Expressionen. Bei den PECA war CIII im Interstitium sehr
zart bis leicht nachweisbar. Daneben kam es jedoch im unmittelbar an die Tumorzellformationen an-
grenzenden Stroma zu gelegentlich stirkeren, bandartigen CIII-Immunreaktivititsverdichtungen. E-
benso wurden miterfasste, angrenzende Nervengewebsstrukturen z. T. stark gefarbt. Im Gegensatz da-
zu zeigten weniger differenzierte Tumoranteile Unterbrechungen, Fragmentierungen oder auch Ver-
luste von CIII. Die CIV-Expression um Tumorzellverbande fehlte in den meisten Fillen. Lediglich
fokal lieBen sich einzelne Fragmente sehr zart bis leicht nachweisen. Nervengewebsstrukturen waren

ebenfalls fokal positiv fiir CIV-AK.

4.2.3 Intrakranielle Tumoren (Hypophysenadenome)

Um mogliche zerebrale Strahlenschiden zu erfassen bzw. auszuschlieBen, wurden im Rahmen der
Hauptversuche routineméBig Hirnsektionen ausgefiihrt. Nach Autopsie hatten 9 Tiere (15%) ein Hy-
pophysenadenom entwickelt. Die TM hatten zum Teil eine betrachtliche GréBe erreicht und das Hirn
erheblich verdringt. Dennoch war nur ein Tier vor der Untersuchung neurologisch auffillig gewesen
(Ataxie). Alle iibrigen Befunde waren Zufallsbefunde wéhrend der Obduktion.

In 8 Féllen hatten die Adenome das urspriingliche Driisengewebe fast vollstdndig verdriangt. Vitale
Einblutungen in den TM waren ebenfalls in 8 Fillen nachzuweisen, in 4 Féllen in erheblichem Um-
fang (Abb. 32 und 33 im Anhang). Randstindiges Normalgewebe der Driise konnte in 8 Féllen aus-
gewertet werden, in einem Fall zusétzlich Anteile der Neurohypophyse. Der Aufbau der TM war in 5
Féllen solide (Abb. 34 im Anhang). Bei den iibrigen 4 TM war der Aufbau teilweise papillar, alveo-
lar, zystisch oder kribriform (jeweils ein Fall). Die PR der TM war {iberraschend hoch (bis zu 40 oder
50%, Abb. 35 im Anhang). Die Nekroserate war in der Mehrzahl de TM gering. Nur 2 Fille hatten
eine Rate iiber 5%. Nach Inkubation mit anti-humanen Seren war die Hormonproduktion (GH = Go-
nadotropes Hormon, ACTH = Adrenokortikotropes Hormon, TSH = Thyreotropes Hormon, FSH =
Follikelstimulierendes Hormon, LH = Luteinisierendes Hormon, PRL = Prolaktin) in dem residualen
Normalgewebe nachweisbar. Jedoch konnten nur 2 der Adenome nach dieser Untersuchung als hor-
monproduzierend gelten (1x GH, 1x GH und PRL). Zusitzlich wurden die TM mit rattenspezifischen
Anti-Seren inkubiert (Abb. 36 im Anhang). Die Befunde an den Normalgeweben der Driise sowie

den beiden immunreaktiven Adenomen wurden bestétigt. Zusitzlich zeigte sich das GH-produzierende
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Adenom jetzt auch als PRL-sezernierend. Der GH- und PRL-sezernierende Tumor produzierte auch
TSH. Weitere 3 TM erwiesen sich als hormonproduzierend (1x GH, 2x TSH). Die Ergebnisse fasst

Tab. 50 im Anhang zusammen.

4.2.4 Larynx und Trachea

Anatomie und Histologie Die Ubersichtsanatomie des knorpeligen Larynx ist in Abb. 37a dar-
gestellt. Das untersuchte Knorpelgeriist bestand aus 5 Anteilen: Cartilago thyreoidea (,,Thyreoid®),
Cartilago cricoidea (,,Krikoid), Cartilagines arytaenoideae (den paarigen Aryknorpeln), der Cartilago

epiglottica (Epiglottis) und dem u-férmigen Knorpel kranio-ventral der vorderen Kommissur.

Abb. 37a: Schematische Darstellung des
knorpeligen Larynxskelettes (nach Hebel &
Stromberg 1986)

Epiglottis

Hyoid

Abb. 37b: Eta-
gengliederung von
lateral

Aryknorpel

Krikoid

Thyreoid

Trachealknorpel

Die regionale Einteilung orientierte sich an der hu-
mangebrauchlichen Etagengliederung (Abb. 37b) Hier
wurden der Glottisbereich ( ) vom supraglottischen / epilaryngealen Bereich (Aditus laryngis
bis zur kranialen Grenze des Glottisbereiches) und vom (kaudale Grenze des
Glottisbereiches bis zur Unterkante des Ringknorpels) unterschieden (Lippert 1990, TNM-
Klassifikation 1997). Taschenfalten fanden sich im Rattenlarynx nicht. Medial des Thyreoids und late-
ral der Aryknorpelgegend lag der Sinus piriformis (SIP). Kranial und dorsal des SIP waren oft weitere
Pharynxanteile mit angeschnitten. Dorsale Anteile im Glottisniveau bezeichneten den Bereich zwi-
schen den Proc. vocales und der hinteren Kommissur, ventrale Anteile den Bereich zwischen den
Proc. vocales und der vorderen Kommissur. Unmittelbar vor der vorderen Kommissur fanden sich o-

berhalb der SL die von Lewis & Prentice (1980) beschriebenen Schleimhautaussackungen (,,ventral

62



pouch®). Hier war auch der von diesen Autoren beschriebene u-formige schmale Knorpel wenigstens
teilweise darstellbar.

Die Ubersichtsanatomie der Trachea ist in

Abb. 38 dargestellt und entspricht in ihrer
Adventitia
i regionalen Einteilung humanen
_hyalin.er Knorpel

Verhiltnissen. Der kraniale Schnittrand
§ schieimhaut schloss in der Regel die 3. und 4. Tra-
. chealspange mit ein.

Bei den laryngealen Muskeln konnten der

Abb. 38 . . .
 SuiAtte MusKatur M. cricoarytaenoideus posterior

(,,Posticus®), der M. cricoarytaenoideus
lateralis (,,Lateralis®) und der M thyreoarytaenoideus mit seinem medialen Anteil = M. vocalis (,,Vo-
calis®) und lateralen Anteil dargestellt werden; der M. cricothyreoideus (,,Anticus*) und die interary-
taenoidale Muskulatur waren ebenfalls darstellbar, lagen jedoch aufgrund der gewéhlten fronto bzw.
koronaren Schnittfiihrung mit gelegentlich etwas schrigem Anschnitt manchmal auflerhalb der
Schnittebene. Im supraglottischen Niveau wurden einerseits Fasergruppen von den Aryknorpeln
bzw. vom Thyreoid zur Epiglottis (Mm. ary- bzw. thyroepiglottici), andererseits (und damit streng ge-
nommen auBerhalb der Supraglottis-Region) auch extralaryngeale Muskulatur (Fasergruppen einem
M. thyreohyoideus entsprechend) und/oder mitangeschnittene Pharynxmuskulatur (M. constrictor pha-
ryngis inferior, Pars thyreopharyngea = M. thyreopharyngeus) miterfasst. Die sonstige prilaryngeale
Muskulatur (Mm. sternohyoidei, sternothyreoidei, omohyoidei) war zur besseren Darstellbarkeit des
Laryngo-Tracheal-Préparates bereits bei der Entnahme separiert worden und geht nicht in diese Aus-
wertung ein. Im subglottischen Niveau konnten z. T. auch Faserverldufe des M. constrictor pharyngis
inferior (Pars cricopharyngea = M. cricopharyngeus) an der Auflenseite des Krikoids dargestellt wer-
den. Die subtile Identifizierung der einzelnen Muskelgruppen der supra- und subglottischen Region
bzw. des supra- und subglottischen Niveaus war im Einzelfall gelegentlich schwierig und gelang nicht
immer vollstindig.

RegelméaBig fanden sich im gesamten Priparat feine Nerveniste. Diese waren im M thyreoarytaenoi-
deus/M. vocalis besonders fein (Endédste N. laryngeus inferior = N. recurrens). Kaudo-medial des Bo-
dens des SIP zeigten sich auch kriftigere Nervenfasern (Aste des N. laryngeus superior). Dorso-lateral
der Trachea, dorso-medial der Schilddriise und latero-ventral des Osophagus war der N. recurrens zu-
sammen mit einer begleitenden Arterie (A. thyreoidea inferior) und kleineren Venen gut darstellbar.
Diese Nervenfasern waren iliberwiegend markhaltig. Daneben zeigten sich kleinere, markarme bis
marklose, nicht immer gut identifizierbare Nervenzellansammlungen (gangliondre Plexus), die v. a.
dorsal der Trachealmuskulatur und in der Nihe der submukdsen Driisenepithelien lokalisiert waren

(Chiang & Gabella 1986, Jones et al. 1980).
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Das Interstitium bestand zumeist aus lockerem Bindegewebe, das sich in der Tiefe im Bereich der
Knorpel etwas verdichtete. Im Bereich der SL konnte subepithelial eine nicht streng geschichtete La-
mina propria abgegrenzt werden, die bei Humangeweben den Arealen des Reinke-Raumes und des
Ligamentum vocale entsprechen diirfte. Im kranialen Randbereich der Lamina propria mit Richtung
zur SL-Oberkante taten sich mitunter schmale Bindegewebsspalten auf, die diesem Reinke-Raum zu-
geordnet werden konnten. Lateral der Lamina propria grenzte der M thyreoarytaenoideus an.
Epithelien Im Laryngo-Trachealpriparat fanden sich verschiedene Epitheltypen. Im Glottisbe-
reich (insbesondere i. B. der medialen SL-Kante) handelte es sich um unverhorntes, mehrschichtiges
PE. Unmittelbar dariiber (kranial in Richtung Supraglottis und Epilarynx) oder darunter (kaudal in
Richtung Subglottis und Trachea) fand sich ein sogenanntes ,,Indifferenzepithel”. Dieses Indifferenze-
pithel hatte einerseits einen mehr kuboidalen Charakter (ein bis drei Zellreihen, kubisches bis zylindri-
sches Epithel mit mehr runden Zellkernen, ohne Flimmerhédrchen; vorwiegend supraglottisch), ande-
rerseits einen mehr plattenepitheldhnlichen, ,,squamoiden® Charakter (ein bis drei Zellschichten, abge-
flachtes, zum Teil auch mehr oder weniger gefilteltes Epithel mit mehr flachen Kernen, ohne Flim-
merhirchen; vorwiegend subglottisch). Weiter kranial in Richtung Epilarynx ging das supraglottische
kuboidale Indifferenzepithel in ventraleren Anteilen in ein respiratorisches Epithel (mehrreihiges
Flimmerepithel) und noch weiter kranial in Richtung der Epiglottisoberkante in ein unverhorntes PE
iiber. Gelegentlich waren diese Epitheltypen auch mehr inselartig vorhanden. In dorsaleren Anteilen
ging das supraglottische kuboidale Indifferenzepithel, besonders im Bereich der Aryknorpel, in ein
squamoides Indifferenzepithel (mehr im Bereich der ventro-medialen und kranialen Aryknorpelantei-
le) oder in ein unverhorntes, mehrschichtiges PE (iberwiegend im Bereich der lateralen und dorso-
kaudalen Aryknorpelanteile) tiber. Das subglottische Indifferenzepithel (mehr squamoider Typ) ging
kaudal in das respiratorische Flimmerepithel der Trachea iiber.

Die Schleimhaut des SIP und weiterer angeschnittener Pharynxanteile und des Osophagus bestand aus
wechselnden Anteilen nicht bis schwach verhornender (vorwiegend Pharynx) bzw. nicht bis miBig
verhornender PE (vorwiegend Osophagus). Diese intraregionalen Differenzen wurden auch fiir weiter
oral gelegene Epithelien der Ratte beschrieben (Reibel 1987).

RegelméaBig fanden sich submukdse, in Gruppen liegende gemischte Driisen, die im Bereich des Pha-
rynx und im Bereich der Supraglottis iiberwiegend mukoser und im Bereich der Subglottis und Tra-
chea iiberwiegend gemischter (serds-mukoid) Natur waren. Subglottisch und tracheal waren auch fo-
kal serdse Driisengruppen eingestreut. Sehr selten kamen auch im Glottisbereich einzelne Driisenazini

zur Darstellung.

Histologie der Strahlenreaktionen  Bei bestrahlten Tieren kam es insgesamt zu leichten bis z. T.
moderaten Verdnderungen. Dabei waren die Befunde bei den einzelnen Dosisgruppen unterschiedlich
héufig und unterschiedlich deutlich ausgeprdgt. Bei bestrahlten Tiere zeigten sich im Vergleich zu

Kontrollen iiberwiegend bis geringgradig ausgeprégte subepitheliale lymphozytire Infiltrate (p =
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0.001), subepitheliale Lymphektasien (p = 0.0001), subepitheliale Verquellungen und Auflockerungen
im Sinne von Odemen (p fiir beide = 0.0001), interstitielle Lymphozyteninfiltrate (p = 0.03), intersti-
tielle Odeme (p = 0.0001) und flichenhafte Fibrosezonen (p = 0.0001). Gering- bis mittelgradig aus-
gepriagte Verdnderungen betrafen die subglottischen und trachealen serds-mukoiden Driisen (p fiir
beide = 0.0001) mit fokaler Driisenatrophie, Dilatationen der AZ und Driisengéinge, Gangepithelme-
taplasien und umgebender periglandulirer Fibrose. Dies entsprach einem Ubergangsstadium S 1-2
(modif. Klassifikation nach Seifert 1996). Bis zu mittelgradig ausgepriagt waren Fibrosen und Lym-
phozyteninfiltrationen im Bereich der Schilddriise (p = 0.0001), BlutgefaBdilatationen (p = 0.0001)
und allgemeine Lymphektasien (p = 0.0001). Weiterhin fanden sich aufféllige supraglottische pseudo-
papillire Formationen (PPF) mit subepithelialer 6dematdser Auflockerung bei bestrahlten Tieren
(Abb. 39.1 und 39.2 im Anhang). Diese waren iiberwiegend gering- bis mittelgradig, in einzelnen
Schnitten jedoch auch stirker ausgeprigt. Obwohl die PPF mit steigender Dosis hédufiger (22% nach
20 Gy-, 33% nach 40 Gy-und 70% nach 60 Gy-Exposition) und ausgepragter waren, lieB sich nur eine
tendenzielle positive Dosiskorrelation (p = 0.05) belegen. Fiir die o. g. Befunde konnten weiterhin
recht unterschiedliche Dosis-Wirkungs-Beziehungen nachgewiesen werden.

Ein geringerer Teil der Befunde (klassifizierte Driisenverdnderungen und allgemeine Lymphektasien)
war im Vergleich zu Kontrollen bzw. zur 20 Gy-Expositionsgruppe nach 40 Gy — (p = 0.0001 bzw. p
=0.0001) und 60 Gy-Exposition (p = 0.0001 bzw. p =0.0001) &hnlich deutlich ausgepragt.

Haufiger fanden sich Befunde, die bereits nach 20 Gy-Exposition auftraten, oberhalb dieser Dosis
noch zunahmen und insbesondere nach 40 Gy-Exposition einen peak-artigen Auspriagungslevel auf-
wiesen. Dies galt fiir subepitheliale Lymphektasien (Kontrollen vs. 20 Gy/40 Gy/60 Gy: p = 0.0001,
20 vs. 40 Gy/60 Gy: p = 0.001), interstitielle Odeme (Kontrollen vs.20 Gy: p = 0.03/40 Gy: p =
0.001/60 Gy: p =0.01, 20 vs. 40 Gy: p =0.0001, 40 vs. 60 Gy: p = 0.0001) und Blutgefafidilatationen
(Kontrollen vs. 20 Gy: p = 0.002/40 Gy/60 Gy: p = 0.0001, 20 vs. 40 Gy/60 Gy: p = 0.0001).

Andere Befunde lieBen sich erst oberhalb von 20 Gy-Exposition nach 40 Gy- und 60 Gy-
Strahlenexposition nachweisen. Hier kam es einerseits beim Vergleich der 40 Gy- zur 60 Gy-RT-
Dosisgruppe zu einem weiteren Anstieg der Nachweisbarkeit bzw. Auspragung, andererseits zu einer
mehr peak-artigen Auspriagung bei der 40 Gy-Expositionsgruppe. So waren subepitheliale Lymphozy-
teninfiltrate (Kontrollen vs. 40 Gy: p = 0.01/60 Gy: p = 0.02, 20 vs. 40 Gy: p = 0.005/60 Gy: p =
0.0001), interstitielle Fibrosen (Kontrollen vs. 40 Gy/60 Gy: p = 0.0001, 20 vs. 40 Gy/60 Gy: p

0.0001) und Bindegewebsvermehrungen um Driisenstrukturen (Kontrollen vs. 40 Gy/60 Gy: p =
0.001,20 vs. 40 Gy/60 Gy: p = 0.0001) nach 60 Gy-Exposition am deutlichsten zu verzeichnen. Mehr
peak-artige Ausprigungslevel nach 40 Gy-Exposition zeigten subepitheliale Odeme (Kontrollen vs. 40
Gy: p=10.0001/60 Gy: p = 0.001, 20 vs. 40 Gy/60 Gy: p = 0.0001), fokale Driisenatrophien (Kontrol-
len vs. 40 Gy/60 Gy: 0.0001, 20 vs. 40 Gy/60 Gy: p = 0.0001) und Bindegewebsvermehrungen i. B.
der Schilddriise mit begleitenden Lymphozyteninfiltraten (Kontrollen vs. 40 Gy: p = 0.01/60 Gy: p =
0.04, 20 vs. 40 Gy: p = 0.0001/60 Gy: p = 0.002).
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Durch sehr geringe Nachweise nach 20 Gy-Exposition (geringer als Kontrollen: p = 0.04) fielen spe-
ziell Dilatationen der submukdsen Driisen und Driisenginge (v. a. subglottisch und im Trachea-
labschnitt) bei der 40 Gy- und zum Teil 60 Gy-RT-Dosisgruppe auf (20 vs. 40 Gy: p = 0.0001/60 Gy:
p = 0.001). Tab. 51 im Anhang fasst die Befunde zusammen. Beziiglich des Alters oder der LR fan-
den sich keine signifikanten Effekte.

Gravierendere radiogene Verdnderungen traten nicht auf. Es ergab sich kein Anhalt fiir ausgedehnte
Epithelmetaplasien, vermehrte Epithelverhornungen oder schwere Epithelatrophien der auskleidenden
Schleimhéaute. Teilweise fanden sich PE-Metaplasien i. B. der Schilddriise und der trachealen Driisen.
Daneben fehlten weitestgehend Leukozyteninfiltrate. Es zeigten sich auch keine Hinweise auf schwere
interstitielle Sklerosen und Lipomatosen, schwerwiegende Osophagusverinderungen (Atrophie, Zel-
linfiltrate, Fibrosen), Nervenverdnderungen, Intimaproliferationen, Blutgefaf3sklerosen, -stenosen oder
-thromben, Lmyphgefiflstenosen, schwerwiegende Perichondriumverdnderungen (Sklerosen) oder
Knorpelverdnderungen (Entziindungen, Nekrosen) oder einen schwerwiegenden substantiellen Gewe-

beumbau.

Immunhistologie (CK /IF-Proteine) CK 13 Es waren bei unbestrahlten Tieren (Abb. 40.1 im An-
hang) positive Reaktionen der Glottisschleimhaut (nichtverhornendes PE: suprabasal sehr zarte bis
leichte Farbungen), der supra- und subglottischen Schleimhaut (Indifferenzepithel des kuboiden Typs
und des squamoiden Typs: sehr zarte Reaktionen), der submukdsen Driisen (i. B. des Kehlkopfes und
der Trachea: sehr zarte Reaktionen), der Schleimhaut (SH) an der AuBlenseite der aryepiglottischen
Falte mit Ubergang in die SIP-SH (nichtverhornendes PE: leichte Reaktionen), der Hypopharynx-SH
(nicht bis schwach verhornendes PE i. B. des SIP: leichte bis moderate Reaktionen), der Osophagus-
SH (nicht bis moderat verhornendes PE: leichte bis moderate Reaktionen) nachweisbar. Es waren kei-
ne Féarbungen bei respiratorischen-zilientragenden Epithelien oder mesenchymalen Zellen festzustel-
len. Bei den bei bestrahlten Tieren nachweisbaren PPF zeigten zusitzlich kuboidale Indifferenzzellen
sehr zarte, dosisunabhidngige Reaktionen. PE-Metaplasien i. B. der Schilddriise waren CK 13-positiv
(Abb. 40.3 im Anhang) Ansonsten waren bei bestrahlten Tieren keine zusétzlichen positiven Expres-
sionen festzustellen. Die positiven Ergebnisse fiir kuboide und squamoide Zellen nach Schlage et al.
(1998) bzw. Transitionalzellen nach Stosiek et al. (1991) wurden somit bestétigt bzw. ergédnzt beziig-
lich der plattenepithelialen Reaktionen. In Abhéingigkeit von der RT ergaben sich im wesentlichen
keine nennenswerten oder signifikanten Verdnderungen des Expressionsmusters (aul3er bei den PPF).

Lediglich in der Glottis-SH (Tab. 52, Abb. 40.2, im Anhang) konnte ein genereller RT-Effekt (p =
0.01) mit abnehmender Expression bei zunehmender Dosis aufgezeigt werden. Nach der Bonferroni-
Adjustierung war v. a. die Expressionsabnahme bei der hochsten Dosis (60 Gy) im Vergleich zur mitt-
leren 40 Gy-Dosis (p = 0.03) auffillig. Alter und Latenz zeigten keine signifikanten Effekte auf das

Farbereaktionsverhalten.
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CK 17/19 Bei Kontrollen (unbestrahlte Tiere, Abb. 41.1 im Anhang) zeigten sich Expressionen
der supra- und subglottischen SH (respiratorisches, zilientragendes Epithel: sehr zarte bis leichte Re-
aktionen, Indifferenzepithel vom kuboidalen Typ und vom squamoiden Typ: sehr zarte bis leichte Re-
aktionen), der submukodsen Driisengédnge (i. B. des Kehlkopfes und der Trachea: leichte Reaktionen),
der SH an der Innenseite der aryepiglottischen Falte (respiratorisches Epithel: sehr zarte Reaktionen),
der Tracheal-SH (respiratorisches Epithel: sehr zarte Reaktionen), der Thyreozyten (sehr zarte Reakti-
onen) sowie z. T. der Osophagus-SH (basalbetont, un- bis moderat verhorntes Plattenepithel: 60 %
sehr zarte Reaktionen, 40 % negative Reaktionen). Zweifelhaft blieben Reaktionen der Glottis- und
Hypopharynx-SH (nicht verhornendes PE: bei 40 % allenfalls sehr zarte Reaktionen), der Auflenseite
der aryepiglottischen Falte (nicht bis schwach verhorndendes PE: bei 20 % allenfalls sehr zarte Reak-
tionen) und der AZ (weitgehend negativ, vereinzelt sehr zarte Reaktion). Bei bestrahlten Tieren (Abb.
41.2 im Anhang) fanden sich an einzelnen Lokalisationen RT-abhéngige Effekte. So kam es i. B. der
supraglottischen und subglottischen respiratorischen SH zu dosisabhingigen unterschiedlichen Farbe-
reaktionen (p = 0.009) mit Expressionsabnahmen, die im Vergleich zu Kontrollen nach der Bonferro-
ni-Adjustierung besonders bei mit 20 Gy exponierten (p = 0.01) und mit 60 Gy exponierten Tieren (p
= 0.01) auffiel. Auch die respiratorische SH an der Innenseite der aryepiglottischen Falte und z. T. In-
differenzepithelien (Tab. 53, Abb. 41.1-3 im Anhang) zeigten dosisabhéngige, unterschiedliche Fér-
bungen (p = 0.02), wobei sich bis zu einer Exposition von 40 Gy eine Reaktivititszunahme (n. s.) er-
gab. Wesentlicher war eine Expressionsabnahme beim Vergleich der Reaktionen nach 60 Gy - gegen-
iiber denen nach 40 Gy-Exposition (p = 0.03). Das die PPF {iberzichende Indifferenzepithel zeigte do-
sisunabhéngig sehr zarte bis leichte Reaktionen bei Einzelzellen vom kuboiden Typ. Zum Teil kam es
bei Lokalisationen, die bei Kontrollen nicht eindeutige Expressionen zeigten, zu etwas sichereren Far-
bereaktionen. So fanden sich an der Aullenseite der aryepiglottischen Falte (un- bis schwach verhorn-
tes PE) bei 20 Gy- und insbesondere bei 40 Gy-Exposition iiberwiegend sehr zarte, basalbetonte Ex-
pressionen, ebenso bei der Hypopharynx- und Osophagus-SH (un- bis miBig verhorntes PE). Bei 60
Gy-exponierten Tieren waren jedoch meist wieder negative Farbereaktionen festzustellen. Obwohl
diesbeziiglich die Reaktionsbeurteilung wegen der fraglichen Spezifitit bzw. inkonstanten Expression
in nicht bestrahlten Geweben eingeschrinkt ist, ergab sich der Hinweis, dass die RT mit geringen und
mittleren Dosen ein konstanteres basalbetontes Expressionsverhalten induzieren konne. Im Bereich
der respiratorischen supra- und subglottischen SH bestanden verringerte Expressionen bei dlteren Tie-
ren (p = 0.03). Alter und LR zeigten ansonsten keine Effekte auf die Farbemuster.

CK 18 Bei den eigenen Priaparaten waren supraglottische (respiratorische und beide Indifferenze-
pitheltypen: iiberwiegend moderate Reaktionen) und subglottische Epithelien (Indifferenzepithel vom
squamoiden Typ und respiratorisches Epithel: moderate bis starke Reaktion) CK 18-positiv. Daneben
waren auch mukdse Driisen (supraglottisch: leichte Reaktionen), gemischte serés-mukoide Driisen
(supraglottisch: moderate bis starke Reaktionen), subglottische (Abb. 42.1 im Anhang) und tracheale

serds-mukoide Driisen (moderate bis starke Reaktionen), respiratorische Epithelien an der Innenseite
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der aryepiglottischen Falte (moderate bis starke Reaktionen) und die Tracheal-SH (starke Reaktionen)
sowie Thyreozyten (moderate bis starke Reaktionen) immunreaktiv. Die glottale SH (unverhorntes
PE) zeigte keine Reaktionen. Mesenchymale Zellen waren negativ. Im Vergleich zu Kontrollen fanden
sich bei bestrahlten Tieren Expressionssteigerungen (Tab. 54, Abb. 42.2 im Anhang) der subglotti-
schen Driisen (p = 0.03), die v. a. nach 40 Gy- und 60 Gy-Exposition aufficlen. Bei bestrahlten Tieren
beobachtete PE-Metaplasien i. B. der Schilddriise (1) waren CK 18-negativ (Abb. 42.3 im Anhang).
Ansonsten zeigten sich bei bestrahlten Tieren einerseits tendenziell vermehrte CK 18-Expressionen
(supra- und subglottische respiratorische SH, supraglottische serés-mukoide Driisen, Thyreozyten: p >
0.06, n. s.) andererseits tendenziell verminderte Farbereaktionen (Trachea-SH, tracheale submukdsen
Driisen, teilweise respiratorische Epithelien an der Innenseite der aryepiglottischen Falte: p > 0.05),
besonders nach 20 Gy- und 40 Gy-Exposition und bei dlteren Tieren. Auch beziiglich der LR fanden
sich keine signifikanten Effekte.

Vimentin Im Kehlkopf-Trachealpriaparat unbestrahlter Tiere fand sich eine positive Farbereakti-
on bei MZ (M. vocalis, supra- und subglottische MZ, hypopharyngeale Muskelziige: liberwiegend
leichte Reaktionen, tracheale und dsophageale MZ: leichte Reaktionen, TME: iiberwiegend sehr zarte
Reaktionen) und bei Bindegewebszellen bzw. Fibroblasten (i. B. der Lamina propria: iiberwiegend
sehr zarte bis leichte Reaktionen, i. B. der Supra- und Subglottis, des Hypopharynx, der Osophagus-
wand: sehr zarte Reaktionen, i. B. der Trachea: sehr zarte bis leichte Reaktionen, i. B. der Osophagu-
sadventitia, i. B. der Schilddriisenkapsel/-septen: iiberwiegend sehr zarte Reaktionen, i. B. der AD:
iiberwiegend leichte Reaktionen). Locker im Gewebe verteilte Fibroblasten wurden leicht geférbt.
Nervenfasern wurden durch die positiven Reaktionen von Bindegewebszellen im Hiillgewebe in der
Regel gut dargestellt (glottale, supra- und subglottische, hypopharyngeale, 6sophageale Fasern: iiber-
wiegend leichte Reaktionen). Der Rekurrensnerv zeigte in mehr zentraleren Abschnitten (Endo-
/Perineurium) und im Randbereich (Epineurium) iiberwiegend leichte, epineural betonte Reaktionen
(Abb. 43.1 im Anhang). Knorpelzellen (Kehlkopfknorpel: sehr zarte Reaktionen, Trachealknorpel:
sehr zarte bis leichte Reaktionen), Perichondriumzellen (laryngeal, tracheal: leichte Reaktionen), Fet-
tzellen (sehr zarte bis leichte Reaktionen) sowie Endothelzellen (leichte Reaktionen) und Kapillaren
(liberwiegend sehr zarte Reaktionen) exprimierten ebenfalls Vimentin. Bei bestrahlten Tieren (Tab. 55
im Anhang) kam es im Vergleich zu Kontrollen sowohl zu Expressionsabnahmen als auch -
steigerungen. Reaktivitdtsabnahmen betrafen den M. vocalis (p = 0.03), die supraglottische und sub-
glottischen Muskulatur (p = 0.04), den Epiglottisknorpel (p = 0.01), die Hypopharynxmuskulatur (p =
0.02), das tracheale Bindegewebe (p = 0.01), die trachealen Muskeln (p = 0.04), den Trachealknorpel
(p = 0.01), das Osophagusbindegewebe (p = 0.01), die Osophagusmuskeln (p = 0.01) und das Fettge-
webe (p = 0.02). Bei Kapillaren, auch i. B. der Schilddriise (p = 0.004), der AD (p = 0.01) und i. B.
des N. recurrens (p = 0.04) kam es zu Expressionssteigerungen (Abb. 43.2 im Anhang). Beziiglich

der Dosisabhingigkeit dieser Expressionsverdnderungen ergab sich ein heterogenes Bild.
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Bei den Lokalisationen bzw. Gewebestrukturen mit insgesamt abnehmender Expression fanden sich
verschiedene Profilverldufe. Einerseits kam es bereits ab 20 Gy-Exposition zur Abnahme der Férbein-
tensitdt mit weitgehender Konstanz bis 60 Gy, d. h. zwischen 20 Gy-und 60 Gy-Dosisexposition be-
standen keine nennenswerten Veranderungen. Dies war z. B. im M. vocalis (Kontrollen vs. 20 Gy/40
Gy/60 Gy: p = 0.03, 20 Gy vs. 40 Gy/60 Gy, 40 Gy vs. 60 Gy: n. s.), beim trachealen Bindegewebe
(Kontrollen vs. 20 Gy/40 Gy/60 Gy: p = 0.009/0.009/0.007, 20 Gy vs. 40 Gy/60 Gy, 40 Gy vs. 60 Gy:
n. s.), beim Trachealknorpel (Kontrollen vs. 20 Gy/40 Gy/60 Gy: p = 0.06 n. s./0.06 n. s./0.01, 20 Gy
vs. 40 Gy/60 Gy, 40 Gy vs. 60 Gy: n. s.), beim 6sophagealen Bindegewebe (Kontrollen vs. 20 Gy/40
Gy/60 Gy: p >0.05, 20 Gy vs. 40 Gy/60 Gy, 40 Gy vs. 60 Gy: n. s.) und beim Fettgewebe (20 Gy vs.
40 Gy/60 Gy, 40 Gy vs. 60 Gy: n. s.) auffdllig. Andererseits fand sich ein mafiger Abfall der Vimen-
tin-Farbereaktion nach 20 Gy-Exposition, danach ein gewisser Wiederanstieg der Reaktivitit nach 40
Gy-, gefolgt von einem neuerlichen Expressionsabfall nach 60 Gy-Exposition. Dies betraf z. B. supra-
und subglottische Muskelgruppen (Kontrollen vs. 20 Gy: p = n. s. 0.06, Kontrollen vs. 40 Gy/60 Gy
und 20 Gy vs. 40 Gy/60 Gy, 40 Gy vs. 60 Gy: n. s.) und die Hypopharynxmuskulatur (Kontrollen vs.
20 Gy: p = 0.05, Kontrollen vs. 40 Gy/60 Gy und 20 Gy vs. 40 Gy/60 Gy, 40 Gy vs. 60 Gy: n. s.).
Weiterhin zeigte sich nach einem mehr deutlichen Abfall der Expression nach 20 Gy-Exposition ein
kontinuierlicher Wiederanstieg nach 40 Gy, mit weiterer Zunahme nach 60 Gy-Exposition. Dies galt
im Bereich trachealer Muskeln (Kontrollen vs. 20 Gy: p = 0.02, Kontrollen vs. 40 Gy/60 Gy und 20
Gy vs. 40 Gy/60 Gy, 40 Gy vs. 60 Gy: n. s.) und 0sophagealer Muskeln (Kontrollen vs. 20 Gy: p =
0.02, Kontrollen vs. 40 Gy: p = 0.06 n. s., Kontrollen vs. 60 Gy und 20 Gy vs. 40 Gy/60 Gy, 40 Gy vs.
60 Gy: n. s.). Bei z. T. mit angeschnittenen Knorpelgelenken konnte eine tendenzielle Abnahme der
Expressivitit zwischen 40 und 60 Gy exponierten Tieren beobachtet werden (p > 0.05).

Bei den Lokalisationen bzw. Gewebeabschnitten mit insgesamt vermehrter dosisabhéngiger Vimentin-
Expression bestanden zumeist bereits nach 20 Gy-Exposition vermehrte Reaktionen, die auch nach
den hoheren RT-Dosen nachweisbar waren. Dies galt v. a. fiir Kapillargefaf3e, auch i. B. der Schild-
driise (Kontrollen vs. 20 Gy/40 Gy/60 Gy: p = 0.0001/0.002/0.0001, 20 Gy vs. 40 Gy/60 Gy, 40 Gy
vs. 60 Gy: n. s.). Auch i. B. des Rekurrensnerven erfasste Vimentin-Reaktionen mit insgesamt gestei-
gerter Féarbeintensitdt im Vergleich zu Kontrollen (p = 0.03) und i. B. der AD (p = 0.04) ergab sich ein
dhnliches Expressionsprofil mit relativ einheitlicher hoherer Expression zwischen 20 und 60 Gy. Dies
konnte jedoch im Fisher-Test bzw. bei der Bonferroni-Adjustierung nicht bestitigt werden.

Anhand der ausgewiesenen p-Werte beim dosisabhéngigen Gruppenvergleich zur Charakterisierung
des Expressionsverlaufs wird daher deutlich, dass einerseits der generelle RT-Effekt bei den einzelnen
Lokalisationen auf unterschiedlichen dosisabhidngigen Verdnderungen beruhte und somit spezifiziert
werden konnte, andererseits signifikante mehr generelle RT-abhingige Befunde nur marginal bzw.
nicht signifikant verblieben. Eine echte Vimentin-Neoexpression (Positivitidt von in Normalgeweben
negativen Zellen) in bestrahlten Geweben war nicht zu beobachten. Alter und LR zeigten keine signi-

fikanten Effekte.
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Immunhistologie (BM und BM-assoziierte Strukturen) Laminin Das BM-Protein La-
minin war im Laryngotrachealprdparat zumeist kontinuierlich nachweisbar. Bei unbestrahlten Tieren
(Abb. 44.1 im Anhang ) lieBen sich Férbereaktionen subepithelial (Glottis: sehr zarte Féarbung, Supra-
und Subglottis, i. B. der aryepiglottischen Falte, des Sinus piriformis, der Trachea und des Osophagus:
iberwiegend sehr zarte Farbung), perifollikuldr i. B. der Schilddriise (sehr zarte Farbung), um MZ
bzw. -fasern (M. thyreoarytaecnoideus/M. vocalis, supraglottische und subglottische Muskelgruppen, i.
B. des Sinus piriformis miterfasste Muskeln, Trachea- und Osophagusmuskeln: iiberwiegend sehr zar-
te Farbungen), im Nervengewebe (glottale, supra- und subglottische Nerveniste, i. B. des Sinus piri-
formis, des Osophagus sowie beim N. recurrens: leichte Firbereaktionen), um Driisenazini und -ginge
(supra- und subglottisch sowie i. B. der Trachea: sehr zarte Farbungen), im Perichondrium (laryn-
geal/tracheal: leichte Farbungen), um Fettgewebszellen (iiberwiegend leichte Farbungen) und bei Ge-
faflen (Schilddriisenkapillaren: iiberwiegend sehr zarte Farbungen, sonst subendothelial: iberwiegend
leichte Farbungen, TME: sehr zarte Farbungen, AD: negativ) nachweisen. In der Multivarianzanalyse
ergaben sich keine signifikant verdnderten Expressionsprofile.

Univariat konnten jedoch RT-Effekte beim Vergleich zwischen den verschiedenen Dosisgruppen und
zu Kontrollen an verschiedenen Lokalisationen (anatomischen Strukturen) herausgearbeitet werden.
Es kam zu gering bis moderat ausgepragten Expressionssteigerungen, insbesondere bei 60 Gy expo-
nierten Tieren, aber auch zu Reaktivititsfluktuationen (Tab. 56 im Anhang). So fanden sich im M.
vocalis zwischen den Dosisgruppen unterschiedliche Reaktionen (p = 0.009) mit vermehrter Lamini-
nexpression bei 60 Gy exponierten Tieren (Kontrollen vs. 60 Gy: p = 0.02), was tendenziell auch bei
geringerer RT-Dosis (20 Gy vs. 60 Gy/ 40 vs. 60 Gy: p = 0.05, n. s.) auffiel. Im feinen glottalen
Nervengewebe zeigten sich bei iiber 20 Gy hinausgehender Exposition Expressionssteigerungen, die
nach 60 Gy-Exposition am deutlichsten waren (Kontrollen vs. 60 Gy: p = 0.01, 20 vs. 60 Gy. p =
0.003, 40 vs. 60 Gy, p = 0.02). Bei supraglottischen und subglottischen Driisen, ebenso bei pharyngeal
miterfassten submukdsen Driisen sowie subepithelial i. B. der Trachea erschien die Lamininreaktion
ebenfalls besonders nach 60 Gy-Exposition verstirkt (p = 0.05, n. s.). Etwas deutlicher fielen Expres-
sionssteigerungen i. B. der supraglottischen und subglottischen (p = 0.04 , Bonferroni-Adjustierung: n.
s.) sowie trachealen Muskulatur (p = 0.01, 20 vs. 60 Gy: p = 0.01), wiederum besonders nach Exposi-
tion mit 60 Gy, aus. Auch bei supraglottischen (Abb. 44.2 im Anhang) und subglottischen Nerve-
nésten (p = 0.04, jedoch Bonferroni-Adjustierung: n. s.) und bei Osophagusnervenisten (p = 0.01, 20
vs. 60 Gy, p = 0.02) waren bei 60 Gy exponierten Tieren sowie beim Rekurrensnerven (hier bereits
nach 40 Gy-Exposition, p = 0.04, jedoch Bonferroni-Adjustierung: n. s.) verstirkte Lamininreaktionen
auftillig. Gewisse positiv dosiskorrelierte Expressionssteigerungen zeigten sich auch bei Nervenésten
i. B. des Sinus piriformis (r;: p = 0.01) und bei der Osophagusmuskulatur (rs: p = 0.01, Bonferroni-
Adjustierung: 20 vs. 60 Gy: p = 0.05, n. s.). Hingegen kam es subepithelial i. B. der Supraglottis zu
recht deutlichen Reaktivitdtsabnahmen bei 20 Gy und 40 Gy exponierten Tieren, wohingegen nach 60
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Gy Exposition auch stirkere Lamininexpressionen auffielen (p = 0.01). Diese Fluktuation war auch
subepithelial i. B. der Subglottis zu beobachten (p = 0.03).

Die bei der univariaten Auswertung beriicksichtigte geringe Variabilitdt bestimmter Dosisgruppen an
einigen der genannten Organstrukturen (subepithelial, um Driisen, um laryngeale und tracheale Mus-
kelgewebe) trug bei der Interpretation der Dosiseffekte zu den vorsichtig gewéhlten Formulierungen
bei, da ein globaler RT-Effekt nicht sicher zu belegen war. Alter und Latenz waren unerheblich bei der
Férbereaktionsbeurteilung.

Fibronektin  Fibronektin als BM-assoziiertes Protein war im an die BM angrenzenden Stroma recht
schwach und nicht immer kontinuierlich nachweisbar. Bei Kontrolltieren (Abb. 45.1 im Anhang)
zeigten sich Immunreaktionen subepithelial (Glottis, Supra- und Subglottis, Aullen- und Innenseite der
aryepiglottischen Falte, Sinus piriformis: sehr zarte Reaktionen, Trachea: iiberwiegend sehr zarte Re-
aktionen, Osophagus: iiberwiegend sehr zarte Reaktionen mit jedoch teilweise extrem schwachen bzw.
negativen Reaktionen), um MZ bzw. -fasern (laryngeale Muskeln, Trachealmuskulatur: sehr zarte Re-
aktionen; Osophagusmuskulatur: {iberwiegend sehr zarte Reaktionen), im Nervengewebe (laryngeale
Nerveniste, Nerveniste i. B. des Sinus piriformis und des Osophagus: sehr zarte Reaktionen, Rekur-
rensnerv: iiberwiegend sehr zarte Farbungen, epineural betont), im interstitiellen Bindegewebe (Tra-
chea, Osophagus: iiberwiegend sehr zarte Reaktionen, Glottis, Supra- und Subglottis, Sinus piriformis,
Schilddriise: sehr zarte Farbungen, nur duBerst spérlich in der Lamina propria der SL), um Driisenazini
und -génge (Supra- und Subglottis, im Pharynx miterfasste Driisen: sehr zarte Farbungen, Trachea:
iiberwiegend sehr zarte Farbungen), im Perichondrium (laryngeal/tracheal: {iberwiegend leichte Reak-
tionen), i. B. der Osophagus-Adventitia und der Schilddriisenkapsel (iiberwiegend sehr zarte Firbun-
gen), um Fettgewebszellen (sehr zarte Férbungen) sowie bei Gefillen (subendotheli-
al/TME/AD/Kapillaren: iiberwiegend sehr zarte Farbungen). Sehr zarte intrazelluldre Reaktionen fan-
den sich bei Infiltratzellen. Die sehr zarten Farbungen lieBen an mogliche Fehlreaktionen denken. Da
aber auch bei den Untersuchungen von Laurie et al. (1983) insgesamt schwache Fibronektinreaktionen
i. B. der Rattentrachea auffielen bzw. bei den Befunden von Inoue & Leblond (1988) die Pars fibrore-
ticularis nur inkonstant mit z. T. unterbrochenen Verankerungs-, Mikro- und Kollagenfibrillen dar-
stellbar war, werteten wir unsere Befunde in diesem Sinne dennoch als positiv bzw. inkonstant.

In der multifaktoriellen, multivariaten Analyse konnten keine signifikanten Effekte befundet werden.
Univariat lieBen sich jedoch RT-Effekte darstellen. Vorherrschend waren geringe bis moderate Ex-
pressionssteigerungen und —verbreiterungen, v. a. nach 40 Gy und/oder 60 Gy-Exposition und teilwei-
se Expressionsfluktuationen, v. a. im Sinne nur sehr geringer Immunreaktionen nach 20 Gy-
Exposition. Durch diese verringerte Expression zeigten sich im Dosisgruppenvergleich Expressions-
steigerungen nach 40 Gy und/oder 60 Gy-Strahlenexposition gegeniiber der 20 Gy-Expositionsgruppe,
aber auch im Vergleich zu Kontrollen (Tab. 57, Abb. 45.2, im Anhang). Dies galt fiir die subepitheli-
ale Region i. B. der Glottis (p = 0.01, Kontrollen vs. 40 Gy/60 Gy: p = 0.04/0.04, 20 Gy vs. 40 Gy/60
Gy: p = 0.04/0.04), der Supra- und Subglottis (p = 0.005, 20 vs. 40 Gy/60 Gy: p = 0.03/0.02), des Si-
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nus piriformis (p = 0.0001, Kontrollen vs. 40 Gy/60 Gy: p = 0.02/0.01, 20 vs. 40 Gy/60 Gy: p =
0.005/0.002), der Trachea (p = 0.0001, Kontrollen vs. 60 Gy/40 Gy: p = 0.003/0.03, 20 vs. 40 Gy/60
Gy: p = 0.004/0.0001), des Osophagus (p = 0.0001, Kontrollen vs. 40 Gy/60 Gy: p = 0.003/0.002, 20
vs. 40 Gy/60 Gy: p = 0.006/0.004) sowie fiir das lockere tracheale Bindegewebe (p = 0.0001, Kontrol-
len vs. 40 Gy/60 Gy: p = 0.04/0.01, 20 vs. 40 Gy/60 Gy: p = 0.002/0.0001) und Reaktionen um tra-
cheale Driisen und -génge (p = 0.002, 20 vs. 40 Gy/60 Gy: p = 0.003/0.003). Besonders nach 60 Gy
Exposition (v. a. im Vergleich zur Fibronektinexpression nach 20 Gy-Exposition) fielen verstarkte
Expressionen i. B. des trachealen (p = 0.0005, 20 vs. 40 Gy/60 Gy: p = 0.05 n. s. /0.007) und laryngea-
len Perichondriums (p = 0.001, 20 vs. 60 Gy: p = 0.001), der supra- und subglottischen Driisen (p =
0.001, 20 vs. 60 Gy: p = 0.04), der subepithelialen Region der aryepiglottischen Falte (p = 0.005, Kon-
trollen vs. 60 Gy: p = 0.04, 20 vs. 60 Gy: p = 0.012), pharyngeal miterfasster Driisen (p = 0.001, Kon-
trollen vs. 60 Gy: p = 0.01, 20 vs. 40 Gy/60 Gy: p = 0.02/0.003), des d6sophagealen Interstitiums ein-
schlielich Adventitia (p = 0.0001, Kontrollen vs. 40 Gy/60 Gy: p = 0.05 n. s./0.03, 20 vs. 40 Gy/60
Gy: p = 0.001/0.0001), des perifollikuldren (p = 0.0001, Kontrollen vs. 60 Gy: p = 0.003, 20 vs. 60
Gy: p=0.0001) und daran angrenzenden Schilddriisenbindegewebes (p = 0.001, Kontrollen vs. 60 Gy:
p = 0.03, 20 vs. 60 Gy: p = 0.001) und der Schilddriisenkapsel (p = 0.001, 20 vs. 60 Gy: p = 0.001)
auf. Auch i. B. der GeféBadventitia sowie bei Kapillaren (p = 0.007, 20 vs. 60 Gy: p = 0.01) und im
Randbereich des Rekurrensnerven (p = 0.008, 20 vs. 60 Gy: p = 0.007) waren vor allem nach 60 Gy-
Exposition verstérkte Farbereaktionen auffillig. Alters- und Latenzeffekte waren nicht nachweisbar.
CII Das interstitielle CIII war im interstitiellen Stroma flichenhaft-kontinuierlich nachweisbar.
Dabei kam es oftmals zu Immunreaktivititsverdichtungen in der Néhe von angrenzenden BM, was
einer Reaktion i. B. der Lamina fibroreticularis entsprechen diirfte. Bei unbestrahlten Tieren (Abb.
46.1 im Anhang) zeigten sich meist sehr zarte Reaktionen in der Submukosa mit Ubergang in das an-
grenzende Bindegewebe, um MZ, im Nervengewebe (betont um Schwann-Zellen), um Driisenazini
und -génge, im Perichondrium, perifollikuldr i. B. der Schilddriise, um Fettgewebszellen sowie suben-
dothelial und in der TME von Blutgefden. Im subglottischen Interstitium, i. B. der Schilddriisenkap-
sel sowie der Gefilladventitia fanden sich iiberwiegend leichte Expressionen. Die Lamina propria im
Glottisbereich zeigte teils negative (60 %), teils sehr zarte Reaktionen (40 %), insbesondere im Rand-
bereich am Ubergang zum M thyreoarytaenoideus / M. vocalis. Reaktionen im Knorpelgewebe blieben
unsicher oder unspezifisch.

In der Multivarianzanalyse konnten fiir einige Lokalisationen signifikante RT-abhingige Effekte (be-
strahlte Tiere vs. Kontrollen) befundet werden. Bei bestrahlten Tieren (Tab. 58, Abb. 46.2 im An-
hang) kam es i. B. des trachealen (p = 0.009) und des laryngealen (p = 0.01) Perichondriums, der tra-
chealen Driisen (p = 0.0001), des trachealen Interstitiums (p = 0.0001), der 6sophagealen Adventitia (p
= 0.01) und im Interstitium der Schilddriise (p = 0.04) im Vergleich zu Kontrollen zu signifikanten
Expressionssteigerungen, die v. a. nach einer Exposition mit 60 Gy auffielen und leicht bis moderat

ausgepragt waren. Beim univariaten RT-Dosisgruppenvergleich konnten zusitzlich weitere bzw. er-
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ginzende Effekte herausgearbeitet werden.

Besonders nach 60 Gy-Exposition auftretende Expressionssteigerungen waren fiir das laryngeale (p =
0.006, Kontrollen vs. 60 Gy: p = 0.004) und tracheale Perichondrium (p = 0.004, Kontrollen vs. 60
Gy: p = 0.002), die tracheale Submukosa (p = 0.003, Kontrollen vs. 60 Gy: p = 0.01), die 6sophagea-
len Adventitia (p = 0.03, Kontrollen vs. 60 Gy: p = 0.009) und pharyngeal miterfasste Driisen (p =
0.001, Kontrollen vs. 60 Gy: p =0.003, 20 vs. 60 Gy: p = 0.0001, 40 vs. 60 Gy: p = 0.002) typisch. Im
Interstitium der Schilddriise waren auch schon nach 40 Gy-Exposition vermehrte CIII-Reaktivitdten zu
beobachten (p = 0.008, Kontrollen vs. 40 Gy/60 Gy: p = 0.03/0.03), hier fielen auch perifollikulédre
Verdichtungen auf (p = 0.04, Kontrollen vs. 60 Gy: p = 0.06 n. s.). Seltener war die CIII-Expression
bereits nach 20 Gy-Exposition gesteigert. Dies betraf Immunreaktionen um tracheale Driisen (p =
0.0001, Kontrollen vs. 20 Gy/40 Gy/60 Gy: p = 0.008/0.008/0.001) und im trachealen Interstitium (p =
0.0001, Kontrollen vs. 20 Gy/40 Gy/60 Gy: p = 0.004/0.001/0.0001). Die sonstigen evaluierten Gewe-
beregionen zeigten zwar bei einzelnen Prdparaten oder —abschnitten CIII-Reaktionsverdichtungen,
insgesamt jedoch nur tendenzielle Expressionsverdnderungen. So fanden sich gewisse Expressio-
nenssteigerungen mit zunehmender Dosis i. B. der Submukosa der Supra- und Subglottis (p = 0.06 n.
s., T &2 p = 0.02) einschlieBlich der Submukosa der aryepiglottischen Falte (p = 0.05 n. s., r & p =
0.009), laryngealer Driisen und im daran angrenzenden lockeren Interstitium (r : p = 0.06 n. s.), der
Schilddriisenkapsel (r s: p = 0.04) sowie bei Kapillaren und beim Rekurrensnerven (Expressionsver-
dichtungen i. B. des Peri- und Epineuriums: p > 0.06, n. s.). Teilweise waren erst bei der hochsten Do-
sis (60 Gy) gewisse Steigerungen der CIII-Reaktivitit auffillig, z. B. i. B. der Submukosa des Sinus
piriformis und des daran angrenzenden Interstitiums sowie dort liegender Nerveniste (p = 0.05 n. s.).
Alters- und latenzabhéngige Effekte lieBen sich nicht beobachten.

CIV  CIV IV zeigte als BM-Bestandteil ein zu Laminin korrespondierendes Expressionsprofil. Es
fanden sich bei Kontrollen (Abb. 47.1 im Anhang) iberwiegend sehr zarte Reaktionen i. B. der sube-
pithelialen BM, um MZ bzw. -fasern, um Driisenazini und —ginge, um Perichondriumzellen, um Fett-
gewebszellen und bei GefiBen (SEN/TME). Uberwiegend leichte Reaktionen fanden sich in den fei-
nen laryngealen, hypopharyngealen und dsophagealen Nervenédsten und beim Rekurrensnerven (peri-
neural betont) sowie bei Kapillaren. Extrem spérlich bzw. weitestgehend negativ waren Reaktionen im
Bereich der Lamina propria der SL, in der GefdBBadventitia und im sonstigen Interstitium. Reaktionen
um Knorpelzellen waren negativ oder unspezifisch. In der Multivarianzanalyse waren keine signifi-
kanten Effekte zu befunden. Die univariate Auswertung wies jedoch auf RT-abhéngige Beeinflussun-
gen der Expressionsmuster hin. Diese Verinderungen waren liberwiegend leichtgradig. So zeigten sich
im Vergleich zu Kontrollen i. B. des M. thyreoarytaenoideus/M. vocalis (p = 0.03) CIV-
Reaktivitdtsabnahmen und i. B. der Lamina propria der SL (p = 0.0001) Reaktivitidtszunahmen. Letzte-
res war v. a. bedingt durch BM-Kondensationen in Assoziation zu Bindegewebszellen bzw. Infiltrat-

zellen. Auch um Osophagusmuskelzellen bzw. -fasern (p = 0.01), bei Kapillaren (p = 0.01) und beim
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Rekurrensnerven (p = 0.04) war CIV bei bestrahlten Tieren vermehrt reaktiv. Weiterhin konnten im
Gruppenvergleich RT-Dosis-abhingige Befunde zusétzlich bzw. erginzend herausgearbeitet werden.

Bereits nach 20 Gy-Exposition auftretende CIV-Expressionssteigerungen betrafen die Lamina propria
(p = 0.001, Kontrollen vs. 20 Gy/40 Gy/60 Gy: p = 0.001/0.009/0.002). Besonders nach 40 Gy-
Exposition auftretende peakartig vermehrte CIV-Immunreaktionen fielen beim trachealen Muskelge-
webe (p = 0.001, Kontrollen vs. 40 Gy: p = 0.007, 20 vs. 40 Gy: p = 0.001, 40 vs. 60 Gy: p = 0.001),
im trachealen Perichondrium (p = 0.02, 20 vs. 40 Gy: p = 0.04, 40 vs. 60 Gy: p = 0.03) und im Rekur-
rensnerven (p = 0.003, Kontrollen vs. 40 Gy: p = 0.007, 20 vs. 40 Gy: p = 0.04, 40 vs. 60 Gy: p =
0.03) auf. Spezifiziert bzw. ergénzt wurden somit die Reaktionen i. B. der Lamina propria und beim
Rekurrensnerven. Zusétzlich konnten die stirker dosisabhingigen Reaktionen im trachealen Muskel-
gewebe und trachealen Perichondrium ausgewiesen werden. Hingegen spezifizierten sich i. B. des M.
thyreoarytaenoideus/M. vocalis (p = 0.05, Kontrollen vs. 60 Gy: p = 0.05 n. s.) nur tendenzielle CIV-
Reaktivitdtsabnahmen. Ebenso waren nur deutlich tendenzielle Expressionssteigerungen (bereits nach
20 Gy-Exposition) um dsophageale Muskelgewebe (p = 0.05 n. s., Kontrollen vs. 20 Gy: p = 0.05 n.
s.) zu belegen. Deutlicher CIV-positive Reaktionen bei Kapillaren zeigten sich bei einzelnen Pripara-
ten v. a. nach 60 Gy-Exposition (p = 0.06 n. s.). Der dosisabhédngige Gruppenvergleich erbrachte fiir
die sonstigen Strukturen bzw. Gewebeareale keine signifikanten Unterschiede. Dies galt fiir die sube-
pitheliale und subendotheliale BM, die BM um laryngeale und tracheale Driisen und -génge sowie fiir
die BM i. B. 6sophagealer Nerveniste, des Fettgewebes, der perifollikuldren Schilddriisenregion, des
laryngealen Perichondriums und der TME. Fiir einzelne Lokalisationen ergaben sich jedoch gewisse
tendenzielle Verdnderungen. So waren laryngeale und hypopharyngeale Nervenidste nach 60 Gy-
Exposition etwas vermehrt, und supra- und subglottische sowie pharyngeal miterfasste Muskeln etwas
vermindert CIV-reaktiv. Insgesamt war das CIV-Expressionsprofil dosisabhiangig durch recht fluktuie-
rende Expressionsmuster gekennzeichnet (Tab. 59 im Anhang). Andererseits ergaben sich im Einzel-
fall fiir bestimmte Regionen auffillig verstirkte Expressionen. Dies galt beispielsweise fiir die sube-
pitheliale BM der Glottisregion mit breitbandig vermehrter CIV-Immunreaktion nach 60 Gray-
Exposition (Abb. 47.1 und Abb. 47.2 im Anhang). Alters- und Latenzeffekte waren nicht nachweis-

bar.

5 Diskussion

5.1 Speicheldriisen

Die Strahlenreaktion der SD, gekennzeichnet durch strukturelle Verdnderungen und funktionelle Ein-
bufBlen, ist eine gut bekannte Folge der Strahlentherapie im Kopf-Hals-Bereich. Die klinischen und ex-
perimentellen Daten zur Radiosensitivitit und zu den strahleninduzierten Pathomechanismen, die zur
gesteigerten Fibrose, Atrophie und Xerostomie fiithren, sind noch nicht vollstindig geklért (Aalto et al.
1998, Coppes et al. 1997, Fox 1998, Nagler et al. 1996, Nagler et al. 1998c, Nagler 1998, O’Connell et
al. 1999, Paardecooper et al. 1998, Taylor & Miller 1999) und teilweise (noch) unzureichend fiir Kon-
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zepte der Radioprotektion (Fox 1998, Guchelaar et al. 1997, Lotz et al. 1990). Strahlenbiologische und
molekulargenetische Ergebnisse wiesen hierzu neben direkten DNA — Schiden und Nekroseprozessen
insbesondere auch auf Apoptosemechanismen (Guchelaar et al. 1997, Fox 1998, Seifert 1996) und den
(wohl fiir viele Gewebe gegebenen) TGF-B1-Einfluss auf die Fibrosierung hin (Ubersicht bei Rode-
mann & Bamberg 1995, Rodemann et al. 1995). Zusitzlich waren in vitro fiir verschiedene TGF- B1-
assoziierte bzw. -stimulierte Gene und deren Expression Zusammenhdnge mit der Apoptoseregulie-
rung nach einem radiogenen DNA -Schaden nachweisbar (Hino et al. 2002). Auch jiingste Konzepte
(Biicheler et al. 2002) der ,,Radioprotektion* basieren auf dem Ersatz irreversibel “geschéddigter” Spei-
cheldriisen- bzw. Azinuszellen durch injizierbare Speicheldriisenorganoide. Andere radioprotektive
Konzepte verfolgten bestrahlungstechnische Aspekte (Chao 2002, Eisbruch et al. 1996 & 1998-2001,
Fox 1998, Maes et al. 2002, van-Dieren et al. 2000), den medikamentdsen Strahlenschutz mittels Sia-
logoga (z. B. Amifostin, Ubersichten bei Capizzi & Oster 2000 und Santini 2001) oder chirurgische
Verfahren mit SD-Transplantationen in strahlengeschiitzte Regionen (Jha et al. 2000, Seikaly et al.
2001). Diese verschiedenen Ansitze unterstreichen die Relevanz der SD bei radiogenen Normalge-
websreaktionen, zumal insbesondere in den SD sekundére Malignome nach Chemotherapie und Sché-
delbestrahlung in der Kindheit (Prasannan et al. 1999) oder nach Radiojodtherapie wegen Schilddrii-
senkarzinom zu beachten sind (Henze & Hittel 2001) und die Radiojodtherapie selbst SD-
Dysfunktionen mit im Vordergrund stehender Xerostomie verursachen kann (Malpani et al. 1996, So-
lans et al. 2001).

Radiogene Reaktionen im Bereich der SD wurden sowohl beim Menschen als auch tierexperimentell
gut dokumentiert (Laszlo et al. 2001, Ubersichten bei Seifert 1996 und O’Connell 2000).

Beim Menschen sind Verdnderungen der Sekretionsrate, der Speichelzusammensetzung und weiterer
Speichelsekretionsparameter bekannt (Seifert 1996). Weitere Arbeiten haben auf den funktionellen
Schaden fokussiert, der vor allem in der verminderten Flussrate zum Ausdruck kommt (Dahllof et al.
1997, Guchelaar et al. 1997, Dens et al. 1996, Fox 1998, Jones et al. 1992, Liem et al. 1996, Malpani
et al. 1996) und nachfolgend kariogene Mikroorganismen, Xerostomie, Kau-, Sprech- und Schlucksto-
rungen sowie orale Candidosen fordert.

Auch tierexperimentell wurden Strahlenwirkungen vielfach an funktionellen Folgen (Reduktion der
Speichelflussrate, verzogert einsetzende Speichelproduktion nach Sekretionsstimulierung, Verdnde-
rungen von Sekretionsparametern wie Muzinen und weiteren Proteinen, Biss- und Kauanomalien,
Nahrungsverweigerung) gemessen (Coppes et al. 1997, Funegard et al. 1991 & 1994 & 1997, Hira-
matsu et al. 1994, Lin et al. 2001, Nagler et al. 1996, Nagler et al. 1998a & b, Nagler 1998, O’Connell
et al. 1999, Seifert 1996, Vissink et al. 1992, 1991a & b, 1990a & b, Zeilstra et al. 2000). Oft wurden
zusitzlich mit verschiedenen histologischen Methoden beurteilte Verdnderungen des Driisenautbaues
mitgeteilt (Aalto et al. 1998 & 1997, Chomette et al. 1981, Coppes et al. 2002, Forsgren et al. 1994,
Nagler 2002, Nagler 1998, O’Connell et al. 1999, Paardecooper et al. 1998, Seifert 1996, Sholley et al.
1974, Stephens et al. 1986a, Stern et al. 1976, Vissink et al. 1991a, Zeilstra et al. 2000). Grundlagen
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zum Strahlenschutz wurden tierexperimentell erarbeitet und an verschiedenen Modellen, z. B. Phar-
maka, Gentransfer oder mittels temporirer Transplantation in nicht bestrahlte Korperregionen getestet
(Delporte et al. 1997, Lotz et al. 1990, Taylor & Miller 1999, Zeilstra et al. 2000, Spiegel et al. 2000 &
2001).

In den pathohistologischen Untersuchungen im Tiermodell, die mehr histologische, enzymhistochemi-
sche und elektronenmikroskopische, aber weniger immunhistologische Techniken (v. a. Arbeiten zur
Neuropeptid- und Proliferationsantigen-Expression: Forsgren et al. 1992 & 1994, Aalto et al. 1997,
Ballagh et al. 1994, Hakim et al. 2002) beriicksichtigten, konnte gezeigt werden, dass die zunehmende
Umstrukturierung des Driisengewebes (Azinuszelldegeneration iiber Nekrose- und Apoptosemecha-
nismen, sublethale DNA-Schéden der Azinus(progenitor)zellen mit verzdgertem Mitosetod, Teilver-
lust der sekretorischen Tubuli, Mitochondrienverringerung und —degeneration, Parenchymatrophie,
Fibrose, adenomatdse Regenerate, Zerstorung der Lappchenstruktur) vor allem dosis- und zeitabhin-
gig ist. In Tab. 60 im Anhang wurden die Befunde nach den Literaturdaten zusammengestellt.

Aus der Aufstellung wird deutlich, dass mittels unterschiedlicher Untersuchungstechniken die ver-
schiedenen radiogenen Veridnderungen von Driisenstrukturen bzw. -bestandteilen, wenn auch mit et-
was wechselndem Schwerpunkt (Driisenparenchym, insbesondere Azinuszellen, Kristalloide, Zellor-
ganellen, Sekretgranula, Enzyme, Nervenendigungen, Gefaf3e) differenziert betrachtet bzw. ausgewer-
tet wurden.

Dabei ist jedoch zu bemerken, dass — auch wenn bei den radiogenen Verinderungen der ECM unter
dem Begriff ,,Fibrose* die Vermehrungen der interstitiellen Kollagene (vornehmlich Typ I, III und V)
subsummiert werden — iiber die spezialisierten Strukturen der ECM — wie BM — hinsichtlich radioge-
ner Verdanderungen im Bereich der Speicheldriisen weniger bekannt ist. So fanden sich nach 16 Gy bis
64 Gy in der Rattenparotis dosisabhidngig vermehrt BM-Reste (Sholley et al. 1974) und nach 30 Gy
bzw. 45Gy Halbseiten-RT in der Rattenparotis Lamininablagerungen und vermehrte Fibronekti-
nexpressionen (Gustafsson et al. 1998). Es konnte jedoch im Zusammenhang mit den Untersuchungen
zur Fibroseentstehung, insbesondere der dabei bedeutsamen TGF-B1-Rolle, in anderen Organen (z. B.
Haut, Leber, Lunge, Darm) und bei anderen nicht radiogenen Fibrosemodellen (Bleomycin-induziert,
Tetrachlorkohlenstoff-induziert, Ligatur des Speicheldriisenausfiihrungsganges) gezeigt werden, dass
neben Kollagen I und III und Proteaseinhibitoren auch vermehrt Laminin, Fibronektin und Kollagen
IV synthetisiert und sezerniert werden (Anscher et al. 1990, Canney & Dean 1990, Nakatsukasa et al.
1990b, Raghow et al. 1989, Rodemann et al. 1995, Varga et al. 1987, Wegrowski et al. 1989, Zaia et
al. 1997), was zusammen dem fibrotischen Phénotyp im Gewebe entspricht. Dies war jedoch fiir die
Speicheldriisen — insbesondere im Vergleich zu Gustafsson et al. (1998) — noch zu priifen, da zwar
strahleninduzierte ECM- und BM-Verdnderungen in humanen Geweben (Barcellos-Hoff 1998, Fajar-
do 1982, Herskind et al. 1998, Rose et al. 1999, Ruifrok & McBride 1999) und tierexperimentell (u. a.
Cornelissen et al. 1996, Dallmau et al. 1999, Ehrhart et al. 1996, Gustafsson et al. 1998, Herskind et
al. 1998, Qi et al. 1998, Sholley et al. 1974 & 1981, Vissink et al. 1992, Wang et al. 1999, Wang &
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Robbins 1996) mitgeteilt wurden, jedoch zumeist ohne oder nur mit gelegentlicher Beriicksichtigung
der Speicheldriisen.

Untersuchungen zu ECM-Verianderungen im SD-Gewebe (hinsichtlich verschiedener Kollagentypen,
BM, BM-assoziierter Proteine und Proteoglykane) fokussierten mehr auf andere Prozesse. Bei den in-
terstitiellen Kollagenverdnderungen waren neben Entwicklungsprozessen und Befunden zur Vertei-
lungsarchitektur vor allem Tumore von Interesse. Weiterhin wurden Kollagenverdnderungen bei Kol-
lagenosen, Entziindungsprozessen sowie beim Sjogren-Syndrom untersucht. BM wurden unter ver-
schiedenen Aspekten betrachtet, wobei die verschiedenen BM-Bestandteile unterschiedlich einbezo-
gen wurden. Neben Untersuchungen zur Feinstruktur und dem Verteilungsmuster verschiedener La-
minin-Isoformen wurde auf die Bedeutung der BM v. a. bei der Morphogenese und Zytodifferenzie-
rung und bei Tumoren oder Tumorzelllinien hingewiesen, u. a. aber auch bei diabetischen Erkrankun-
gen, beim Sjogren-Syndrom und Asthma untersucht (Literaturiibersicht im Anhang).

Experimentell beobachteten Emmelin et al. bereits 1974 in bis zu 81 Tagen nach Gangobliteration
nachbeobachteten Katzen-Parotis- und -Submandibulardriisen bei Myoepithelien in unmittelbarer Na-
he von atrophierten Azini stark verdickte BM-Strukturen, die sich sowohl als faltenférmige Aufwer-
fungen als auch mehr amorphe, klumpige Verdnderungen darstellten. Auch Zaia et al. (1997) fanden
in ihrem experimentellen Atrophie- und Fibrosemodell nach Ausfithrungsgangligatur einerseits ver-
dickte und vermehrte (um kleine Génge und Azini), andererseits verminderte (um dilatierte Gang-
strukturen) Laminin-Immunreaktivitéten.

Auch zu CK-Verdnderungen in den Speicheldriisen liegen nur einzelne Studien zu strahleninduzierten
Alterationen vor. So fanden Gustafsson et al. (1998) in der Rattenparotis 6 Monate nach oligofraktio-
nierter Halbseiten-RT von 30 Gy (5x 6 Gy) und 45 Gy (5x 9 Gy) vermehrte CK 7-Immunreaktivitdten
im Gangsystem und ein im Vergleich zu Kontrollen mehr diffuses intrazelluldres Farbemuster. Bei
Speicheldriisentumoren hingegen fanden sich jedoch keine verdnderten CK-Expressionsmuster nach
praoperativer Bestrahlung (Gustafsson 1986).

In humanen Speicheldriisengeweben standen neben Untersuchungen und Mitteilungen zum normalen
CK-Expressionsverhalten (Dardick et al. 1987 & 1988b & 1989 & 1991, Draeger et al. 1991, Geiger et
al. 1987, Gustafsson et al. 1988a, Li et al. 1996, Marshak & Leitner 1987, Norberg et al. 1992, Ther-
kildsen et al. 1995), zum CK-Profil bei der Morphogenese (Gustafsson et al. 1988a, Martins et al.
2002, Lee et al. 1990) und bei Proliferationsprozessen sowie PE-Metaplasien (Marshak & Leitner
1987, Ihrler et al. 2002) vor allem CK-Expressionsmuster bei benignen und malignen Tumoren im
Vordergrund, welche insbesondere in der Monographie zur Speicheldriisenpathologie von Seifert
(1996) tumortypspezifische Beriicksichtigung fanden. Daneben wurden die CK-Muster auch in zahl-
reichen Einzelarbeiten im Detail bei sehr unterschiedlichen Tumorentititen und davon abgeleiteten
Tumorzellkulturen mitgeteilt, wobei die CK-Expressionsmuster der Myoepithelzellen bedeutendes
Interesse fanden (Literaturiibersicht im Anhang). Weiterhin wurde auch im Rahmen von Degenerati-

onsprozessen verschiedenster Ursachen (Qin et al. 1994) auf verminderte bis aufgehobene CK-
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Nachweise hingewiesen. Dies konnte auch bei obstruktiver Sialadenitis (Shinohara et al. 1992) beo-
bachtet werden, indem deutlich verminderte bis aufgehobene, zum Teil auch fluktuierende CK-
Immunreaktivitdten in luminalen und basalen Gangepithelien auffielen. Ebenso wurde iiber laserindu-
zierte CK-Verdnderungen berichtet (Takahashi & Wakita 1994).

Experimentell wurden die CK-Expressionsmuster bei der Driisenmorphogenese (Meerschweinchen-
Submandibulardriise: Marshak et al. 1987) untersucht, daneben in vitro oder im Tiermodell zur phéno-
typischen Charakterisierung von Zelltypen (Shirasuna et al. 1990, Levin & Bradley 1996) oder als I-
dentifikations- und Lokalisationsmarker PE-Metaplasien genutzt (Dardick et al. 1985, Azuma et al.
1988). Neben Dardick et al. (1985), die bei Ratten im experimentellen Ischamiemodell nach GefaB3li-
gatur bei sich entwickelnden PE-Metaplasien heterogene, vorwiegend jedoch abnehmende oder aufge-
hobene CK-Immunfarbereaktionen beobachteten, beschrieben auch Hashimoto et al. (1992) im expe-
rimentellen Atrophie- und Fibrosemodell nach Gangligatur von bis zu 21 Tagen nachbeobachteten
Ratten-GSM und -sublingualisdriisen vor allem verminderte bis aufgehobene CK-Expressionen (CK8)
in dilatierten Gangstrukturen und gangéhnlichen Formationen.

Aufgrund unserer Daten der ersten Versuchserie an der GSM (Bartel-Friedrich et al. 1999a-d) ergaben
sich hingegen iiberwiegend verstirkte Reaktionen fiir verschiedene CK-AK (gegen CK-Nr.: 8, 13,
13/15/16, 17/19) und verschiedene EMP (Laminin, Fibronektin, Kollagen III, Kollagen IV) nach einer
Gesamtdosis von 60 Gy, insbesondere im Nachbeobachtungszeitraum zwischen 4 und 6 Monaten nach
Abschluss der RT.

Da neben der Lokalisation der Driise im Strahlenfeld und dem funktionellen Status des SD-Gewebes
vor allem Gesamtdosis und Fraktionierung direkten Einfluss auf radiogene SD-Reaktionen haben kon-
nen (Seifert 1996), intendierten wir mit der zweiten Serie, dosisabhingige Verianderungen von CK
bzw. IF-Proteinen und von EMP (unter besonderer Beriicksichtigung der Kollagentypen CI und CIII
sowie der spezialisierten BM-Strukturen Laminin und Kollagen IV und des BM-assoziierten Fibronek-
tins) in einem klinisch relevanten RT-Protokoll zu untersuchen. Da trotz funktioneller Einbuf3en auch
bei hoherer Dosierung eine Teilrestitution der Driisenleistung im Zeitverlauf beschrieben wurde (Fu-
negard et al. 1994: 40 — 52 Gy, Verlaufskontrolle bis 18 Monate nach RT) und im allgemeinen die SD-
Funktion altersabhéngig nachlisst (Astor et al. 1999, Vissink et al. 1996), wurde zusétzlich nach Alter
und Latenzperiode differenziert ausgewertet, auch um die Vorbefunde nachzukontollieren. Insgesamt
sollte ein Beitrag zur Phéanotypisierung der Strahlenreaktion geleistet werden, der einerseits die Drii-
senmorphologie erfasst und andererseits die integritdtsgewdhrleistenden epithelialen und extrazellula-
ren Stiitzelemente miteinbezieht.

Das CK- bzw. IF-Expressionsmuster in den Speicheldriisen war insgesamt sehr homogen. Die Befun-
de an normalen GSM bestitigten und erweiterten Ergebnisse fritherer Berichte (Bartel-Friedrich et al.
1999b & d, Born et al. 1987, Caselitz et al. 1986b, Gustafsson et al. 1998, Moll 1993, Mori 1991, Sei-
fert 1996, Su et al. 1993) und illustrierten die zelltypspezifische Expression einzelner CK, so z. B. die
auftillige Restriktion bestimmter CK der Gruppe geschichteter Epithelien (CK 5/6, CK 13/15/16) auf
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basale und myoepitheliale Zellen. Nach Bestrahlung war diese Zelltypspezifitit im allgemeinen erhal-
ten. Dagegen stieg die Immunreaktivitét fiir diese Antikdrper sehr oft stark an. Insbesondere bei iiber
20 Gy hinausgehender Exposition zeigten direkt strahlenexponierte GSM eine gesteigerte Expression,
die nach Exposition von 60 Gy am stérksten war. Diese Ergebnisse stimmen mit den wenigen fritheren
Beobachtungen tiberein und kénnen in Verbindung mit einem mdoglicherweise erhohten CK- bzw. IF-
Gehalt der Zellen gesehen werden, die chronisch durch endogene oder exogene Faktoren geschidigt
worden sind (Grone et al. 1987, Moll 1993, Moll et al. 1991). Weitere Phanomene (z. B. die Protein-
konfiguration und/oder AK-Zugénglichkeit) oder die von Somosy et al. (1995) in der Zellkultur darge-
stellten radiogenen Filamentverdnderungen (zerstorte, klumpige Aktinfilamente, CK-Aggregationen,
Anhiufung von amorphem Material) konnen gleichfalls die Farbereaktion steigern.

Bemerkenswert erscheint, dass v. a. im fritheren Zeitfenster Basalzellen von Gangepithelien in starker
alterierten GSM kaum noch Expressionen der CK 13/15/16 zeigten, wohingegen die Myoepithelien
nach RT verstérkt reagierten. Hingegen fanden Hakim et al. (2002) bei Myoepithelien eine reduzierte
Glattmuskelaktinexpression zusammen mit Myofilamentverlusten und vermehrten zytoplasmatischen
und subplasmalemmalen Verdichtungen 24 Stunden nach Einzeldosen von 7.5 Gy bzw. 15 Gy in Ka-
ninchendriisen und fiihrten dies auf eine Umstrukturierung von Verankerungsmyofilamenten zuriick.
Diese Befunde wiesen zusammen mit vermehrt auftretenden mikropyknozytotischen Vesikeln als Zei-
chen fiir einen gesteigerten radiogenen, stressinduzierten Zellmetabolismus auf schon friih einsetzende
Zellalterationen hin, die zu einer zellulédren Desintegration und einer Schadigung der kontraktilen Ak-
tivitdt fithren konnen. Diese Befunde kénnten miterkldren, dass durch Filamentverluste einerseits ver-
minderte und andererseits durch Verdichtungen und verénderte Filamentkonfigurationen verstérkte
Expressionen moglich sind.

Zusitzlich war zu beobachten, dass einige Strukturen geschiitzter GSM teilweise erhdhte Expressionen
aufwiesen. Wir deuten diese Verdnderungen als Streustrahlungseffekt. Wesentliche Alterseffekte wa-
ren hingegen nicht zu belegen.

Die Strahlenreaktion fiithrte nicht zu einer Expression von Vimentin in normalerweise Vimentin-
negativen epithelialen Zellen der GSM. Dagegen reagierten z. B. die proximalen Tubuli der Niere sehr
rasch mit einer Vimentinneoexpression auf unspezifische Noxen (Grone et al. 1987, Moll 1993, Moll
etal. 1991).

Fiir die von uns untersuchten EMP ergab sich ein nahezu analoger Befund. Sowohl die interstitiellen
Kollagene CI und CIII als auch die BM-Komponenten Laminin und CIV sowie das BM-assoziierte
Fibronektin zeigten vor allem positiv dosisabhéngige Expressionssteigerungen (mit verbreiterter
und/oder verstéirkter Farbereaktion und Konglomeratbildungen) in direkt strahlenexponierten Driisen,
welche nach Applikation von 60 Gy am stirksten waren. Diese Ergebnisse zeigen, dass die sich entwi-
ckelnde radiogene Fibrose nicht auf Anhdufungen der interstitiellen Kollagene zu beschrinken ist,
sondern auch spezialisierte Strukturen der ECM wie BM mit einzubeziehen sind. Dabei stehen unsere

Befunde einer radiogen vermehrten, interstitiellen Kollagenablagerung im Einklang mit Befunden z.
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B. in der Lunge (u. a. Ubersicht bei Penney et al. 1982 & Herrmann et al. 1995, Molteni et al. 2000,
Pauluhn et al. 2001, Vujaskovic et al. 2001), in der Niere und Blase (u. a. Antonakopoulos et al. 1982,
Cohen et al. 1996 & 2000, Robbins et al. 2001), bei GefdBlen (u. a. Marijianowski et al. 1999, Mittal et
al. 1990, Ward et al. 1983), der Haut (u. a. Illsley et al. 2000, Riekki et al. 2000, Svojtkova et al.
1983), im Darm (u. a. Allgood et al. 1996, Eriksson et al. 1983, Followill & Travis 1995, Wang et al.
2001), im Myokard (u. a. Gilette et al. 1985, Kruse et al. 2001), im Knochenmark (Kagawa et al.
1986) und in der Skelettmuskulatur (u. a. Hsu et al. 1998, Remy et al. 1991, Wegrowski et al. 1988 &
1992). Weiterhin werden unsere Ergebnisse dadurch gestiitzt, dass neben vermehrter Nachweisbarkeit
oder Aktivitdt von ECM-assoziierten Substanzen (vor allem von Wachstumsfaktoren bzw. Zytokinen
und deren Rezeptoren: Barcellos-Hoff 1998, Herskind et al. 1998, Rodemann et al. 1995, Ruifrok &
McBride 1999, Wang et al. 1999, Wang & Robbins 1996) auch fiir BM-Strukturen (vorwiegend La-
minin und Kollagen 1V) und BM-assoziierte Substanzen (vorwiegend Fibronektin und HPSG) ver-
mehrte Immunreaktivititen, insbesondere fiir spatere Nachbeobachtungszeitrdume (mehrere Wochen
bis zu mehreren Monaten post RT) beschrieben wurden. Neben den Befunden von Gustafsson et al.
(1998) in der Rattenparotis konnte dies in verschiedenen Organen bzw. Organsystemen wie z. B. in
der Lunge (u. a. Johnston et al. 1995, Miller et al. 1988, Rubin et al. 1995), in der Niere (u. a. Robbins
etal. 1991 & 2001), in der Brustdriise (u. a. Ehrhart et al. 1996), bei Gefaen (u. a. Qi et al. 1998, Ro-
se et al. 1999, Schneider et al. 1997, Seddon et al. 1983) und im Gastrointestinaltrakt (u. a. Fatemi et
al. 1985) aufgezeigt werden.

Auch bei den EMP zeigten einige Strukturen geschiitzter GSM teilweise verdnderte Expressionsmus-
ter, was wie bei den CK auf einen Streustrahlungseffekt hinwies. Neben dem Streustrahlungseffekt
kommen allerdings noch weitere Phdnomene, z. B. stressinduzierende Untersuchungsbedingungen als
moglicher Beitrag zu Speicheldriisenverdnderungen in Betracht (Baker et al. 1979 & 1980).

Bereits 1982 hat Fajardo darauf hingewiesen, dass Fraktionierungsschemata und Strahlendosen bishe-
riger Tierversuche nicht mit humantherapeutischen Protokollen vergleichbar seien. Auch jiingere Stu-
dien (u. a. Ahlner et al. 1993, Coppes et al. 2002, Espinal et al. 1983, Hiramatsu et al. 1994, Lotz et al.
1990, Nagler et al. 1998a, Nagler 1998, O’Connell et al. 1999, Seifert 1996, Vissink et al. 1991a, b &
1990a) haben noch iiberwiegend groflere Einzeldosen, oligofraktionierte Protokolle oder Fraktionen
mit reduzierten Gesamtdosen zugrunde gelegt, die fiir die humantherapeutische Anwendung kaum in
Frage kommen. Dabei variierte der Manifestationszeitpunkt der funktionellen und morphologischen
Strahlenreaktion mit dem Studiendesign, ebenso die Befunde einer partiellen Restitution. Generell
zeigten diese Studien jedoch die Dosis- und Zeitabhéngigkeit der Befunde, die nach Bestrahlung der
Speicheldriisen auftreten. Obwohl einige Autoren sowohl funktionelle als auch morphologische Strah-
lenreaktionen beschrieben (u. a. Franzen et al. 1991, Nagler et al. 1998b, Nagler 1998, O’Connell et al.
1999, Vissink et al. 1991a) ist die Vergleichbarkeit dennoch eingeschrinkt, da frithere Untersucher die
Parenchymstrukturen etwas unterschiedlich miteinbezogen und z. T. auch andere Untersuchungstech-

niken verwendeten oder iiberwiegend funktionelle Verdnderungen bei sehr unterschiedlichen Latenz-
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perioden in den Vordergrund stellten — zumal wir ein humantherapeutisches RT-Protokoll verwende-
ten, anhand der pathohistologischen Einteilung der ,,Strahlen-Sialadenitis nach Seifert (1996) klassi-
fizierten und die Expressionsmuster von CK/IF-Proteinen und EMP-Strukturen miteinbezogen, insbe-
sondere zur Analyse von Langzeitverdnderungen.

Als vorrangiger Befund in mit 60 Gy bestrahlten GSM war ein Stadium 2 festzustellen, obwohl bei
dieser Dosis eher ausgeprigtere Strahlenreaktionen zu erwarten gewesen wiren (Seifert 1996). Dabei
entsprachen unsere Befunde hinsichtlich der histologisch beurteilten Morphologie durchaus den Lite-
raturdaten (Tab. 14 und Tab. 60 im Anhang). Das weitgehende Fehlen des Stadiums 3 kann als Fol-
ge des RT-Schemas gedeutet werden. Ahnliche Befunde in teilweise von uns mitevaluierten Paro-
tisdriisen unterstiitzten diese Interpretation. Daher erschien das gewé#hlten RT-Protokoll zur Vermei-
dung maximaler Strahenreaktionen niitzlich. Zusitzlich konnte die besondere Driisenstruktur der Rat-
ten-GSM (sekretorische Tubuli und serds-mukoide Azini) als mogliche Erklarung fiir das hdufige Feh-
len des Terminalstadiums dienen. Ein mukdser Aspekt war jedoch morphologisch nicht dominierend,
was einen Vergleich mit der als strahlensensibler geltenden serdsen Parotisdriise erlaubte. Insofern
sprachen die dhnlichen Befunde in den koevaluierten Parotisdriisen gegen allein von der Struktur ab-
hingige Strahlenreaktionen. Auch Coppes et al. (2002) fanden 247 Tage nach Einzeldosis-RT mit 15
Gy keine gravierenden pathohistologischen Unterschiede zwischen der Gl. parotis und der GSM der
Ratte. Die Autoren bezeichneten andererseits die GSM als strahlensensibler beziiglich der Spéteffekte,
wenn fraktionierte oder hyperfraktionierte Schemata (16x 2 Gy in 22 Tagen oder 16x 2 Gy in 8 Tagen)
verwendet werden. Bildmatrial und Histologiebeschreibungen in dieser Arbeit (Coppes et al. 2002)
lieBen jedoch Terminalstadien der GSM-Reaktionen nicht erkennen, sodass nach Gesamtdosen von 32
Gy und nach unseren Befunden selbst nach wesentlich hoherer humantherapeutisch relevanter Ge-
samtdosis von 60 Gy trotz der so bezeichneten héheren GSM-Strahlenempfindlichkeit Maximalaus-
pragungen von Spétreaktionen vermeidbar erscheinen. Daneben konnte der mildere Befund erkléren,
dass fiir Spétreaktionen vermutete Pathomechanismen wie z. B. eine Strahlenvaskulopathie (,,oblitera-
tive Vaskulitis®) oder eine aufgepfropfte obstruktive Sialadenitis (Busuttil 1977, Fajardo & Berthrong
1981, Lotz et al. 1990, Riede & Schéfer 1995, Seifert & Geier 1971) kaum evident waren.

Hinsichtlich der recht geringen Alterationen der teilweise mitevaluierten GSL kann gefolgert werden,
dass rein mukdse Driisen eine untergeordnete Rolle bei der Auswertung morphologischer Speicheldrii-
senreaktionen spielen. Diese Interpretation steht im Einklang mit weiteren Literaturdaten, z. B. Lotz et
al. (1990), Sagowski et al. (2003) und Seifert (1996).

Die nach 60 Gy-Exposition vorherrschende Strahlenreaktion (Stadium 2) war sowohl 6 als auch 12
Monate nach Abschluss der RT nachweisbar. In GSM mit 20 Gy-Exposition wurden iiberwiegend spé-
te Stadien 1 gefunden, nach 40 Gy-RT-Dosis wurden iiberwiegend Ubergangsstadien 1-2 beobachtet,
auch bei den geringeren Strahlendosen zumeist ohne Latenz- und Altersabhéngigkeiten. Hier traten
nach 20 Gy- und 40 Gy-Exposition lediglich geringe Restitutionstendenzen mit zunehmender Latenz-

periode auf. Die zunehmende Gewebealteration bestétigte die Dosisabhingigkeit und wies bei weitge-
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hend fehlender Restitutio auf die Dauerhaftigkeit der GSM-Reaktionen hin. Diese Langzeitverdande-
rungen stimmen mit tierexperimentellen Daten nach Einzeldosis-RT von 15 Gy (Ahlner et al. 1993,
Espinal et al. 1983, Nagler 1998), aber auch nach Fraktionierung (Coppes et al. 2002, Sagowski et al.
2003) und mit den von Dreyer et al. (1989) berichteten Befunden in humanen Geweben iiberein und
galten fiir die histologische Beurteilung sowie das immunhistologisch bestimmte CK- und EMP-
Expressionsmuster. Sowohl die erhdhten CK- als auch die vermehrten EMP-Expressionen stimmen
mit den Befunden von Gustafsson et al. (1998) iiberein, die in Gangepithelien eine deutliche erhohte,
luminal betonte CK-Expression 6 Monate nach oligofraktionierter Halbseiten-RT in der Rattenparotis
beobachteten, wobei auch deutlich vermehrte Lamininablagerungen im Bereich degenerierter Azinus-
zellen und eine vermehrte Fibronektin-Expression im bindegewebigen Stroma nachweisbar waren.
Neben Fajardos (1982) Mitteilung von ,,sehr prominenten BM* in humanen GSM-Geweben (26 Tage
nach RT mit 70 Gy) zeigten sich auch in der tierexperimentellen Studie von Sholley et al. (1974) zu
Strahlenfriihreaktionen (Maximum der morphologischen Befunde 2 Tage nach RT-Beginn) BM-Reste
mit depotartigen Ablagerungen in Parotisgeweben von Ratten, die Strahlendosen zwischen 16 und 64
Gy ausgesetzt waren. Im weiteren Nachbeobachtungszeitraum beschrieben die Autoren (Sholley et al.
1981) auch Membranreste und —depots in grolen autophagen Vakuolen bei hoher RT-Dosis (64 Gy).
Auch Vissink et al. (1992) bezogen in ihrer Studie zu Speichel- und Speichelflussverdnderungen (nach
Ganzkorper-RT mit 7.5 Gy, 10 Gy und 12.5 Gy) friihe radiogene Reaktionen (bis zu 3 Tagen nach RT)
mehr auf mogliche Membranstrukturschdden als auf Reproduktionsschéden. Ebenso verwiesen Fran-
zen et al. (1991) und Helman et al. (1987) in Ihren funktionell orientierten Studien zum Sekretverhalt
anhand verénderter [onentransportsysteme auf luminale, aber auch basolaterale Zellmembranen betref-
fende Membranstorungen hin. Diese in der Frithphase auffélligen Zellmembran- bzw.BM-Stérungen
konnen sich jedoch der immunhistologischen Darstellung entziehen, eventuell bedingt durch die Un-
tersuchungstechnik bzw. -fokus und den mehr funktionellen Ansatz, da bei spezifischer BM-
Darstellung im kurzen Nachbeobachtungsintervall bis zu 10 Tagen keine BM-Verdnderungen auftra-
ten (Gustafsson et al. 1998) — obwohl v. a. ultrastrukturell beurteilte Frithreaktionen (nach hohen Ein-
zeldosen von 20 Gy/25 Gy/30 Gy in bis 70 Tage post RT nachbeobachteten Ratten-GSM) und hierbei
insbesondere Verluste der basalen Membraneinfiltelungen (bei Streifenstiicken) Auswirkungen auf
die unmittelbar angrenzende BM haben konnten (Chomette et al. 1981). Direkte BM-Schiden wurden
jedoch von Chomette et al. (1981) nicht angegeben, vielmehr zeigten die Abbildungen in ihrer Publi-
kation fiir die Frithphase lineare BM um die Driisenzellen. Hingegen sind in der Spétphase (6 Monate
post RT) Zellmembranstorungen (Lotz et al. 1990) zusammen mit verdnderten BM-Reaktivititen
(Gustafsson et al. 1998) nachweisbar und auch anhand der eigenen Befunden mit vorwiegend ver-
mehrten BM-Expressionen darstellbar, was eine gegenseitige Beeinflussung nahe legt.

Inwieweit jedoch z. B. Verluste der basalen Membraneinfiltelungen (Lotz et al. 1990, Chomette et al.
1981) direkt das Expressionsverhalten der BM- und BM-assozierten Strukturen beeinflussen, bleibt

spekulativ. Wir sahen bei Azini und im Gangsystem gelegentlich Unschérfen, Irregularititen, fokale
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Teilverluste der BM und bei Streifenstiicken Minderungen der basalen Streifung, vor allem aber ver-
mehrte und verbreiterte Expressionen der BM. Urséchlich kommen Stoérungen der Zellmembran-BM-
Haftproteine (z. B. der Integrinrezeptoren) und Zellintegrititsverdnderungen in Betracht, die eine regu-
lare Anbindung oder Konfiguration beeinflussen kdnnen. Speziellere Ursachen kdnnten in der radio-
genen Synthesereduktion matrixabbauender proteolytischer Enzyme oder der Induktion von Protea-
seinhibitoren sowie in der strahleninduziert vermehrten (via TGF-B1-Aktivierung) ECM-Synthese und
Ablagerung gesehen werden (Araya et al. 2001, Ubersicht bei Rodemann et al. 1995, Seifert et al.
1997, Wang et al. 2000, Zhao et al. 2000). Zumindest in vitro konnte gezeigt werden, dass TGF-p1
nicht nur die Zellmorphologie und die Zellproliferation bei Gang- und Myoepithelzellkolonien beein-
flusste, sondern bei den Myoepithelien auch die CIV-Produktion iiber einen rezeptorvermittelten
Transduktionsmechanismus stimulierte (Azuma et al. 1996a). Weiterhin konnen, dhnlich wie bei den
CK, direkt-physikalische Verdnderungen der Glykoprotein- bzw. Kollagenmolekiilstruktur und -
konfiguration und/oder eine erhohte AK-Zugénglichkeit miterklaren, dass neben zum Teil verminder-
ter vor allem vermehrte Immunreaktivititen hervorgerufen werden.

Bemerkenswert erscheint, dass iiber Membranverdanderungen hinaus dem Zeitfaktor auch eine bedeu-
tende Rolle zur Erklarung der insgesamt zugrunde liegenden zelluldren Pathomechanismen der Strah-
lenreaktion zugeschrieben wird — nicht zuletzt deshalb, weil eine ,.frithe* therapeutische Intervention
die Option der Beeinflussbarkeit beinhaltet. So sprachen wesentliche Zellverluste, insbesondere der
Azinuszellen, und morphologische Apoptoszeichen im frithen Zeitfenster fiir Interphasezelltodmecha-
nismen, die durch eine radiogene Lipidperoxidation schwermetallenthaltener Membranen der
Sekretgranula und kernnaher Strukturen zur nachfolgenden Kernauflosung und spiterern Zytoplasma-
kondensation fiihren konnen (Abok et al. 1984, Guchelaar et al. 1997, Nagler 2002, Seifert 1996, Ste-
phens et al. 1986a & b, Vissink et al. 1991b). Zusitzlich kann eine verkiirzte Lebensdauer (Dorr &
Trott 2000) frithere Zellverluste miterklaren. Hingegen fanden Zeilstra et al. (2000) bis 30 Tage nach
15 Gy Einzeldosis-RT trotz erheblich eingeschrinkter Speicheldriisenfunktion keine signifikanten
Zellverluste und vermuteten daher schwerwiegende Azinuszellfunktionsstorungen. Im spiteren Nach-
beobachtungszeitraum waren jedoch bemerkenswerte Azinuszellverluste und geringer auch der sekre-
torischen Tubuli mit begleitender langsam nachlassender Speicheldriisenfunktion auffillig (Zeilstra et
al. 2000), was durchaus im Einklang mit der Literatur (Stephens et al. 1986b, Seifert 1996, Ahlner et
al. 1993, Espinal et al. 1983, Nagler 1998, Dreyer et al. 1989) und den eigenen Befunden (wenn auch
weniger stark ausgeprégt) steht. Diese spéte Driisenatrophie sprach fiir Reproduktionsstorungen im
Sinne mitosetodbezogener Mechanismen (Herrmann & Baumann 1997) und wies daneben darauf hin,
dass bei Radioprotektionskonzepten besonders der Progenitorzellschutz zu beriicksichtigen ist. Ergén-
zend erklérten auch Guchelaar et al. (1997) spétere Zellverluste mehr durch Nekroseprozesse. Ebenso
referrierte Fox (1998) in seiner Ubersicht iiber durchaus unterschiedliche, zum Zelltod von Spei-
cheldriisenepithelien fithrende Mechanismen, die den Mitosetod, den Interphasezelltod, direkte DNS-

Schéaden, Effekte sekundidrer Metaboliten, Progenitorzellschiden, verdnderte Genexpressionen und

83



auch nichtapoptotische Vorgénge mit einschlossen. Die eigenen in der Spatphase nach RT erhobenen
histologischen Befunde sprachen am ehesten dafiir, dass mitosetodbezogene und Nekroseprozesse eine
Rolle spielen, da sich, wenn auch fokal betont, reaktive Zellinfiltrationen im Sinne einer zelluldren
Abraumreaktion fanden. Moglicherweise begleitende (persistierende) Apoptosemechanismen lieen
sich morphologisch nicht sicher abgrenzen. Wesentliche Regenerationsvorginge waren allerdings
nicht zu belegen. Das spricht etwas gegen das Konzept residualer pluripotenter Zellen mit der Fahig-
keit zur vollstindigen funktionellen und morphologischen Restitution (Fox 1998), zumindest nach ent-
sprechend hoher Dosis und unterstreicht zudem die Dosisabhéngigkeit der histologischen Strahlenre-
aktionsbefunde. Inwieweit die gefundenen Veranderungen des Zytoskelettes und der verschiedenen
EMP bestimmten Mechanismen spezifisch zugeordnet werden konnen, bleibt zu untersuchen. Hier
erscheint es maligeblich, zelltodassoziierte immunhistologische Phdnomene von Auswirkungen ande-
rer Strahleneffekte, z. B. Zytokinaktivierung, Enzym- oder Metabolitenverdnderungen, DNS-
Alterationen, zu differenzieren

Im Gesamtbild radiogener Gewebeverinderungen stellen die gezeigten Alterationen der integritétsge-
wihrleistenden Stiitzelemente einen weiteren Baustein bei der Phénotypisierung der Strahlenreaktion
dar. Aufgrund ihrer vielgestaltigen Funktionen ist zu vermuten, dass sie in den Prozess der sich entwi-

ckelnden histologischen und funktionellen Strahlenfolgen mit einzubeziehen sind.

5.2  Proliferationsmarker im Bereich der Speicheldriisen

Normalgewebsreaktionen werden unter anderem durch Proliferationsstorungen erklart. Hintergrund
war, dass man schon frith (Bergoni & Tribondeau 1906) auf einen Zusammenhang von Proliferations-
rate (PR) und Strahlenempfindlichkeit von TM aufmerksam wurde (,,je proliferativer desto strahlen-
empfindlicher, je differenzierter desto weniger strahlenempfindlich®, zitiert nach Herrmann & Bau-
mann 1997). Heutzutage kann durch DNS-/Chromosomenverdnderungen ein radiogener Mitosetod
miterklart werden, weshalb auch wenig teilungsaktive Gewebe sehr strahlenempfindlich sein konnen
(Dorr & Trott 2000, Herrmann & Baumann 1997). Weiterhin dient u. a. die proliferative Organisati-
onsstruktur der Gewebe dem Verstindnis der zelluldren Pathogenese von Normalgewebsreaktionen.
Michalowski (1984) differenzierte H-Typ-Gewebe mit strenger hierarchischer Ordnung (Stammzel-
le—sich vermehrende Transitzellen—reife, funktionsfahige, postmitotische Zellen, ,,rasch proliferie-
rende Wechselgewebe®, z. B. Haut, Knochenmark) von F-Typ-Geweben mit mehr flexibler Struktur
ohne eindeutige Trennung von Stamm- und Funktionszellen (Gewebe mit langsamer Zellteilung, z. B.
Leber, Niere). Friihe Strahlenreaktionen betreffen in der Regel H-Typ-Gewebe, in denen durch Inakti-
vierung/Verminderung vom Stamm- und Transitzellen Proliferationsstorungen auftreten knnen (Dorr
& Trott 2000, Potten & Hendry 1983). Spitreaktionen werden eher F-Typ-Gewebe(arealen) zugeord-
net, wobei neben GefiaB- (v. a. an Endothelien) und vornehmlich Fibroblastenlterationen die Paren-
chymzellhypoplasie das Substrat der klinischen Symptomatik darstellt. Auch diese Parenchymatrophie

wird u. a. dem Verlust der reproduktiven Integritit zugeschrieben (Dorr & Trott 2000, Herrmann &
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Baumann 1997). Fiir die in beiden Gewebetypen auftretenden Strahlenreaktionen werden Dosisabhén-
gigkeiten angegeben (Dorr & Trott 2000, Herrmann & Baumann 1997). Die zeitliche Zuordnung der
Strahlenreaktion zu den einzelnen Gewebetypen ist jedoch durch Ausnahmen und Uberschneidungen
nicht streng zu systematisieren, zumal bei Gewebestrukturkombinationen (H und F) in Organverbén-
den komplexe Reaktionsmuster resultieren konnen (Herrmann & Baumann 1997).

Die zelluldre Vielfalt im Azinus-Gang-System der Speicheldriisen, die beim Menschen aus 5 (Azinus-,
Schaltstiick-, Luminal- und Basalzellen der Streifenstiicke und Speichelgénge, Myoepithelien), bei der
Ratten-GSM sogar aus 6 (zusitzlich: sekretorische Tubuluszellen) Zellelementen besteht, liel daher
kombinierte Reaktionsmuster denkbar erscheinen. Durch die geringe Regenerationspotenz im Ruhezu-
stand zdhlt man sie jedoch zu den stabilen, aus reversibel postmitotischen Zellen aufgebauten Gewe-
ben (Seifert 1996). Hier reichen Angaben zur PR humaner Speicheldriisen von unter 0.1 % (Seifert
1996) bis 0.2 % (Myoepithelien, luminale Streifenstiick- und Gangzellen), 0.8 % (Schaltstiickzellen),
2.0 % (Azinuszellen) und 3.2 % bei Basalzellen (Ihrler et al. 2002). Tierexperimentell wurden neben
dhnlichen Raten fiir die Parotisdriise (2.06 %) einerseits recht hohe Raten (16.5 %) in den Azinuszel-
len der GSM (Hakim et al. 2002), andererseits aber auch, selbst fiir junge Tiere, niedrige Raten von
0.5 % (van den Brenk 1969, Ang et al. 1991) gefunden.

Bei einer Lebensdauer der Azinuszellen von ca. 40-65 Tagen (Berthrong 1986, Cherry & Glucksmann
1959, Fajardo 1982) war die geringe PR auch ein Grund dafiir, fiir das SD-Gewebe eine relative Strah-
lenresistenz anzunehmen (Casarett 1980, Rubin & Casarett 1968) und frithe wie spéte Strahlenreaktio-
nen mehr auf GefaB3schiden und Entziindungsreaktionen zuriickzufiihren (Rubin & Casarett 1968). Es
konnte jedoch gezeigt werden, dass SD-Gewebe unter den verschiedensten pathologischen Bedingun-
gen (Entziindungen, Gangverschliisse, Strahleneinwirkungen, Tumoren) erhéhte Zellteilungen analog
den labilen Wechselgeweben aufweisen und praktisch alle Epithelien proliferieren konnen (Dardick et
al 1993a, Donath et al. 1973, Langbein et al. 1971, Seifert 1964), die somit einer Strahleneinwirkung
sensibel ausgesetzt sind. Frithere Ergebnisse, die Basalzellen und Myoepithelien fiir das entscheidende
proliferative Zellelement hielten (Mori et al. 1992, Sendler et al. 1984) wurden durch immunhisto-
chemische (v. a. PCNA nachweisende Techniken) Befunde dahingehend ergénzt, dass auch Azinus-,
Schaltstiick-und Luminal- und Basalzellen der Speichelgénge zellzyklusfahig sind (Burford-Mason et
al. 1993, Burgess et al. 1996, Dardick et al. 1993b). Ihrler et al. (2002) konnten in ihren immunhisto-
chemischen Doppelfarbungsuntersuchungen zeigen, dass bei Streifenstiicken und Gangepithelien Ba-
salzellen als Reserve-/Progenitorzellen (iiber Transitzellen) fiir luminale Zellen dienen, wéhrend die
Regeneration der Azinus- und Schaltstiickzellen iiber eine Selbsterneuerung ohne weitere Zellbeteili-
gung stattfindet. Demzufolge wiren hinsichtlich radiogener Proliferationsstorungsmuster H-Typ- und
F-Typ-dhnliche SD-Gewebeanteile mit einzubeziehen. Die sehr raschen, innerhalb von 1-2 Tagen ein-
setzenden klinischen Symptome (Mundtrockenheit, verdnderte Speichelzusammensetzung, Hyperamy-
lasdmie, Driisenschwellung mit Druckempfindlichkeit und Schmerzen, Schluckstérung) und histo-

pathologischen Befunde (Schwellung, Granulavariabilitidten, Kermpyknosen, Azinuszellverluste, zu-
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nehmende Neutrophileninfiltrationen) konnten jedoch nicht ausreichend erkldrt werden (Ang et al
1991, Dorr & Trott 2000), so dass zusdtzliche Mechanismen i. S. direkter Azinuszellreaktionen ver-
mutet wurden. Hier kamen vor allem schnell einsetzende (im Gegensatz zum langsameren Mitosetod)
Apoptosemechanismen (Ang et al. 1991, El-Mofty & Kahn 1981, Herrmann & Baumann 1997, Kerr
& Searle 1980, Seifert 1996, Sholley et al. 1974, Sodikoff et al. 1974, Stephens et al. 1986a-c & 1991)
in Betracht, die in Kombination mit Membranschédden auch z. B. bei lysosomale Enzyme freisetzenden
Sekretgranula zur Gewebealterationen beitragen. Dieses frithe Apoptoseprogramm wurde zudem ne-
ben mitosetodassoziierten Zelluntergédngen und GeféBverdnderungen als eine mogliche Ursache fiir
»konsekutive“ Spatfolgen angesehen (Ang et al. 1991, Fajardo 1982), wenn nach entsprechend hoher
Dosis Azinuszellverluste durch nur sehr eingeschrinkte Regenerationsvorginge persistieren. Morpho-
logisch sind diese konsekutiven Folgen kaum von echten Spitfolgen zu unterscheiden. Als weitere
Faktoren und Mechanismen fiir Frith- und Spétreaktionen sind daneben entziindungsassoziierte Pro-
zesse (Induktion und vermehrte Expression von Zytokinen und deren Rezeptoren sowie von Sticko-
xidsynthetasen, Zelladhdsionsmolekiilen und Prostaglandinen) und molekulare Stressreaktionen (z. B.
Aktivierung der Protoonkogene c-fos, c-jun, c-myc, c-Ha-ras oder TGF-kodierender Sequenzen) zu
nennen (Dorr & Trott 2000, Herrmann & Baumann 1997, Hino et al. 2002).

Die neben Zellabtotungen und —funktionsverdnderungen (Dérr & Trott 2000, Bodner et al. 1984, Zeil-
stra et al. 2000) genannten Proliferationsstorungen bei Strahlenreaktionsmechanismen lieBen es daher
interessant erscheinen, mogliche PR-Verdnderungen mitzuerfassen, zumal hierzu nach humanrelevan-
ten RT-Protokollen im Tiermodell und in der mituntersuchten mukdsen GSL weniger bekannt ist.

Bei Anwendung des MIB 5-AK zur Detektion des Ki 67-Antigens fanden wir eine Azinuszell-betonte
geringe Basis-PR von 0%-1% in den GSM und 0%-0.3% in den GSL. Das korreliert mit Daten von
humanen Speicheldriisen, die bei < 0.1 % (Seifert 1996), 0.2 % fiir Myoepithelien und luminale Zellen
von Streifenstiicken und Gangepithelien (Thrler et al. 2002) und etwa 32 PCNA-positiven Zellen pro
100 ,,High-Power-Fields“ (Bassett et al. 1995) liegen. Basalzellen (3.2 %), Azinuszellen (2.0 %) und
Schaltstiickepithelien (0.8 %) konnen auch gering hohere PR aufweisen (Ihrler et al 2002). Auch tier-
experimentell wurden eher geringe vor allem Azinuszellen betreffende PR im Sinne geringer bis mo-
derater Kernmarkierungen (Actis et al. 2002: GSM von Méusen) bzw. von 2.06 % (Hakim et al. 2002)
bei Kaninchenparotisdriisen beobachtet. Peter et al. (1994) fanden in der Ratten-GSM (12-13 Wochen
alte Tiere) bei Azinuszellen eine PR von 2.1 %, bei Schaltstiickzellen von 2.8 % und bei sekretori-
schen Tubuluszellen von 3.4 %, hingegen ergaben sich keine Markierungen bei Streifenstiickzellen.
Auch Ballagh et al. (1994) gaben fiir die Ratten-GSM geringe PR an, die von 0.3 % fiir Gangepithe-
lien und 1.1 % fiir Streifenstiicke bis zu 2.1 % fiir Schaltstiickzellen und 2.2 % fiir Azinuszellen reich-
ten. Hingegen wurden fiir Azinuszellen der Kaninchen-GSM bedeutend héhere PR von im Mittel 16.5
% (Hakim et al. 2002) angegeben. Die liberwiegend geringen, aber doch konstant nachweisbaren Ra-
ten implizieren, dass prinzipiell alle glanduléren Parenchymzellarten als mogliche Progenitorzellen fiir

SD-Tumoren beriicksichtigt werden miissen, auch in Tiermodellen.
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Wir fanden PR-Verdnderungen bei allen 4 Driisen von strahlenexponierten Tieren. Die {iberwiegend
nur geringere (statistisch nicht relevante) PR-Steigerung der GSL sprach fiir eine geringere Strahlen-
reagibilitdt rein mukoser Driisen (Seifert 1996, Scherer et al. 1991). PR-Steigerungen betrafen viel-
mehr die als strahlenreagibler angesehenen GSM nach einer Exposition mit 20 Gy (links: 15.7-fach,
rechts: 20-fach) und 60 Gy (links: 12.3-fach, rechts: 7.4-fach), die 6 Monate nach abgeschlossener RT
untersucht wurden.. Auch Ballagh et al. (1994) fanden nach 30 Gy Einzeldosis in der Ratten-GSM
bzw. Bassett et al. (1995) nach 50-60 Gy in der humanen GSM erh6hte PR, besonders in Azinuszellen
(12.6- bzw. 1.6-facher Anstieg), Schaltstiicken (3.4-facher Anstieg) und Streifenstiicken (2.2-facher
Anstieg) bzw. Gangzellen (ca. 2-facher Anstieg), hingegen nicht in Gangepithelien (Ballagh et al.
1994). PR-Steigerungen in SD-Regenerationsprozessen wurden allerdings nicht nur postradiationem,
sondern auch nach anderen Schidigungsmustern (z. B. Gangligatur, chronische Entziindung) oder in
der Zellkultur beschrieben. Nach Aufhebung einer Gangobliteration der Rattenparotis (Burford-Mason
et al. 1993) konnten Regenerationen aller Zelltypen beobachtet werden, die besonders die Azinuszel-
len betraf (bis 38-fach erhohte Zellmarkierung). In der Zellkultur fand sich ebenfalls eine regeneratori-
sche Potenz mit einem 16-fach (Glandula parotis) bzw. 9-fach (GSM) hoheren Anteil zyklischer Zel-
len (Seifert 1996). In chronischen Entziindungsarealen humaner Speicheldriisen, die u. a. auch be-
strahlt waren, beschrieben auch Ihrler et al. (2002) erhohte PR, insbesondere fiir luminale Schaltstiick-
zellen (von 0.8% auf 3.1%), Myoepithelien (0.2% auf 1.7%) und Azinuszellen (von 2.0% auf 4.0%),
was insgesamt auf PR-Verdnderungen bei chronischen Schidigungsmustern hinweist. In Bezug zur
RT-Dosis war das PR-Profil allerdings heterogen, durch Fluktuationen gekennzeichnet und zeigte kei-
nen positiv dosiskorrelierten PR-Anstieg (insbesondere nicht in direkt strahlenexponierten linken
GSM), obwohl PR-Verdnderungen nach allgemeiner Auffassung dosisabhéngig auftreten konnen, in-
dem die tiberlebenden Zellen versuchen, die mit steigender Dosis eintretenden zunehmenden Zellver-
luste durch Proliferation auszugleichen. Moglicherweise ist das heterogene PR-Profil durch teilweise
relativ grofe Streubreiten erkldrbar oder durch geringe PR-Level (auch nach 60 Gy-Exposition) zum
spateren Nachuntersuchungszeitpunkt bedingt, andererseits sahen auch Hakim et al. (2002) keine do-
sisabhingige PR-Anderung nach 7.5 Gy bzw. 15 Gy Einzeldosis i. B. der Kaninchenparotis und Ka-
ninchen-GSM.

Dennoch interpretieren wir die im Vergleich zu Kontrollen auffillig hohen PR in der linken GSM
nach 20 Gy- und 60 Gy-Exposition (geringer auch bei 40 Gy) und in der linken GSL (nach 60 Gy) da-
hingehend, dass bei dem verwendeten fraktionierten RT-Modus auch bei hoher Dosis proliferationsfa-
hige Zellen verbleiben, die den Zellnachschub wenigstens partiell gewdhrleisten und zumindest Teil-
restitutionen initiieren konnten. Dies wird durch die histologischen Befunde unterstiitzt, die nach 40
Gy- und 60 Gy-Exposition zwar dauerhafte Strahlenreaktionen aufzeigten, deren Ausmaf} jedoch ge-
ringer als dosisméBig erwartet ausfiel und daher mogliche, interkurrente Teilregenerationen einschlie-
Ben konnte.

Wesentlich bedeutend war nach unseren Auswertungen die Latenzzeit. So fanden sich in beiden GSM,
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vom PR-Level her insbesondere in der direkt strahlenexponierten linken GSM, 6 Monate nach abge-
schlossener RT signifikant hhere PR (besonders nach 20 Gy-und 60 Gy-Exposition) als nach 12 Mo-
naten, wobei nach 12 Monaten ein dhnlicher Wert wie bei Kontrolldriisen erreicht wurde. Tendenziell
lie sich dieses Verhalten (besonders nach 60 Gy-Exposition) auch in beiden GSL beobachten. Diese
Zeitabhingigkeit der PR-Verdnderung bestétigt Befunde anderer Autoren. So ergab sich in der sehr
frithen Phase bis 24 Stunden nach RT bei unterschiedlichen, aber schon geringen Dosen, ein PR-
Abfall (Hakim et al. 2002: 7.5 Gy bzw. 15 Gy pro Driise, Peter et al 1994: 15 Gy) bzw. eine Zellzyk-
lusverlédngerung. Dies korreliert mit Angaben zur Strahlenbiologie von Einzelzellen, bei denen schon
nach 1-3 Gy ein Zellzyklusarrest (besonders bedeutend als G2-Arrest) mit verzogerter Zellteilung
(Herrmann & Baumann 1997), aber auch als G1-Arrest, z. B. bei Fibroblasten (Dimitrijevic-Bussod et
al. 1999) beschrieben wurde. Im weiteren Verlauf wurden nach 7 Tagen (Ballagh et al. 1994: 30 Gy
Einzeldosis) bzw. 6 Monaten (Bassett et al. 1995: 50 bis 60 Gy) zunehmende PR beobachtet, wéhrend
nach 12 Monaten gemil unserer Befunde ein erneuter PR-Abfall zu verzeichnen war. Diesbeziiglich
konnte ein zusitzlicher Alterseffekt ausgeschlossen werden.

Spekulativ bleibt, inwieweit der spite PR-Abfall im Zusammenhang mit den kaum unterschiedlichen
histologischen Befunden zwischen der 6- und 12-Monatslatenz zu sehen ist. Bemerkenswerterweise
war trotz sinkender PR die allgemein angenommene Progredienz von Spétreaktionen nicht zu belegen.
Moglicherweise kann diese Progredienz durch vornehmlich bis 6 Monate postradiationem einsetzende
Restitutionsvorgénge soweit eingeddmmt werden, dass persistierende PR-Steigerungen entbehrlich
erscheinen -- zumindest dann, wenn nach entsprechend ,,schonenden RT-Protokollen eine Regenera-
tionspotenz erhalten bleibt und sich nach dem von Ihrler et al. (2002) beschriebenen Konzept ver-
schiedene Regenerationsprinzipien zu einer mehr komplexen Organstruktur kombinieren.
Uberraschend zeigten sich in den rechten GSM neben einer Latenzabhéngigkeit dosisabhingige PR-
Veranderungen, die in abnehmenden Raten mit zunehmender Dosis zum Ausdruck kamen und erhéhte
PR, insbesondere nach 20 Gy RT-Dosis bei der 6-Monatslatenz, aufwiesen — obwohl diese GSM nicht
direkt strahlenexponiert waren. Da jedoch die PR teilweise recht deutlich unter denen der direkt expo-
nierten linken GSM lagen und durch Reevaluation eine Seitenvertauschung ausgeschlossen werden
konnte, interpretieren wir diesen Befund als mdglichen Streustrahlungseffekt. Zusétzlich konnte eine
mehr Organismus bezogene Strahlenwirkung i. S. einer allgemeinen Stressreaktion, die iiber eine mo-

lekulare Stressreaktion hinausgeht (Dorr & Trott 2000), zur Erklarung beitragen.

5.3  Extrakranielle Tumoren

Bei Labortieren konnen TM durch physikalische (z. B. UV-Strahlung, Rontgenstrahlung, Kernspal-
tung) und chemische (alkylierende Substanzen, polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe, aro-
matische Amine und Amide) Agenzien sowie virale Karzinogene verursacht werden. Ratten zeigten
Auswirkungen all dieser Agenzien und wurden das hiufigste genutzte Labortier bei Karzinogene-

sestudien (Peckham 1980). Neben induzierten TM finden sich jedoch auch spontane benigne und ma-
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ligne TM bei Ratten (Altman & Goodman 1979, Burek & Hollander 1977, Crain 1958, Mackawa et al.
1983a & b, Sass et al. 1975, Sumi et al. 1976, Takizawa & Miyamoto 1976). Sowohl bei induzierten
als auch spontanen TM spielen zudem Alter, Geschlecht, Erndhrungszustand, endokriner Status, Im-
munstatus und Umgebungsfaktoren sowie weitere unbekannte angeborene und erworbene endogene
Gewebepradispositionen eine grofle Rolle bei der Tumorinzidenz (Peckham 1980). Bei Ratten fand
sich eine grofle Spannbreite von spontanen und induzierten Neoplasien (Altman & Goodman 1979),
wobei jedoch spontane, maligne TM bei dieser Spezies selten sind (Mackenzie & Garner 1973, Peck-
ham 1980).

Die Untersuchungen der von uns im Verlauf gefundenen TM sollten unter Beriicksichtigung der Ur-
sprungsorte, der z. T. ungewdhnlichen histologischen Muster und Tumortypverteilung zum Kenntnis-
stand der Tumorpathohistologie bei Labortieren beitragen (Altman & Goodman 1979, Glucksmann &
Cherry 1973, Zackheim et al. 1990). Hierzu wurden Differenzierungsantigene (CK) und BM- bzw.
ECM-Komponenten mit einbezogen.

Zur Atiologie von experimentellen SD-TM bei Ratten und Méusen wurden chemische und virale Kar-
zinogene und radioaktive Isotopen mitgeteilt (Seifert 1996). Weiterhin haben, insbesondere beim
ACC, verschiedene Modelle (TM- und TM-Zelltransplantationen, in vitro-Studien) neue Aspekte der
TM-Differenzierung und Wachstumsmuster unter normalen und pathologischen Bedingungen heraus-
gearbeitet (Cheng et al. 1995, Ishikawa et al. 1994, Seifert 1996, Shirasuna et al. 1993, Sobue et al.
1989, Takeuchi et al. 1976). Unter den physikalisch induzierten TM bei Labortieren waren vor allem
strahleninduzierte TM, besonders bei der als sehr strahlenempfindlich geltenden Wistar-Ratte (Peck-
ham 1980), zusammen mit hyperthermieinduzierten TM (Baker et al. 1988, Sminia et al. 1990 & 1991,
Urano et al. 1989) von Interesse, die im oder in unmittelbarer Nihe des Strahlenfeldes auftraten (Bar-
nes et al. 1990, Broerse 1989, Sminia et al. 1993, Suit et al. 1978).

Vorwiegend entwickelten sich mesenchymale TM (Baker et al. 1988, Barnes et al. 1990, Knowles
1981, Ootsujama & Tanooka 1988, Reinhold 1965, Sminia et al. 1991 & 1990, Urano et al. 1979,
Zackheim et al. 1990), z. B. Knochensarkome, Fibrosarkome, Rhabdomyosarkome und undifferenzier-
te Sarkome. Weniger wurden hingegen PECA als dominierende TM-Entitdten mitgeteilt (Epstein
1972, Sminia et al. 1993). Andere Karzinome, z. B. ACC, Adenokarzinome oder Basalzellkarzinome
wurden selten beschrieben. So berichtete Epstein (1972) iiber ca. 90 % auftretende PECA nach gerin-
gen Strahlendosen und Sminia et al. (1993) fanden nach fraktionierter RT von 60-82 Gy vorwiegend
PECA (12/23 TM = 52 %) gegeniiber Sarkomen (7/23 TM = 23 %), Basalzellkarzinomen (2/23 TM =
8.6 %) und sebazosen Karzinomen (2/23 TM = 8.6 %) im Bereich der Haut und des Subkutangewebes
innerhalb des Strahlenfeldes. Die Autoren berichteten allerdings nicht iiber eventuell begleitende spon-
tane Tumoren. Auch Baker et al. (1988) und Ootsujama & Tanooka (1988 & 1991) sahen Haut und
Subkutangewebe als hdufige Ursprungsorte sekundérer TM nach fraktionierter RT, wohingegen iiber
von den SD ausgehende strahlen- oder radioisotopenassoziierte TM weniger berichtet wurde (Espinal

et al. 1984, Seifert 1996). Espinal et al. (1984) fanden bei ihren nach Radioisotopen-Applikation auf-
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tretenden SD-TM vorwiegend Sarkome (50 %) gegeniiber Karzinomen (35 %) und Karzino-Sarkomen
(14.5 %). Auch in humanen Geweben wurde nach Radiojod-Therapie von Schilddriisenkarzinomen
auf sekundir auftretende SD-TM (z. B. Mukoepidermoidkarzinome: Henze & Hittel 2001) hingewie-
sen.

Nach diesen Literaturdaten waren die von uns beobachteten SD-TM ungewdhnlich. Wahrend PECA
unter den SD-TM dominierten, konnten wir zusitzlich noch ACC, mikrozystische Adenokarzinome,
Zystadenokarzinome und ein sebazdses Adenokarzinom feststellen. Zudem war das Fehlen von Haut-
TM auffillig (Zackheim et al. 1990), was durch eine mdgliche rattenartdifferente Empfanglichkeit bei
der Entwicklung von Haut-TM erkléart werden konnte (Peckham 1980).

Teilweise stimmen unsere Befunde mit den Literaturdaten iiberein. Die malignen, im Strahlenfeld
wachsenden TM waren iiberwiegend PECA (5/10 = 50 %), 3 von 10 (30 %) waren Adenokarzinome
mit unterschiedlichen Wachstumsmustern und 2 von 10 (20 %) waren ACC. Sarkome oder Karzino-
sarkome fanden sich nicht. Unter Beriicksichtigung der Haupttumorlokalisation oder der z. T. weiter
fortgeschrittenen tumordsen SD-Destruktion konnten die im Strahlenfeld liegenden SD meist sicher
als Ursprungsgewebe identifiziert werden. Dies galt auch fiir die PECA mit einer Ausnahme, bei der
der maxilldre Primir-TM sekundér die Parotisregion infiltrierte. Diese PECA-Dominanz unterstiitzt
humane Daten, die eine zunechmende Haufigkeit von PECA in SD nach einer RT beschrieben (Shemen
et al. 1987, Spitz & Batsakis 1984). Es erscheint jedoch denkbar, dass kleine primére Haut-TM sekun-
dér in die SD penetrierten. Sminia et al. (1993) beschrieben jedenfalls eine 100 %-Inzidenz von Haut-
TM nach RT von 60-82 Gy im Langzeitnachbeobachtungszeitraum bis zu 450 Tagen. Hingegen ent-
wickelten sich unsere PECA nach relativ kurzer Latenzzeit (im Median nach 6 Monaten) und es fehl-
ten makroskopisch sichtbare, tumordse Hautlésionen.

Zu bemerken ist weiterhin, dass nur ein benigner TM im Strahlenfeld bestrahlter Tiere auftrat. Auf3er-
halb des Strahlenfeldes bestrahlter Tiere waren weder maligne noch benigne TM festzustellen. Da
spontane Ratten-TM mehrheitlich gegen Ende der Lebenszeit auftreten (Peckham 1980) und die von
uns beobachteten TM bei bestrahlten Tieren vornehmlich bei jlingeren Tieren (1 Jahr oder jiinger)
festzustellen waren, interpretieren wir daher das Fehlen weiterer TM als Folge des jiingeren Tieralters,
zumal die benignen TM zumeist bei nicht bestrahlten, dlteren Tieren auBlerhalb der linken Kopf-Hals-
Region auftraten. Diese TM waren vorwiegend Fibrome oder Fibroadenome, welche bevorzugt in der
Milchleistenregion zu Tage traten. Das histologische Bild und die TM-Lokalisation (zusammen mit
den wenigen malignen TM der Milchleistenregion) stehen dahingehend im Einklang mit friiheren Be-
richten, als Brust-TM zu den hiufigsten spontanen Ratten-TM zihlen und ein mit dem Alter zuneh-
mendes Vorkommen von Mamma-TM oberhalb von 18 Monaten beschrieben wurde (Altman &
Goodman 1979).

Strahlenassoziierte TM bei Labortieren sowohl nach Einzeldosisapplikation (Sminia et al. 1991 &
1990, Suit et al. 1978, Urano et al. 1979, Zackheim et al. 1990) mit Latenzen von 470-520 Tagen als
auch nach fraktionierter RT (Baker et al. 1988, Epstein 1972, Ootsujama & Tanooka 1988 & 1991,
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Sminia et al. 1993) mit Latenzen von 330-490 Tagen auftreten. Bei beiden RT-Schemata wurden ver-
kiirzte Latenzen mit zunehmender Dosis beschrieben (Sminia et al. 1993, Suit et al. 1978, Urano et al.
1989). So gaben Sminia et al. (1993) nach 30-35 Fraktionen von 1.9-2.7 Gy bis zu einer Gesamtdosis
von 60-83 Gy eine mediane TM-Latenz von 381 Tagen in 60 Gy exponierten Hautarealen an, wohin-
gegen die mediane TM-Latenz bei mit 82 Gy exponierten Tieren auf 274 Tage sank. Im Gegensatz
dazu detektierten wir die TM 3-8 Monate (Median: 6 Monate = ca. 182 Tage) nach abgeschlossener
RT. Rechnet man die Zeit ab RT-Beginn dazu (ca. 42 Tage), erscheinen diese Latenzen dennoch rela-
tiv kurz. Dies deutet darauf hin, dass Haut- und SD-TM mit unterschiedlichen Latenzen auftreten kon-
nen und wird durch Angaben von Espinal et al. (1984) unterstiitzt, deren radioisotopinduzierte SD-TM
nach etwa 7 Monaten auftraten. Andererseits ist einschrinkend zu bemerken, dass wir keine systemati-
sche Strahlentumorinduktionsstudie durchfiihrten, sondern die TM im Untersuchungsverlauf beobach-
teten. Da die TM neben den intendierten Fragestellungen die Lebensqualitit der Tiere beeinflusste,
wurden sie vor dem Einsetzen eines extensiven Gro3enwachstum relativ frith entdeckt, was die kurzen
Latenzen mit erkldren konnte. Die Beobachtung relativ kurzer Latenzen fiir kleinere TM wird zudem
dadurch unterstiitzt, dass Sminia et al. (1993) fiir kleine maligne Hautldsionen (2 mm im Durchmes-
ser) bei mit 60 Gy exponierten Ratten eine mediane Latenz von 117 Tagen angaben.

Bei den der ndheren TM-Charakterisierung dienenden immunhistologischen Untersuchungen der CK-
und Kollagen-Expressionsmuster fanden wir fiir 6 CK-AK reproduzierbare Befunde. Dies betont die
Notwendigkeit von speziesspezifischen AK bei Tiermodellen, worauf auch Hamakawa et al. (1999)
besonders hinwiesen. Sie beschrieben fiir die von ihnen genutzten 16 AK deutlich variierende qualita-
tive und quantitative CK-Expressionsprofile im SD-Gewebe verschiedener Nagetiere.

Die ACC (glandulédrer Subtyp) zeigten positive CK- Immunaktivititen. Unter Beriicksichtigung der
ungewohnlichen Wachstums- und Zellmuster konnte diese CK-Positivitdt die epitheliale Natur der
TM-Zellen nachweisen. Zusétzlich sprachen das CK-Verteilungsmuster und die Expression der Basis-
CK gemeinsam mit zylinderepitheltypischen CK zusammen mit dem morphologischen Bild fiir einen
SD-TM, welcher aus Gangepithelien und Myoepithelien zusammengesetzt ist. Diese Interpretation
steht im Einklang mit Befunden aus humanen Geweben (Caselitz et al. 1984 & 1986, Seifert 1996).
Bei den Zystadenokarzinomen wurden ebenfalls Immunreaktivititen der Basis-CK und zylindere-
pitheltypischen CK gefunden, die zusammen mit dem TM-Sitz die Ursprungslokalisation im SD-
Gewebe ermoglichten. In den papilldren Projektionen waren sowohl die Gangstrukturen als auch die
modifizierten Myoepithelzellen merklich positiv fiir die CK-Antikorper. Auch Shrestha et al. (1994a)
beschrieben positive CK- und S 100-Reaktionen von TM-Zellen, welche der Expression von Myoe-
pithelien dhnelten. Da wir jedoch mit den von uns verwendeten zusétzlichen Markern (S 100, Glatt-
muskelaktin) keine sicher reproduzierbaren Ergebnisse feststellen konnten, war der myoepitheliale
Charakter der Zellen nicht sicher zu belegen.

Bei den mikrozystischen Adenokarzinomen wies das CK-Expressionsprofil (Basis-CK und zylindere-

pitheltypische Expressionen) zusammen mit dem morphologischen Bild auf gangepithel- und myoe-
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pitheldhnliche Zellformationen hin. Dies konnte ihre Klassifikation als polymorphzellige Low-grade-
Adenokarzinome mit gewisser mikrozystischer Differenzierung unterstiitzen. Andererseits kdnnten
diese Fille den ,,NOS (nicht anderweitig spezifizierten) —Adenokarzinomen zugeordnet werden, da
sie ein fiir polypmorphzellige Low-grade-Adenokarzinome relativ ungewohnliches, einheitliches
Wachstumsmuster aufwiesen. Als Zusatzargument konnte dabei das von Seifert (1996) fiir Humange-
webe beschriebene, sehr variable Bild der Zelldifferenzierung bei ,,NOS-Adenokarzinomen* dienen.
Daher war die verldssliche Diagnose bei unseren Ratten-TM etwas erschwert.

AuBer der CK 7-Expression zeigte das sebazdse Karzinom nur eine sehr schwache oder fokale CK-
Féarbung bei den soliden und glanduldren Tumorzellformationen, obwohl in Analogie zu humanen
Geweben und im Hinblick auf die Zell- und Gewebsstruktur (Salm & Wright 1975) durchaus merkli-
che Expressionen zu erwarten gewesen wéren (Seifert 1996, Takata et al. 1989). Die schwache Reak-
tion ist moglicherweise durch den nicht humanen Zelltyp erklirlich und kann demzufolge einem deut-
lichen CK-Verlust im Rattengewebe entsprechen.

Die vorwiegend im Parotisbereich lokalisierten PECA zeigten vornehmlich Immunreaktivititen, die
typischerweise als Basis-CK-Expressionen in epithelialen Geweben vorkommen. Zusétzlich wurden
teilweise CK-Expressionen beobachtet, die einen hyperproliferativen Epithelstatus anzeigen. Bei den
TM-Zellformationen dominierten CK 5/6-Expressionen, daneben waren fokal CK 8/18-
Immunreaktionen auffillig. Zur Frage einer moglichen Koexpression von CK und Vimentin in HNO-
Tumoren (Maier et al. 1988, Wallner et al. 1990) kann aufgrund der eigenen, meist sehr heterogenen,
bzw. auch unspezifischen Vimentinreaktionen in den TM nur fiir fokale Herde im Einzelschnitt eine
Koexpression bestétigt werden. In Verbindung mit dem histomorphologischen Bild erlaubte die CK-
Expression eine reliable TM-Klassifikation, wie sie z. B. von Moll (1993) beschrieben wurde. Im Ge-
gensatz zu der bei unseren Féllen relativ hdufigen TM-Entitit (42.9% der 14 malignen TM; 44.4%,
alle Fille bestrahlt, der 9 malignen SD-TM) wird fiir humane Gewebe von deutlich geringeren Raten
ausgegangen. Seifert (1996) verwies darauf, dass PECA etwa 6-13.9 % der malignen TM der grof3en
SD ausmachen. Dies konnte moglicherweise hoher anzusetzen sein, da Takata et al. (1987) innerhalb
einer Gruppe von undifferenzierten Karzinomen viele wenig differenzierte PECA anhand immun-
histochemischer und elektronenmikroskopischer Methoden nachwiesen. Die beim Menschen nach
vorheriger RT der Kopf-Hals-Region beschriebene vermehrte Haufigkeit von PECA im Parotisgewebe
(Shemen et al. 1987, Spitz & Batsakis 1984) unterstiitzt unsere erhohte PECA-Anzahl bei den SD-TM
und weist auf eine mogliche besondere Strahlenassoziation dieser TM hin.

Zur Expression von BM- oder BM-assoziierten Proteinen in Ratten-TM liegen nur wenige Hinweise
vor, was die Vergleichbarkeit unserer Ergebnisse einschrénkt. In humanen Geweben wurden jedoch
diese EMP, gerade auch in TM gut dokumentiert (u. a. Caselitz et al. 1988 & 1986a, D’ Ardenne 1989,
Nerlich et al. 1994, Nerlich 1995, Seifert 1996, Skalova & Leivo 1992a, b).

In den PECA fanden sich sowohl schwach darstellbare CIV-Reaktionen als auch merkliche BM-

Verluste. Dieses Muster war ebenfalls fir das interstitielle CIII zu demonstrieren. Andererseits kam es
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fokal zu deutlich vermehrten CIII-Expressionen, insbesondere um die TM-Zellformationen und in an-
grenzenden Nervenisten. Diese Befunde korrelieren mit humanen SD-TM (Caselitz et al. 1988, Ska-
lova & Leivo 1992a, b), zumal auch Nerlich et al. (1994) fokale quantitative und qualitative BM-
Verluste bei malignen Kopf-Hals-TM angaben. Ein friiher CVII-Verlust (Nerlich et al. 1994) konnte
wegen mangelnder AK-Spezifitdt bei unseren TM allerdings nicht aufgezeigt werden. Das insgesamt
etwas heterogene Expressionsmuster fithren wir am ehesten auf die Tierspezies und die z. T. reduzierte
Tumordifferenzierung zuriick.

Die extrazelluldre Matrix von ACC enthilt verschiedene Strukturen wie z. B. Laminin, Fibronektin,
CIV, Entaktin und HPSG (Cheng et al. 1992). Die Produktion und extrazellulire Ablagerung dieser
und anderer Substanzen (z. B. Chondroitin-6-sulfatproteoglykan) durch TM-Zellen fiihrt zur Entwick-
lung von Pseudozysten (Cheng et al. 1995, Seifert 1996), die eine Dreischichtung mit auflenliegenden
Duplikationen von BM-Materialien, intermediér liegenden granuldren mukoiden Substanzen (vermut-
lich Proteoglykane) und zentralgelegenen aperiodischen Kollagenfibrillen (CIV) bzw. Laminin auf-
weisen konnen (Chen 1976, Caselitz et al. 1986a, Raitz et al. 2003). Die von uns untersuchten ACC
zeigten nur schwache, meist lineare BM-Expressionen aufler der deutlich positiven Farbung in Pseu-
dozysten, wohingegen Pseudozysten begrenzende BM-Duplikationen, -Augmentationen oder -
Kondensationen (Caselitz et al. 1986a, Raitz et al. 2003) nicht zu Tage traten. Unter Beriicksichtigung
des zu einem glandulér-cribriformen Subtyp passenden Wachstumsmusters und der positiven Reaktio-
nen in Pseudozysten, war die von Seifert (1996) beschriebene ACC-Klassifikation auch bei den Rat-
ten-TM anwendbar. Die Beziehung von BM/BM-assoziierten Expressionsmustern und zunehmender
TM-Dedifferenzierung (Caselitz et al. 1986a, Seifert 1996) blieb jedoch offen, da wir nur einen TM-
Subtyp beobachteten. Insgesamt differierte unser BM-Expressionsmuster nicht wesentlich von den
Liereturdaten, zumal Skalova & Leivo (1992a, b) im glanduldren Subtyp anhand der Laminin- und
CIV-Immunreaktionen diinne lineare BM an den Réndern der TM-Zellnester, starke lineare Farbungen
um Pseudozysten und stark reagierende Materialien in den Pseudozysten beschrieben, obschon die
Pseudozysten-begrenzende Expression in unseren Fillen deutlich schwécher ausfiel. Da in Humange-
weben vermehrte BM-Unregelméfigkeiten mit zunehmender TM-Entdifferenzierung verbunden sein
konnen, konnte in der erhaltenen, linearen, wenn auch schwachen BM-Prisenz ein Zeichen geringerer
Dedifferenzierung gesehen werden.

In den Adenokarzinomen fanden sich durchaus deutlichere Expressionen. Hier zeigten sich sowohl
fokale Konglomerate als auch kontinuierliche, vermehrt und verbreitert reagierende BM-Muster. In
den mehr anaplastischen TM-Regionen traten jedoch auch fragmentierte, unterbrochene, mehr aufge-
splitterte BM-Reaktionen auf. Dies variierende, etwas heterogene Expressionsmuster steht im Ein-
klang mit berichteten Befunden von SD-Karzinomen (Caselitz et al 1988, Skalova & Leivo 1992a, b).
Das sebazose Karzinom zeigte nur schwache Kollagenexpressionen, obwohl hier stirkere BM-
Immunreaktionen zu erwarten gewesen wiren. Hier konnten die Rattenart und das untypi-

sche/ungewdhnliche Wachstumsmuster Erklédrungen fiir die schwachen Immunreaktionen bieten.
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Trotz der teilweisen Ubereinstimmung mit den Literaturdaten muss betont werden, dass die z. T. un-
gewohnliche Zell- und Gewebemorphologie und dadurch begriindete schwierige TM-Klassifikation
nur einen eingeschriankten Vergleich mit Humangeweben erlaubte. Dennoch sprachen héufiger etwas
verstiarkte Immunreaktionen in TM-Arealen mit fokal dominierenden Myoepithelien fiir deren Bedeu-
tung beziiglich der BM-Produktion (Azuma et al. 1996a, Caselitz et al. 1988, Shirasuna et al. 1990,
Skalova & Leivo 1992a & b, Sobue et al. 1989, Tralongo et al. 1997), auch im Tiermodell.

Zusammenfassend ist zu betonen, dass die verschiedenen TM-Entitdten separat zu betrachten sind.
Einerseits zeigten sich verbreiterte BM mit vermehrten Immunreaktionen (Adenokarzinome). Ande-
rerseits konnten schwache BM-Expressionen (PECA, ACC), BM-Verluste (PECA) und BM-
Fragmente (PECA, Zystadenokarzinome, mikrozystisches Adenokarzinom) herausgearbeitet werden,
insbesondere in verstdrkt anaplastischen TM-Arealen. Zusétzlich wurden, vor allem in weniger diffe-
renzierten TM-Regionen, BM-Konglomerate beobachtet. Unter Beriicksichtigung der ungewohnlichen
Wachstumsmuster besteht nur eine eingeschrinkte Vergleichbarkeit mit Humangeweben. Es kann je-
doch auch bei Ratten-TM in Erwigung gezogen werden, dass sich abnehmende BM-Expressionen mit
einer zunehmenden strukturellen TM-Entdifferenzierung assoziieren. Die Dominanz maligner TM im
Strahlenfeld betont die Bedeutung der RT beziiglich der moglichen Entwicklung sekundirer TM.
Nicht nur Sarkome, sondern auch Karzinome verschiedener Ursprungsgewebe sollten in die Beobach-
tungen von RT-Spétfolgen einbezogen werden. Im Falle sehr aggressiver TM konnte dies unterschied-

liche Therapiestrategien implizieren.

5.4  Intrakranielle Tumoren (Hypophysenadenome)

Die Rate der von uns beobachteten Hypophysenadenome (HA), die in 5 von 9 Féllen GH, TSH und
PRL produzierten, betrug 15%. Diese Haufigkeit stimmt mit Angaben der dlteren Literatur zu spontan
auftretenden HA bei Zuchtratten iiberein (Griepentrog 1964, Pickering & Pickering 1984). Jiingere
Studien berichten allerdings von einer deutlich hoheren Inzidenz. So haben Eiben & Bomhard (1999)
die Anderungen des Auftretens von Hypophysen-TM iiber einen Zeitraum von 20 Jahren untersucht.
Hierfiir standen die Daten von iiber 8000 Sektionen aus 70 Studien von 2 Jahre alten Wistar-Ratten
(Kontrolltiere) zur Verfiigung, wobei die gesamtdurchschnittliche TM-Inzidenz der weiblichen Tiere
am Ende des 2 jahrigen Studienintervalls mit 29 % angegeben wurde (Variation 7-58 %). Haltung und
Erndhrung der Spezies waren im Untersuchungsintervall konstant. Die Autoren beschreiben eine signi-
fikante Zunahme von Hypophysen-TM bei weiblichen Wistar-Ratten im 20-jdhrigen Beobachtungs-
zeitraum. Ein Zusammenhang mit der Nahrungsaufnahme konnte ausgeschlossen werden. Im Ver-
gleich mit Untersuchungen an anderen Stimmen (Chandra et al. 1992, Chandra & Frith 1992, Hase-
man & Rao 1992, McMartin et al. 1992) hatten jedoch weibliche Wistar-Ratten die geringste TM-
Anzahl. Andererseits wurde von Walsh & Poteracki (1994) am gleichen Stamm eine hohere Inzidenz
angegeben (54.9 %), was moglicherweise auf die unterschiedliche Tieranzahl und differente Tierhal-

tungsbedingungen zuriickzufiihren ist.
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In unserer Untersuchung traten die Adenome frither auf, als dies fiir spontane HA zu erwarten gewe-
sen wire. Dies bestitigte frithere Berichte mit auch spéterhin allgemeiner Akzeptanz, dass die Bestrah-
lung das Auftreten von HA beschleunige (van Dyke et al. 1959). Die nach jiingerer Literatur hoher
anzusetzende spontane TM-Inzidenz beriicksichtigend (Eiben & Bomhard 1999) kann dies dahinge-
hend interpretiert werden, dass die fiir die Entwicklung von HA empfangliche Spezies unter Bestrah-
lung 50 % der zu erwartenden TM teilweise bereits nach 6 bzw. iiberwiegend nach 10-12 Monaten
entwickelt hatte. Auch ein fraktionierter RT-Modus scheint nicht geeignet, die frithe Entwicklung die-
ser TM zu verhindern. Allerdings sind die verglichenen Kollektive sehr unterschiedlich groB3, was eine
sehr vorsichtige Beurteilung impliziert. Die von Eiben & Bombhard (1999) fiir toxikologische Studien
gedullerte Empfehlung, die Nachbeobachtungsphase, u. a. zur Vermeidung einer hoéheren TM-
Inzidenz, auf 6 Monate zu verkiirzen, kann jedoch fiir die Uberpriifung von strahlenbiologischen
Langzeitwirkungen nicht iibernommen werden.

Die Induktion von HA scheint daneben dosisabhédngig zu sein. So berichtete Sommers (1971) unter
Berufung auf ein Gespriach mit Furth, dass hohe RT-Dosen die Anzahl von HA unter die Rate sponta-
ner Hypophysen-TM gesenkt habe. Demnach kénnen hohe Dosen die Teilungsfihigkeit besonders
dieses Driisengewebes derartig mindern, dass daraus bei entsprechender Indikation (Residual- oder
Rezidiv-TM, Inoperabilitit, medikamentds-refraktire TM) auch eine strahlentherapeutische Option bei
gutartigen HA erwichst (Bamberg et al. 1989 & 1996, Clarke et al. 1993). Die Dosisassoziation konn-
te zudem miterkléren, dass die von uns gefundenen HA héufiger bei Ratten auftraten, die eine geringe-
re Gesamtdosis erhalten hatten. Diese Interpretation ist jedoch nur mit Vorbehalt zuldssig, da die Au-
topsien nach vorbestimmten Nachuntersuchungszeitraumen durchgefiihrt wurden und es sich zumeist
um Zufallsbefunde handelte. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass bei lingerer Nachbeobach-
tungszeit die Rate an HA auch nach Exposition mit hdheren RT-Dosen stark angestiegen wire.

Da anhand der Immunhistologie Untersuchungen zur Hormonbildung dieser TM intendiert waren,
wurden die literaturgemif3en Hinweise zur Hypophysenfunktion bzw. zur funktionellen Wirkung der
TM (Bielschowsky 1954, Brauer & Rappaport 1989, GroB3 & Engenhart-Cabillic 2000, Littley et al.
1989 & 1990, Saeger 1997, Tan & Kunaratnam1966) nicht ndher miteinbezogen. Nach RT kann die
hypothalamische Kontrolle der PRL-Sekretion der Hypophyse unterbrochen sein. Allerdings wurden
in jener Untersuchung hohere Einzeldosen bis zu 20 Gy appliziert (Guo et al. 1997).

Die PR der TM erschien ungewohnlich hoch und sollte in Folgeuntersuchungen iiberpriift werden.

Fiir experimentelle Studien an Ratten wurde die allgemeine Sektion zur Uberpriifung der Untersu-
chungsbedingungen empfohlen (Eiben & Bomhard 1999). Diese Empfehlung kann dahingehend er-
ginzt werden, dass insbesondere bei experimenteller Kopf-Hals-RT die Hirnautopsie routineméfig
erfolgen sollte. Fiir die Verlaufskontrolle von strahlentherapierten Patienten, deren Gehirn oder Hirn-
anteile im Strahlenfeld lagen, ist die laborchemische Kontrolle der Hypophysenleistung nach wie vor

anzuraten.
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5.5 Laryngo-Trachealbereich

5.5.1 Kilinik und allgemeine Histomorphologie

Durch die externe RT vor allem fortgeschrittener Kopf-Hals-Malignome werden nahezu stets auch
laryngo-pharyngeale, nicht tumorbefallene Normalgewebe mitbelastet, die neben Frithreaktionen
(Mukositis) gefiirchtete Spétreaktionen (Fibrose, Perichondritis, Chondro-/Osteoradionekrosen,
Weichgewebs-/Stiitzgewebsstenosen, chronische Odeme, Xerostomie: u. a. Dietz et al. 1995 & 1998,
Herrmann & Baumann 1997, Scherer & Sack 1996, Seifert 1996) aufweisen konnen. Trotz sinkender
Inzidenzangaben fiir schwere laryngeale Strahlenreaktionen von 5-12% auf etwa 1% (Hunter & Scher
2003, Fitzgerald & Koch 1999) sind im Larynxbereich besonders unterschiedlich ausgeprigte Odeme
mit moglichen Atmungsbehinderungen, Stimmstérungen sowie Dysphagien (Bohme 1997, Dietz et al.
1998, Rezvani et al. 1991, Tombolini et al. 1995) zu beachten.

Wihrend klinische Symptome/Befunde und ein entsprechendes Management nach der LENT/SOMA-
Klassifikation (1995) oder im mehr amerikanischen Schrifttum nach der CHANDLER-Klassifikation
(Chandler 1979) auch heutzutage noch (Hunter & Scher 2003) dokumentiert werden, sind Einteilun-
gen auf histologischer Basis bisher nicht systematisiert. Als typisch werden parenchymatdse und stro-
male Zellverdnderungen, reaktive Zellinfiltrate, Gefdf3alterationen und eine zunehmende Fibrose ange-
sehen, die z. B. zu perichondralen Erndhrungsstérungen und nachfolgenden Knorpelnekrosen fiithren
kann (Burkhardt & Meyer-Breiting 1999, Herrmann & Baumann 1997). Andererseits gilt der Larynx
mit seinem ruhenden Knorpelgeriist als weitgehend strahlenresistent (Herrmann & Baumann 1997,
Wang & Mclntyre 1993), da schwere bis schwerste Verdnderungen, zumindest unterhalb von 70 Gy
(Herrmann & Baumann 1997) bzw. 60-65 Gy (Dietz et al. 1998) nicht selten fehlen. So beobachteten
letztere Autoren unterhalb dieser Dosis nur leichtere Odeme (Grad 1+2) bei 5.8% ihres Patientenkol-
lektivs. Mit zunehmender altersbedingter Larynxverkndcherung ist jedoch eine etwas geringere Tole-
ranzgrenze mit einer TD ;5 bei 60 Gy anzunehmen, insbesondere im Bereich der hiufig dicht und
vollstandig verknochernden Aryknorpel (O’Brien 1996, Keene et al. 1982).

Unter besonderer Beriicksichtigung der im klinischen Fokus stehenden Larynxddeme (Parsons 1994:
»most common sequela), sollte daher ein Beitrag zur histologischen Charakterisierung radiogener
Spatreaktionsmuster im Laryngo-Trachealbereich geleistet werden, der auch mogliche zeit- und alters-
abhéngige Verdnderungen miteinbezieht.

Wihrend klinisch hinsichtlich des Schweregrades von Larynxddemen eine positive Dosis-Wirkungs-
Beziehung anzunehmen ist (Budach 1998, Burman et al. 1991, Dietz et al. 1998), wird deren Inzidenz
und Persistenz in Abhéngigkeit von verschiedenen RT-Schemata z. T. kontrovers diskutiert, was in
unterschiedlichen Inzidenz- bzw. TD-Angaben zum Ausdruck kommt. Bei konventionellen Fraktio-
nierungen fanden sich TD von 55 bei 50 Gy bzw. so5 bei 70 Gy (Burman et al. 1991), Gesamtinziden-
zen von 15.4% bzw. 46.2% ab 70 Gy (Fu et al. 1982), 36% (Rezvani et al. 1991), 29% (Parsons 1994),
22.1% (Deore et al. 1991), 20.9% (moderate oder schwere Odeme: Ichimura et al. 1997), 16.6% bei
68-70 Gy (Kaanders et al. 1992) und 15.3% bei 60-66 Gy (van der Voet et al. 1998). Nach kombinier-
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ter Radio-Chemotherapie bzw. hyperfraktionierten RT (Ubersicht bei Olmi & Fallai 1997) wurden z.
B. Gesamtinzidenzen von 58.8% bei einer medianen Larynxdosis von 65-70 Gy (Dietz et al. 1998),
59% bei 72 Gy (Dinges et al. 1997) und 40% (Kaanders et al. 1992) angegeben. Fu et al. (1995) stell-
ten zusammenfassend fiir verschiedene Dosisgruppen nach hyperfraktionierter RT Larynxspateffekte
mit Gesamtinzidenzen von 20-29% (Grad 1-4) dar, welche nicht dosis-, sondern fraktionszeitintervall-
abhingig waren. Fiir Grad 3-Odeme betrugen die Raten jedoch nur 2-3% und fiir Grad 4-Odeme 0-
2%. Nach der verschiedene TM-Lokalisationen, RT-Schemata und Gesamtdosen einbeziehenden U-
bersicht von O’Brien (1996) ist fiir die Frithphase (bis 3 Monate) eine Inzidenz von ca. 25% (15-28%)
anzunehmen, die im Zeitverlauf jenseits von 6 Monaten deutlich sinkt (0-6%).

Obwohl Budach (1998) bei Akzeleration nicht wesentlich verstirkte Spatreaktionen, bei Hyperfraktio-
nierung eine fast unverdnderte Inzidenz und bei Akzelerierung + Hyperfraktionierung eine z. T. un-
verdnderte Spittoxizitdt an Gefdllen, Knochen und Bindegeweben konkludierte, weisen speziell die
Larynxddem-Raten auf eine recht deutliche Variationsbreite (15.3%-59%) hin. Bis auf die auffillig
hohe Inzidenz von 100% bei 2 Gy/F und 60 Gy Gesamtdosis und auffillig niedrigen Raten von 0% bei
1,6 Gy/F und 68 Gy bzw. 0% bei 1,8 Gy/F und 63 Gy Gesamtdosis (Loffler 1974) gliedern sich in die-
se Spannbreite auch die fiir akzelerierte Protokolle angegebenen zunehmenden tagesdosis- bzw. frak-
tionsdosisabhiingigen Odeminzidenzen (Ward et al. 1975) ein, die von 17.2% bei 2.25 Gy/F und 60-
63Gy Gesamtdosis, 20.1% bei 2.5 Gy/F und 55-65 Gy Gesamtdosis bis 31.1% bei 3.33 Gy/F und 50-
53 Gy Gesamtdosis reichten (Deore et al. 1991) oder 33% bei 1,7 Gy/F und 71-73 Gy Gesamtdosis
betrugen (Loffler 1974). Die Variationsbreite ist moglicherweise so zu begriinden, dass nicht immer
spezifische bzw. kombinierte Angaben liber Art, Auspragung und Dauer der laryngealen Spétreaktio-
nen vorlagen (Tab. 12a im Anhang), zumal entsprechende Daten aus zahlreichen anderen TM-
Studien zum Vergleich verschiedener RT-Schemata oder zum Vergleich der RT vs. Chirurgie nur
teilweise vorhanden bzw. eingeschrinkt verwertbar sind, da mehr auf Uberlebens- und Rezidiv-
/Residualraten, Organ- bzw. Stimmerhalt, Metastasierungsverhalten oder sekundire TM fokussiert
wurde (Barton et al. 1992, Croll et al. 1989, Duncan et al. 1996, Fein et al. 1993, Flentje & Wannen-
macher 1991, Glanz et al. 1989, Hayakawa et al. 1992, Howell-Burke et al. 1990, Kleinsasser et al.
1988, McGuirt & Ray 1999, Lesnicar et al. 1996, Lusinchi et al. 1990, Robbins et al. 1996, van Rutten
et al. 1994, Wang & Mclntyre 1993) oder mehr deskriptiv als nicht bemerkenswert oder nicht relevant
beschrieben wurden (Medini et al. 1996, Antognomi et al. 1990). Insgesamt kann nach Budach (1998)
eine Larynxddem-Inzidenz von ca. 50% angenommen werden. Demgegeniiber fanden wir im Tiermo-
dell nach konventioneller RT deutlich hohere Inzidenzen. Die in der Ausprigung nach 40 Gy-
Exposition betonten subepithelialen und interstiticllen Odeme betrafen 89 % der mit 40 Gy exponier-
ten Tiere und 100 % der mit 60 Gy exponierten Tiere. Das Odem war jedoch insgesamt nur geringgra-
dig ausgeprégt und kann anndherungsweise mit dem Grad I bis II der LENT/SOMA-Tabelle vergli-
chen werden. Die hohe Inzidenz fiihren wir in erster Linie auf die histologische Untersuchungstechnik

zuriick, welche auch geringere, der Laryngoskopie entgehende Odeme erfasst (Fajardo 1982). Uber-

97



wiegend geringere Schweregrade werden auch sonst in der Literatur angegeben. Fu et al.(1982) fanden
iiberwiegend geringe bis moderate Odeme oder sahen 25% Grad 1+2- vs. 4% Grad 3+4-Odeme (Fu et
al.1995). Dietz et al. (1998) bzw. Dinges et al. (1997) beschrieben 29.4% Grad 1+2- vs. 14.7% Grad
3+4 bzw. 52% Grad 1+2- vs. 7% Grad 3+4-Odeme. Auch Parsons (1994) ging von gewdhnlich gering
bis mittelgradigen Odemen aus. Eine gewisse Sonderstellung nehmen die beobachteten supraglotti-
schen pseudopapilldren Formationen ein, die fliissigkeitsgefiillten Aussackungen entsprechen, und als
mogliche Vorstufe stirkerer Odeme interpretiert werden kénnten. Durch die, wenn auch nur tenden-
zielle positive Dosis-Wirkungs-Korrelation deutete sich daher auch fiir geringere Odeme die insbe-
sondere fiir schwere Larynxddeme beschriebene (Budach 1998) sigmoide Dosis-Wirkungs-Kurve an.
Zur Odemregredienz nach RT wird iiberwiegend von einer Riickbildungsfihigkeit, jedoch in unter-
schiedlichen Zeitrdumen ausgegangen. Fajardo (1982) und Bahadur et al. (1985) gaben 6 Wochen an
oder fanden bei nach 3 Monaten aufgetretenen Odemen eine Regredienz nach Antibiose (Bahadur et
al. 1985). Fu et al. (1982) beobachteten bei Tumorfreiheit innerhalb von 2 Jahren bei 66.6% zuriickge-
bildete und bei 33.3% persistierende, bei Nicht-Tumorfreiheit meist progrediente Odeme. Kaanders et
al. (1992) gaben nach Auftreten innerhalb von 6 Monaten iiberwiegend riickbildungsfahige (75%
regrediente vs. 25% persistierende) Odeme an. Nach Parsons (1994) betrug die Zeitspanne 6-12 Mo-
nate. Tombolini et al. (1995) bemerkten keine persistierenden Odeme. O’Brien (1996) gab jenseits von
6 Monaten geringere Inzidenzen (0-6%) als fiir die Frithphase (15-28%) an, was auf eine Riickbil-
dungsfihigkeit hinweist. Ichimura et al. (1997) fanden innerhalb eines Jahres jeweils zu 50% persistie-
rende und regrediente Odeme. Nach kombinierter Radio-Chemo-Therapie wurde von Dinges et al.
(1997) und Olmi & Fallai (1997) mitgeteilt, dass keine spezifischen Hinweise bzw. keine gesicherte
Datenlage iiber ein zeitlich verdndertes Verhalten vorldgen. Demgegeniiber lie3 sich anhand der eige-
nen Befunde keine eindeutige Odemregredienz belegen, da sich die Befunde nach 6-monatiger Latenz
im Vergleich zur 12-Monatslatenz nicht signifikant unterschieden, also auch noch 1 Jahr nach Beendi-
gung der RT bestanden. In Anbetracht der variierenden Zeitspanne, in der eine Riickbildung erwartet
werden darf, wire jedoch zu einem noch spéteren Untersuchungszeitpunkt eine gewisse Regredienz
denkbar. Andererseits konnte man vermuten, dass bereits in den ersten 6 Monaten Riickbildung statt-
gefunden hat. Dafiir spriche die zumeist geringere Odemausprigung. Dem steht entgegen, dass litera-
turgemiB iiberwiegend geringere Schweregrade gefunden wurden. Die von uns gefundene Odemper-
sistenz wird durch Daten von Dietz et al. (1998) unterstiitzt, die bei einer medianen Beobachtungszeit
von 250 Tagen in den meisten Fillen nahezu unverédnderte Larynxddeme angaben. Auch Ichimura et
al. (1997) fanden mehr als ein Jahr nach RT-Ende immerhin zu 50% chronisch persistierende Odeme.
Insgesamt sind daher auch chronische Odeme als nicht seltene Befunde bei radiogenen Spétreaktionen
zu beachten.

Als Inzidenz und Ausprigung beeinflussende Faktoren fiir im Laryngotrachealbereich neben den O-
deme zu beachtende Stenosen, Fibrosen, Perichondritiden, Chondro- und Osteonekrosen und Epithel-

verdnderungen (Burkhardt & Meyer-Breiting 1999, Deitmer 1986, Dietz et al. 1998, Ewald 1996, Fa-

98



jardo 1982, Scherer et al.1991, O’Brien 1996, Parsons 1994, Ward et al. 1975) wurden Proliferati-
onsstrukturen, Fraktionsdosen, Fraktionszeitintervalle, Gesamtbehandlungszeiten, Zeit-Dosis-
Beziehungen, Volumeneffekte und Toleranzdosen genannt (Burman et al. 1991, Deore et al. 1991, Fu
et al. 1982 & 1995, Herrmann & Baumann 1997, Kaanders et al. 1992, Loeffler 1974, Parsons 1994),
wobei insbesondere zur Auspragung auf Dosisabhingigkeiten (sowohl Gesamtdosis als auch Frakti-
onsdosis) und Volumeneffekte abgehoben wurde (Burkhardt & Meyer-Breiting 1999, Ewald 1996,
Fajardo 1982, Herrmann & Baumann 1997, Laccourreye et al. 2000, Maciejewski et al. 1986, Maze-
ron & Grimard 1997, Parsons 1994, Spriano et al. 2000). Zudem koénnen auch Sitz und Ausdehnung
des Primér-TM, zusitzliche Halsoperationen (insbesondere die Neck dissection), die fortbestehende
Einwirkung toxischer Agentien, z. B. Nikotin und Alkohol (Parsons 1994) sowie die zunehmende
Dauer einer konfluierenden Mukositis mit einem erhdhten Spatreaktionsrisiko assoziiert sein (Denham
et al. 1999, Ichimura et al. 1997). Da Einfliisse durch Primar-TM, chirurgische Maflnahmen und toxi-
sche Agentien bei unserem Modell nicht bestanden, kann die Dosisabhingigkeit anhand unserer Be-
funde (Zellinfiltrate, Lymphektasien, Odeme, Fibrose, Blutgefifdilatationen, PPF, Driisenverinderun-
gen) nachvollzogen werden, die jedoch durchaus heterogen ausfiel. Zur Erklarung der Heterogenitit
ist zu bemerken, dass sich im aus verschiedenen Geweben aufgebauten Larngotrachealbereich Reakti-
onsmuster kombinieren und daher mehr komplexe Strahlenreaktionsmuster resultieren kdnnen (Herr-
mann & Baumann 1997). Inwieweit TGF-B1 durch moglicherweise differente Einfliisse zur Heteroge-
nitét beitrdgt, bleibt spekulativ und wurde von uns nicht untersucht. Es wurden fiir das unmittelbar an-
grenzende Lungengewebe (Ubersicht bei Rodemann et al. 1995) vermehrte radiogene TGF-B1-
Immunreaktivititen (Vujaskovic et al. 2001) bzw. -mRNA Expressionen (Epperly et al. 1999) be-
schrieben und auch in Rattentrachealepithelzellkulturen wurde dem TGF-B-Faktor als Vermittler der
interzellularen Kommunikation besondere Bedeutung bei der radiogenen Zelltransformation zuge-
schrieben (Terzaghi-Howe 1990). Zur Erkldrung der insgesamt geringeren Befundausprigung kann
neben der konventionellen Fraktionsdosis vermutlich die Unterschreitung der mit ca. 70 Gy angegebe-
nen TD des Larynx beitragen, wohingegen keine Hinweise zur Progredienz bzw. allgemeinen Inzi-
denzzunahme von Spétreaktionen zwischen 6 und 12 Monaten (Fu et al. 1995) erwuchsen.

Unsere auch in der Trachealregion beobachteten histologischen Befunde (LymphgefiBektasien, Ode-
me, Blutgefdfdilatationen, interstitielle Zellinfiltrate, Bindegewebsvermehrungen, Driisenverdnderun-
gen) werden in qualitativer Hinsicht teilweise durch tierexperimentelle, vor allem an der Trachea un-
tersuchte Daten unterstiizt, die gesamtdosis- und fraktionsdosiskorrelierte zunehmende submukose
Driisenreduktionen, perivaskuldre, intimale und interstitielle Fibrosen (Powers et al. 1987), Zi-
lienstrukturstéorungen und Membranschdden mit zytoplasmatischen Extrusionen (Albertsson et al.
1984: insbesondere 4-7 Tage nach 10 Gy Einzeldosis), dosisabhéngige zunehmende Ziliendestuktio-
nen, -abknickungen, -abbriiche, -adhdsionen und -schwellungen (Albertsson 1985: nach 2-30 Gy Ein-
zeldosis-RT), dosiskorrelierte zunehmende Odeme und zilifire Blasen (Albertsson et al. 1983: bei ho-

heren Dosen nach fraktionierter RT mit 2 Gy/F bis zu 20 Gy Gesamtdosis), fokale Zilienverluste in-
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nerhalb der Trachealschleimhaut (Man et al. 1987: nach 20 Gy Einzeldosis), fokale Dyschylien auf-
grund erweiterter Driisengénge, fokale PE-Metaplasien, Endothelschwellungen, Muskelatrophien und
BlutgefiBteleangiektasien (Zdllner et al. 1988) sowie Odeme, GefiBdilatationen und Rundzellinfiltrate
(Danielsson et al. 1971: nach 30Gy Protonen-Einzeldosis) beschrieben. Hinsichtlich der Becherzellan-
zahl konnten wir jedoch keine nennenswerten Verdanderungen feststellen, hier ergaben sich weder
Hinweise auf eine Abnahme (Powers et al. 1987) noch Zunahme (Albertsson et al. 1983 & 1984, Al-
bertsson 1985). Zur allgemein {ibereinstimmend angegebenen Dosisabhidngigkeit (sowohl von der
Einzelfraktion als auch der Gesamtdosis mit allerdings durchaus variabel applizierten Fraktions- und
Gesamtdosen) kann anhand unserer Trachealbefunde beigetragen werden, indem sich bei Anwendung
des konventionell fraktionierten RT-Schemas dosisabhéngige, jedoch mehr heterogene Profile fiir die
einzelnen Befunde herausarbeiten lie3en.

Demgegeniiber fanden Lidegran et al. (1995a & b) nach Oligofraktionierung (6 bzw. 8 Gy/F bis zu
einer Gesamtdosis von 30 bzw. 40 Gy) im Rattenlarynx eine unverdnderte Histomorphologie, was
moglicherweise durch den kurzen Nachbeobachtungszeitraum von 10 Tagen erklarlich ist. Auch Bar-
nes et al. (1987) und Gilette et al. (1992) gaben nach experimenteller Thorax- und/oder Mediastinal-
RT nur sehr geringe bzw. irrelevante Trachea- und Osophagusreaktionen an, was zur Einchitzung ei-
ner relativen Strahlentoleranz von Laryngotrachealgeweben beitrug. Die insgesamt geringe (bis ma-
ximal moderate) Auspriagung unserer Befunde kann diese Auffassung unterstiitzen, zumal schwerwie-
gendere Spétreaktionen, wie z. B . Knorpel- und Knochennekrosen, 6dematdse Obstruktionen, obturie-
rende Blutgefd- und LymphgefaBsklerosen nicht zutage traten und auch Epithelverhornungen, -
atrophien, -metaplasien und —dysplasien der auskleidenden Schleimhdute weitestgehend fehlten. Wei-
terhin kann sich zur Interpretation der geringeren Befundausprigung neben der Unterschreitung der
fiir Humangewebe mit 70 Gy angegebenen Toleranzdosis (Herrmann & Baumann 1997) die konventi-
onelle Fraktionsdosis anbieten, da Powers et al. (1987) bei ihren histologischen Befunden an Hunden,
die im Bereich der Trachea entweder mit 36 bis 74 Gy in 2 -, 3 - oder 4 Gy-Fraktionsdosen oder mit
36, 44 oder 72 Gy in 4 Gy-Fraktionsdosen bestrahlt und entweder 6 Monate oder 1, 3 oder 12 Monate
nach RT untersucht wurden, eine signifikante Reduktion unerwiinschter radiogener Spatreaktionen bei
geringeren Fraktionsdosen zeigen konnten. Inwieweit die von Albertsson et al. (1986) und Hakansson
et al. (1991) fiir die Trachea bzw. Albertsson et al. (1992a & b) fiir den Osophagus beschriebene akze-
lerierte Epithelproliferation bestrahlter Segmente (zumindest flir die héheren Gesamtdosen von maxi-
mal 20 Gy) in der Frithphase nach kombinierter Radiochemoexposition, die in einer nach 19 Tagen
einsetzenden Basalzellhyperplasie zum Ausdruck kam, moglicherweise zusétzlich zur geringeren Be-
fundauspragung beitrug, kann nur spekulativ beriicksichtigt werden, da wir die Frithphase in den von
uns gewdhlten Zeitfenstern nicht dokumentierten. Dennoch kann die akzelerierte Epithelproliferation,
die im tiibrigen auch bei zusétzlich zur RT applizierten radiosensibilisierenden Substanzen (z. B. Mi-
sonidazol) von Albertsson et al. (1985) verstarkt beobachtet wurde, andererseits Interpretationen hu-

maner Daten (u. a. Budach 1998) stiitzen, die nach kombinierter Radiochemotherapie zwar in der Re-
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gel von einer erhohten Frithtoxizitdt, jedoch meist unbeeinflussten, zumindest nicht eindeutig erhéhten
Spéttoxizitéit ausgehen.

Die von uns gefundene Befundpersistenz bis 12 Monate nach abgeschlossener RT weist auf einen Zu-
sammenhang mit chronischen radiogenen Spatreaktionen hin. Das Fehlen schwerwiegenderer Befunde
bei der 6-Monats- und 12-Monats-Latenz spricht zumindest gegen eine wesentliche Befundmodifika-
tion in der Nachbeobachtungszeit, wie es z. B. tierexperimentell von Zdllner et al. (1988) im Lang-
zeitverlauf oder auch fiir geringere Dosen (10 Gy Einzeldosis) und frithe Nachbeobachtungsintervalle
(bis 10 Tage post RT) von Albertsson et al. (1984) angegeben wurde. Letzteres hdngt vermutlich mit
der allgemein angenommenen Reversibilitit von Frithreaktionen zusammen (Herrmann & Baumann
1997). Allerdings beobachteten Zollner et al. (1988) bzw. Danielsson et al. (1971) auch noch 1 Jahr
nach RT Muskelatrophien, GefiBdilatationen, noch verminderte Gewebsregenerationsleistungen, O-
deme und Rundzellinfiltrate, was wenigstens teilweise die Dauerhaftigkeit unterstiitzen kann.

Es ist jedoch zu bemerken, dass trotz des vorgenommenen Vergleichs unserer Befunde mit den tierex-
perimentellen Daten gewisse Einschrinkungen der Vergleichbarkeit vorliegen. So wurden groBere
Einzeldosen (Albertsson et al. 1984:10 Gy, Albertsson 1985: 2 bis 20 Gy, Barnes et al. 1987: 20, 30
oder 40 Gy, Danielsson et al. 1971: 30 Gy, Man et al. 1987: 20 Gy) oder fraktionierte Schemata mit
zum Teil hoheren Fraktionsdosen bei reduzierten oder hoheren Gesamtdosen (Gilette et al. 1992: 2, 3
oder 4Gy/F bis zu Gesamtdosen von 24-68Gy, Albertsson et al. 1983 & 1986: 2 Gy pro Fraktion bis
20 Gy Gesamtdosis; Powers et al.: 1987: 2, 3 oder 4 Gy/F bis 36-74 Gy Gesamtdosis und 4 Gy/F bis
36, 44 oder 52 Gy Gesamtdosis) appliziert und unterschiedliche Nachbeobachtungszeiten gewihlt
(Albertsson et al. 1984 & 1986: bis 10 Tage nach RT; Albertsson et al. 1983: 1 bis 10 Tage nach RT;
Man et al. 1987: 1-2/15-16/30-34 Wochen nach RT; Powers et al. 1987: 6 und 1/3/12 Monate nach
RT; Albertsson 1985: bis 10 Tage nach RT, Barnes et al. 1987: 1/3/12 Monate nach RT, Gilette et al.
1992: 2 Jahre nach RT ). Aulerdem wurde auf verschiedene Parenchymstrukturen fokussiert, die bei
kiirzerer Nachbeobachtungszeit mehr Epithelverdnderungen beinhalteten, bei ldngerer Nachbeobach-
tungszeit weitere Strukturen wie z. B. submukose Driisen, Blutgefiafle und Bindegewebe (u. a. Powers
et al. 1987) mit einbezogen und was dariiber hinaus mittels verschiedener Techniken untersucht wurde
wie z. B. Transmissionselektronenmikroskopie [(TEM), Albertsson et al. 1984), Rasterelektonen-
mikroskopie (SEM), TEM und Lichtmikroskopie [(LM), Albertsson et al. 1983), SEM und LM (Man
et al. 1987), SEM und TEM (Albertsson 1985) und LM (Barnes et al. 1987, Powers et al. 1987, Gilette
et al. 1992). Die jedoch weitgehend iibereinstimmend genannten Dosis- und z. T. Verlaufsabhingig-
keiten beziiglich radiogener Reaktionsmuster liefen den Vergleich mit unseren Befunden nach kon-
ventionell fraktionierter RT mit einer bis zu einjdhrigen Verlaufskontrolle dennoch statthaft erschei-

nen.
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5.5.2 Extrazellulire Matrix (ECM) und Basalmembranen (BM)
5.5.2.1 Allgemeine Histologie, Pathohistologie, inklusive Immunhistologie

5.5.2.1.1 Trachea

BM sind spezifische Strukturen der ECM und beeinflussen die Zellpolaritét, -differenzierung, -
migration und Zellproliferation und tragen somit zur Aufrechterhaltung der strukturellen und funktio-
nalen Gewebeintegritdt bei (Nerlich 1995). Insbesondere an glatten Muskelzellen des Tracheobronchi-
alsystems konnte gezeigt werden, dass neben Kollagen I auch die BM-Komponenten Laminin, Kolla-
gen IV und das BM-assoziierte Fibronektin iiber den Oberfldchen-ECM-Rezeptor a5 1-Integrin anti-
apoptotisch wirken und den Phanotyp der Zellen beeinflussen kdnnen (Freyer et al. 2001). Daneben
kénnen ECM/BM-Bestandteile durch H,O,-konsumierende, reinigende Aktivitdten zur Reduktion von
oxidativem Stress beitragen (Cohn et al. 1994). Weiterhin wurde Laminin-I eine modulierende (abmil-
dernde) Rolle bei der radiogenen Angiogeneseinhibition zugeschrieben (Rose et al. 1999).

Wihrend in vitro (Kaninchentrachealepithelien) z. T nur einzelne und diskontinuierlich darstellbare
BM-Komponenten (Laminin, Kollagen IV) nachweisbar waren (Mdller et al. 1991 & 1993), konnten
Laurie et al. (1983) im Gewebeverband (Rattentrachea) in ihren immunhistologischen und biochemi-
schen Untersuchungen die spezifischen BM-Bestandteile Laminin, Kollagen IV (CIV), Heparansul-
fatproteoglykan (HPSG) und Entaktin sowie das BM-assoziierte Fibronektin qualitativ und quantitativ
charakterisierten. Auf die feine Organisationsstruktur der aus dreidimensionalen Stringen bestehenden
subepithelialen Tracheal-BM (Ratte) wiesen auch Inoue & Leblond (1988) und Inoue (1994) hin, die
sich aus CIV, assoziiert mit den Glykoproteinen Laminin, Entactin, Fibronektin, und Proteoglykanen
(vornehmlich HPSG) zusammensetzten. Auch Evans et al. (2000) identifizierten in der Rattentrachea
fluoreszenz- und elektronenmikroskopisch eine dreidimensionale Struktur speziell der Lamina reticu-
laris der BM, welche aus den Kollagenen 111, I, V, VI, Elastin / Elastin-assoziierten Mikrofibrillen und
Proteoglykanen sowie weiteren Nichtstrukturproteinen bestand und frithere Arbeiten zur biochemi-
schen Struktur der pulmonalen Bindegewebsmatrix z. B. von Sannes (1986) erginzte, der Reaktivita-
ten von Glykoproteinen, Glykosaminoglykanen und Sulfatester-enthaltenen komplexen Zuckern an
Zelloberflachen, der Elastinkomponente von elastischen Fasern und an Kollagenfasern bei Lungenge-
weben von Ratten nachwies.

Die von Laurie et al. (1983) nachgewiesenen BM-Reaktivititen lieBen sich anhand der eigenen Prépa-
rate bestitigen und zeigten bis auf die nicht immer gegebene gleichmifBige Fibronektinreaktion zu-
meist kontinuierliche Expressionsmuster. Hinsichtlich der Firbeintensitidt konnten wir jedoch beim
Laminin recht deutlich schwéchere, beim CIV deutlich schwéchere und beim Fibronektin dhnliche
Farbemuster beobachten. Das fiir die eigene Fragestellung miteinbezogene Kollagen III (CIII) zeig-
teflichenhaft-kontinuierliche, meist sehr zarte Reaktionen und dokumentierte daher auch im eigenen
Modell die als fein, diinn und netzwerkartig beschriebene interstitielle Faserart (Ham & Geneser 1990,

Melo et al. 2003).
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Wihrend Anatomie bzw. Verteilungsmuster (Bairati et al. 1996, Cohen et al. 1992 & 1993, Sasano et
al. 2001) und die biologische Bedeutung, aber auch histologische Verdnderungen der interstitiellen
Kollagene (insbesondere der Typen I und III) im Bereich der oberen Luftwege mit Einschluss der Tra-
chea z. B. bei Entwicklungs- und Altersprozessen (Collins 1982, Gabella 1991, Inerot & Heinegard
1983, Lallemand et al. 1995, Li et al. 1994, Sannes 1986, Schellenberg & Liggins 1987), Entziindun-
gen (Bellon et al. 1985, McIntosh et al. 1992, Riley et al. 1988), Allergiemodellen (Ma & Stephens
1997, Coutts et al. 2001), Wundheilungsprozessen, z. B. Trachealanastomosen (Hyytinen et al.1999,
Takagi et al. 2001, Valesky et al.1984) oder nach mechanischer Schleimhautverletzung (Morishima et
al. 2001, Murakami & Fukuda 1989), mit Fibrosen einhergehenden Repairmechanismen nach Schad-
stoffexposition (Asbest: Arden & Adamson 1992, Bleomycin: Chen et al. 2001, Zhang et al.1994),
beim Trachealersatz (Hirai et al. 1990, Kojima et al. 2002, Moussa & French 1984, Okumura et al.
1991 & 1993 & 1994a & b, Yanagi et al. 1994) und vielfach in-vitro beim Einsatz als Tragermaterial
(auch in Kombination mit verschiedenen BM-Bestandteilen) mit davon ausgehenden Differenzie-
rungsfunktionen (Baeza-Squiban et al. 1994, Chang et al. 1985, Clark et al. 1995, Davenport & Net-
tesheim 1996a & b, Hicks et al. 1999, Jetten et al. 1987, Kaartinen et al. 1993, Kim 1985, Kim et al.
1987 & 1989 & 1993 & 1998, Lee et al. 1984, Liedtke 1988, McDowell et al. 1987b, Martin et al.
1991, Moller et al. 1987, Rearick & Jetten 1989, Robinson & Wu 1993, Sime et al. 1997, Tournier et
al. 1990, van Scott et al. 1990, Wang et al. 1999, Wenig et al. 1987) teilweise sehr detailliert unter-
sucht wurden, erfolgten fiir tracheale radiogene Alterationen weniger subtypisierende , mehr allgemei-
ne (,,Bindegewebsvermehrungen‘) Beschreibungen.

Auch radiogene Verdnderungen der trachealen BM und BM-assoziierter Strukturen sind weniger be-
kannt. Hier fanden mit etwas unterschiedlicher Beriicksichtigung ihrer Komponenten mehr Entwick-
lungsprozesse, insbesondere der trachealen Driisen (Jacquot et al. 1994, Lallemand et al. 1993, Lim et
al. 1995, Tournier et al. 1992 & 1994), Eigenschaften als Trigermaterial z. B. mit Beeinflussung der
Zellmigration, -ausbreitung, -proliferation und —differenzierung (in vitro: Boland et al. 1996, in vivo:
Erjefalt et al. 1994), Wundheilungsprozesse (Erjefalt et al. 1994, Hicks 1999, Horiba & Fukuda 1994,
Kanno & Fukuda 1994, Walner et al. 2000), aber auch Erkrankungen wie z. B. die zystische Fibrose
(Hill et al. 1997) oder Asthma bzw. Asthmamodelle (Chetty et al. 1995, Pare et al. 1997, Shiels et al.
1996 & 1999, Tschumperlin & Drazen 2001) Beachtung, wobei im Asthmamodell von Tschumperlin
& Drazen (2001) neben Expressionssteigerungen von Umstrukturierungsgenen eine vermehrte Kolla-
gensynthese kokultivierter Fibroblasten besonders auffiel und von Chu et al. (1998) anhand der CIII-
Férbereaktion auf eine miBig verdickte subepitheliale ,,BM-Zone* in Biopsien unterschiedlich schwer

betroffener Asthma-Patienten hingewiesen wurde.

5.5.2.1.2 Larynx

Im Kehlkopf ergaben sich im Literaturspiegel durchaus &hnliche Interessensschwerpunkte wie im Tra-

chealbereich, die neben der strukturellen Anatomie und der Bedeutung bei der Morphogenese auch
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ECM-Verinderungen bei z. B. degenerativen, immunpathologischen oder neoplastischen Krankheits-
prozessen miteinbezogen, wihrend radiogene Alterationen weniger subtypisiert wurden.

Bei den interstitiellen Kollagenen (insbesondere CI und CIII) wurden Verteilungsmuster in verschie-
denen Knorpelgeweben (Eyre & Muir 1975) und im Glottisniveau (Friedrich et al. 1993, Garett et al.
2000, Gray et al. 1994, Melo et al. 2003, Nakaaki & Shin 1993, Paulsen & Tillmann 1997), Ent-
wicklungs- und Altersprozesse (Aoyagi 1995, Cohen et al. 1992 & 1993, Engelmann & Leutert 1989,
Morrison & Gore-Hickman 1986, Paulsen et al. 2000, Subotic et al. 1984) und die Eignung bzw. Ei-
genschaften als Stimmlippen-Augmentationsmaterial untersucht (Berghaus 1987, Courey et al. 2001,
Ford et al. 1984 & 1987, Remacle & Marbaix 1988, Staskowski et al. 1998). Aber auch Verdnderun-
gen bei Krankheitsprozessen, wie den Larynx betreffende osteoarthritis-dhnliche Krikoarytaenoidge-
lenkdegenerationen (Paulsen & Tillmann 1999: Kollagendemaskierungen, Proteoglykanverluste, ver-
mehrter CVI-Nachweis), Chondrodysplasien (Greco et al.1984), Hyalinosen (Kautzky et al. 1989) und
Kollagenosen (Nishinarita et al. 1995, Tsunoda & Soda 1996, Ubersicht bei Wiedemann & Matthay
1989) sowie bei Tumoren wurden erfasst. Bei Letzteren war neben der Bedeutung als Leitschiene bei
der tumordsen Knorpelinfiltration (Yeager & Archer 1982, Paulsen & Tillmann 1997) und dem Ver-
teilungsmuster in seltenen Tumoren (Fibrosarkom: Hirabayashi et al. 1989) bei Larynxkarzinomen
interessant, dass CI-Expressionsmuster mit Reaktivititsverainderungen von Matrixmetalloproteinasen
und deren Inhibitoren korrelierten (Sawatsubashi et al. 1998). Bei invasiven Larynxkarzinomen wie-
sen Hagedorn et al. (1999) bzw. Knobber (1994) auf eine (TGF 1 vermittelte) verstirkte Bildung und
Ablagerung der interstitiellen Kollagene III, V, VI (und Tenascin) bzw. das vermehrte subepitheliale
Auftauchen feingranuldren Materials und kollagenartiger Strukturen mit schwer abgrenzbarer Lamina
fibroreticularis hin.

Die fiir Stimmlippengewebe der Ratte beschriebenen Kollagenexpressionen (CI, III-VIII, XV, XVII,
XVIII: Ding & Gray 2001), insbesondere jedoch die fiir Humangewebe angegebene feine netzwerkar-
tige, geschichtete Kollagenorganisationsstruktur der Lamina propria (Melo et al. 2003), die daneben
aber auch elastische Fasern, Proteoglykane, Glykoproteine, Mineralien und Wasser enthilt (Gray
2000, Gray et al. 1993, Gray et al. 1999, Hallen et al. 1996, Sato 1998) und der im Vergleich zum CI
deutlich geringere CIII-Gehalt der Stimmlippenregion (Cohen et al. 1993) lieen sich anhand der sehr
zart-flichenhaften CIII-Expressionsmuster bei unseren Kontrollgeweben im Stimmlippenbereich
nachvollziehen. Die nicht streng dreischichtig beobachteten Muster konnen einerseits durch die Unter-
suchungstechnik bedingt sein, die im Gegensatz zur Pikrosiriusmethode (Melo et al. 2003) die CI-
Expression nicht miterfasste. Andererseits wurden fiir verschiedene Tierspezies im Vergleich zu hu-
manen Geweben, aber auch im Vergleich untereinander differente Verteilungsmuster mit unterschied-
lichen Kollagen- und Elastinverdichtungen (Garett et al. 2000: Hund, Affe, Schwein) oder insgesamt
einfachere, weniger deutlich geschichtete Lamina propria-Strukturen beschrieben (Ishii et al. 1999:
Affe).

Reaktionen der BM und -assoziierter Strukturen wurden im Larynx einerseits zur Differrezierung von
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LymphgefédBen, BlutgefdBlen und artefiziellen Gewebeliicken genutzt (Werner 1995), andererseits galt
ein besonderes Interesse den Expressionsmustern bei der chronischen Laryngitis, beim Reinke-Odem
und Tumoren (Antonelli et al. 1991, Carlevato et al. 1996, Cortesina et al. 1996, Courey et al. 1996,
Dobros et al. 1995, Gray et al. 1995, Hagedorn et al. 1994, Kopf-Maier & Merker 1991, Knobber
1994, Nerlich 1995, Nerlich et al. 1994 & 1998, Nicolai et al. 1990). Hier ergaben sich heterogene Be-
funde. Wihrend fiir die chronische Laryngitis bzw. die polypoide Corditis BM-Verdickungen und
durch Kollagenfaservermehrungen BM-Verdichtungen der Lamina fibroreticularis (Kndbber 1994)
und vermehrte knotig-clusterhafte Fibronektinexpressionen (Courey et al. 1996), aber auch unverin-
derte BM- und Fibronektinfarbungen oder verringerte CIV-Reaktionen (Courey et al. 1996), fiir
Stimmlippenkndtchen BM-Verbreiterungen mit intensivierten CIV- und betont dichten Fibronekti-
nexpressionen (Gray et al. 1995, Courey et al. 1996), fiir Stimmlippenpolypen intensitdtsgeminderte,
teilweise sogar fehlende, teilweise kaum verdnderte CIV-Expressionen und z. T. clusterartige, z. T.
geringe Fibronektinreaktionen (Courey et al. 1996, Gray et al. 1995), fiir Reinke-Odeme z. T kaum
verdnderte CIV-Reaktionen und nur geringe Fibronektinvermehrungen (Gray et al. 1995), aber auch
unregelmifige, in die Lamina fibroreticularis hinein protrudierende Verdickungen der Lamina densa,
Ankerfilamentvermehrungen der Lamina fibroreticularis und fokale BM-Liicken (Kndbber 1994) be-
schrieben wurden, standen bei Epitheldysplasien und Epithelproliferaten noch fokal betonte BM-
Unterbrechungen, bei malignen Larynxtumoren (vorwiegend PECA) zunehmend ausgedehntere (und
teilweise mit dem Differenzierungsgrad und der Prognose korrelierende) die einzelnen Komponenten
HPSG, Laminin, CIV und CVII unterschiedlich betreffende qualitative und quantitative BM-
Unterbrechungen/-Liicken/-Abbriiche/-Fragmentierungen/-Expressionverminderungen/-Verluste, -
Duplikationen, auch in Kombination mit Lamina densa-betonten unruhigen, unregelméfigen und un-
geordneten BM-Verbreiterungen im Vordergrund (Antonelli et al. 1991, Carlevato et al. 1996, Corte-
sina et al. 1996, Dobros et al. 1995, Hagedorn et al. 1994, Knobber 1994, Nerlich 1995, Nerlich et al.
1998, Nicolai et al. 1990), die hdufig von verstarkten und vermehrten peritumoralen bzw. subepithelia-
len Fibronektinablagerungen begleitet wurden, besonders in Arealen mit verstirkten entziindlichen-
zellularen Stromareaktionen. Es konnen jedoch bei lokal invasiven, malignen Kopf-Hals-Tumoren ne-
ben BM-Fragmentierungen und -verlusten auch stark verbreiterte BM um Tumorzellkomplexe und
tropfige BM-Einschliisse in den Zellformationen auftreten (Nerlich et al. 1994).

Die von uns beobachteten laryngealen Expressionen der BM und des BM-assoziierten Fibronektins bei
Kontrollpraparaten werden qualitativ durch die Angaben von Laurie et al. (1983), Ding & Gray (2001)
und Thibeault et al. (2003) gestiitzt, fielen jedoch hinsichtlich der Férbeintensitit besonders bei den
Komponenten Laminin und CIV deutlich schwicher aus. Auch die fiir humane Glottisgewebe be-
schriebene diinne, kontinuierliche subepitheliale BM (Dicke bis ca. 0.5um) sowie das feinfibrilldre
Fibronektinfdrbemuster mit Reaktionsverdichtungen in der BM-nahen Zone der Lamina propria (Cou-
rey et al. 1996, Gray et al. 1995) lie§ sich anhand der eigenen Préparate nachvollziehen, wobei die

nicht immer kontinuierliche Fibronektinexpression durch gewisse Minderungen/Schwichen der Pars
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fibroreticularis miterklart werden kdnnten (Inoue & Leblond 1988).

5.5.2.2 Radiogene Verinderungen der ECM / BM

Nach Fajardo (1982) und Herrmann & Baumann (1997) sind insbesondere im Gewebe des Magen-
Darm-Kanals, der Nase/des Nasopharynx, des Larynx, des unteren Urogenitaltrakt und der Haut
»stromale® bzw. ,.bindegewebige” radiogene Spatverinderungen zu beachten. Nach allgemeiner Auf-
fassung (Ubersicht bei Fajardo 1982, Fajardo & Berthrong 1978, Herrmann & Baumann 1997, Scherer
& Sack 1996) kommt es nach Odembildung und Ausbildung eines fibrindsen Exsudat zur Vermehrung
und Einsprossung von Kollagenfasern und Teilersatz des Exsudates durch Kollagenfasern, was von
zunichst vermehrt auftretenden (Herrmann & Baumann 1997), akzeleriert differenzierenden (Rode-
mann et al. 1995) oder morphologisch verdanderten atypischen Fibroblasten (Fajardo 1982), spéterhin
reduzierten Gewebezellen sowie Gefallverdnderungen (Dilatationen, Stenosen, Permeabilitdts- und
Fragilititszunahme) begleitet wird (Fajardo & Berthrong 1988). So wurde speziell im Larynx iiber his-
tologisch nachgewiesene vermehrte Kollagenablagerungen bzw. eine progressive Fibrose vor allem in
Ubersichten (Fajardo 1982, Parsons 1994, O’Brien 1996) berichtet. Auch Mann et al. (1981) fanden 7
Monate nach RT u. a. fokale Kollagenvermehrungen in dem von ihnen untersuchten Laryngekto-
miepréiparat.

Weniger fiir die Frithphase (Ward et al. 1988), sondern mehr fiir unterschiedliche Zeitabschnitte der
Spatphase werden diese Befunde radiogener ECM-Alterationen durch zahlreiche Mitteilungen zu ra-
diogenen Lungenverdnderungen gestiitzt, die hauptsidchlich Kollagenvermehrungen im Sinne einer
Fibrose, insbesondere vermehrte CI- und CIII-Ablagerungen im Gewebe darstellten (Ubersichten bei
Herrmann et al. 1995 und Penney et al. 1982, weitere Literatur im Anhang). Dies steht zudem im Ein-
klang mit den in der Niere und Blase (Antonakopoulos et al. 1982, Cohen et al. 1996 & 2000, Robbins
et al. 2001), bei GefaBen (Friedrich 2000, Marijianowski et al. 1999, Mittal et al. 1990, Ward et al.
1983), in der Haut (EI Nabout et al. 1989, Fournier et al. 2001, Illsley et al. 2000, Riekki et al. 2000,
Svojtkova et al. 1983), im Darm (Allgood et al. 1996, Eriksson et al. 1983, Followill & Travis 1995,
Langberg et al. 1996, Reynaud & Travis 1984, Rubio & Jalnas 1996, Wang et al. 2001), im Myokard
(Gilette et al. 1985, Kruse et al. 2001, Marijianowski et al. 1999, Murray & Parkins 1988), im Kno-
chenmark (Kagawa et al. 1986) und in der Skelettmuskulatur (Hsu et al. 1998, Lefaix et al. 1990, Re-
my et al. 1991, Wegrowski et al. 1988 & 1992) gefundenen radiogenen Kollagenfaservermehrungen.
Interessanterweise fanden Miller et al. (1988) bis zu einem Jahr nach RT mit bis zu 14 bzw. 18 Gy
zwar auch vermehrte, dosisabhingige, Kollagentyp-spezifische (CI, CIII, CIV), jedoch zusétzlich auf-
fallig fluktuierende Expressionslevel in der Mauselunge.

Differentialbetrachtungen galten dabei auch den Verdnderungen der Kollagenratio (Verhéltnis von CI
zu CIII), indem einerseits Ratioanstiege, d. h. CI-Anstieg und CIII-Abfall (Martin et al. 1992, Murray
& Parkins 1987, Song et al. 1998b), andererseits Ratiominderungen (CIII-Vermehrungen: Remy et al.

1991) sowie uneinheitliche zu- und abnehmende Ratioverdnderungen (Gorodetsky et al. 1991, Kraft et
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al. 1996) oder fehlende Veranderungen (Walklin et al. 1987) mitgeteilt wurden. In vitro (Rattennieren-
tubulusepithelien) konnte ein Ratioanstieg im Sinne Cl-betonter, dosisabhéngiger mRNA-Level-
Anstiege fiir CI und CIII gezeigt werden (Zhao et al. 2000).

Parallel konnen partielle Kollagenabbauvorginge (Méusekolon: Martin et al. 1992) vorliegen oder
mehr relative Kollagenvermehrungen durch eine zunehmende Parenchymatrophie das histologische
Bild kennzeichnen (Niere: Meistrich et al. 1984, Gastrointestinaltrakt: Ito et al. 1986). In vitro wurden
relative Kollagenvermehrungen durch eine im Vergleich zur allgemeinen Proteinsynthese weniger ge-
hemmte Kollagenproduktion gefunden und im Sinne radiogener Fibroblastenselektionierungsprozesse
interpretiert (Nguyen et al. 1991).

Demgegeniiber fehlten selbst in der Spétphase (Hauer-Jensen et al. 1986: bis 44 Wochen nach RT)
Kollagenakkumulationen im Rattendiinndarm bzw. signifikante Fibrosen/vermehrte Kollagenmengen
(Haveman et al. 1996: bis 32 Wochen nach RT) im Lebergeweben von Ratten. Weitgehend unverin-
derte Kollagene konnten auch fiir kiirzere Nachbeobachtungsphasen beobachtet werden, indem Wang
& Robbins (1996) bei bis 48 Stunden nachuntersuchten Nierenmesangiumzellen zwar gesteigerte
mRNA-Level fiir TGF-B1, Fibronektin und Biglykan, jedoch keine gesteigerten Decorin-, CI- und CI-
II-mRNA-Level fanden oder Biert et al. (1998) bei Kolonanastomosen von Ratten 8-12 Tage nach RT
keine nennenswerten Kollagenbildungen angaben. Bei einem sehr dhnlichen Kolonanastomosen mo-
dell beschrieben Gu et al. (1998) verringerte Transkriptions-, Synthese- und Sekretionsraten von Kol-
lagenen.

Diese Daten weisen auf eine Heterogenitét radiogener Reaktionsmuster, beurteilt anhand der Verdnde-
rungen der interstitiellen Kollagene im Gewebe, aber auch in vitro hin, wobei sich Zusammenhinge
mit der applizierten Dosis, der Fraktionierung, der Nachbeobachtungszeit und dem untersuchten Ge-
webe ergeben.

Bei unseren Priparaten iberwog lokalisations- und dosisabhédngig eine gesteigerte und mehr verbrei-
terte CIII-Immunreaktivitdt. Dies war im Bereich des Perichondriums, der 6sophagealen Adventitia
und im Interstitium der Schilddriise gut zu belegen, betraf aber auch submukdse und tiefere interstitiel-
le Abschnitte der Trachea sowie Reaktionen um tracheale Driisenformationen. Positiv dosiskorrelierte
tendenzielle Expressionssteigerungen waren vor allem submukos im Bereich der Supra- und Subglot-
tis und der aryepiglottischen Falte, um supra- und subglottische Driisen und im lockeren supraglotti-
schen Interstitium, daneben bei Kapillaren sowie beim Rekurrensnerven auffillig. Im Bereich des Si-
nus piriformis (submukds, im lockeren Bindegewebe, bei dort liegenden Nervendsten) waren nur bei
der hochsten Dosis (60 Gy) tendenziell verstirkte Expressionen sichtbar. Sonstige Lokalisationen bei
bestrahlten Tieren zeigten im wesentlichen unverinderte Reaktionen. Eindeutige qualitative oder
quantitative Reaktivititsabnahmen waren nicht nachweisbar. Einerseits spricht einiges dafiir, dass
durch die RT schon ab geringen Dosen (bzw. dosis- und/oder latenzabhéngig) die Genexpressionslevel
der ECM-kodierenden Sequenzen (Alexakis et al. 2001, Followill & Travis 1995, Johnston et al. 1995,
Kruse et al. 2001, Rubin et al. 1995, Zhao et al. 2000) und Genproduktlevel (Alexakis et al. 2001,
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Fournier et al. 2001, Johnston et al. 1995, Miller et al. 1988, Riekki et al. 2000) ,,angeschaltet™ bzw.
»hochreguliert werden, was zu einer gesteigerten ECM-Ablagerung im Gewebe und damit verstérkt
nachweisbarer Immunreaktivitét fithren kann. Andererseits weisen histologische, elektronenmikrosko-
pische und biochemische Untersuchungen darauf hin (Belkoff & Haut 1992, Cheung et al. 1990, De-
Dayne & Haut 1991, Fujisato et al. 1999, Kucharz 1992, Salehpour et al. 1995, Svojtkova et al. 1983,
Tzaphlidou et al. 1997), dass durch die RT die innere Struktur der Kollagene verdndert sein kann, was
in einer erhohten AK-Zuginglichkeit und damit verstiarkten Nachweisbarkeit resultieren konnte. In-
wieweit TGF-B1 oder weitere Mediatoren (z. B. Plattchenwachstumsfaktor, Insulin-dhnlicher Wachs-
tumsfaktor-I, Tumornekrosefaktor a: Thornton et al. 1996, Interleukine: Buttner et al. 1997, Chemoki-
ne: Johnston et al. 1998) moglicherweise lokalisationsdifferent zur CIII-Expressionssteigerung beitra-
gen, wurde von uns nicht untersucht. Literaturgemal3 (Ehrhart et al. 1997, Herskind et al. 2000, Hill et
al. 2001, Kolb et al. 1999, Rodemann et al. 1995, Rubin et al. 1995) kann fiir TGF-B1 eine vermehrte
proliferations- und differenzierungsstimulierende Wirkung und nachfolgend vermehrte Kollagenpro-
duktion bei Fibroblasten iiber autokrine, aber auch parakrine radiogene Aktivierungsprozesse ange-
nommen werden, zumal auch Osteoblasten nach RT TGF-f1-Rezeptoren vermehrt exprimierten (Gal
et al. 2000) bzw. Rattennierentubulusepithelien CI-betonte, mRNA-Level-Anstiege fiir CI und CIII in
Kombination mit einem TGF-B1-mRNA-Anstieg nach RT aufwiesen (Zhao et al. 2000). Daneben
konnen Hyaluronfragmente die Expression von CI- und CIII-Genen induzieren (Li et al. 2000), wobei
unterschiedlich charakterisierte Fibroblastensubtypen (Penney et al. 1992, Phipps et al. 1989) bzw.
unterschiedliche Fibroblastenzelllinien (Lara et al. 1996) different in den den Fibrosierungs- bzw. ra-
diogenen Fibroblastendifferenzierungsprozess involviert sein konnen.

Beziiglich der eher geringgradigen Befundauspragung kann als Erkldrung dienen, dass nach den Lite-
raturdaten asymmetrische und unterschiedliche Verdnderungen der CI-/CIII-Ratio, hdufiger zugunsten
einer starkeren CI-Vermehrung, vorliegen kdnnen. Dies wurde insbesondere fiir Nachbeobachtungs-
zeitrdume von 3 Monaten bis zu 1 Jahr nach RT beschrieben. Unsere nach 6 oder 12 Monaten Nach-
beobachtungszeit erhobenen Befunde konnen daher einer schon in der fritheren Phase geringeren Aus-
pragung (die dann in die Spétphase hineinreicht) zugeordnet werden oder sie entsprechen nach primér
eventuell stirkerer Auspridgung einem bereits stattgehabten Umstrukturierungsprozess. Auch Miller et
al. (1988) fanden u. a. fir CI (peakartig verstiarkte Expression nach 15 und 30 Wochen mit zwischen-
zeitlicher Abnahme nach 20-25 Wochen Nachbeobachtungszeit) und fiir CIII (peakartig verstirkte
Expression nach 15 und 25 Wochen mit Expressionsabnahme nach 20 und 30 Wochen Nachbeobach-
tungszeit) fluktuierende Expressionslevel in der Méuselunge, was auf vermehrte Anhdufungen, aber
auch Abbauvorginge hinwies. Weiterhin kann die als relativ strahlenresistent angegebene komplexe
Organstruktur des Larynx und der Trachea bzw. die Unterschreitung der Toleranzdosis die eher ge-
ringgradige Auspriagung miterkldren, wobei auch die Vermeidung hoher Einzeldosen zu nennen ist,
die besonders tierexperimentell bei Haut-, Muskel-, Darm- und Lungen-RT mit ausgeprégteren Fibro-

sen vergesellschaftet sein konnen.
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Insgesamt resultiert aus unseren anhand der CIII-Immunreaktivitit untersuchten Befunden eine leichte
dosis- und gewebetypabhingige Fibrose in der Spétphase.

Die im Laryngo-Trachealbereich kaum bekannten, jedoch aus anderen Organsystemen mitgeteilten
Veranderungen der BM oder BM-assoziierten Strukturen sprechen ebenfalls fiir eine gewisse Hetero-
genitét radiogener Reaktionsmuster, fiir die sich Zusammenhénge mit der Dosis, dem Gewebe, der
Strahlenquelle und besonders der Nachbeobachtungsphase ergaben.

Frithere Verdnderungen erfassten den Zeitraum von Stunden bis wenige Wochen nach RT. So fanden
Bernatchez et al. (1998) vor allem 7 bis 15 Tage nach RT von Hautschnitten bei vergroB3erten und ir-
reguldr geformten Blutgefdafle betonte Lamininfarbungen, wiahrend bei Lungengefd3en 30 Tage nach
25 Gy-Einzeldosis-RT neben Verdickungen auch Fragmentierungen der Gefdl3-BM gesehen wurden
(Ward et al. 1983). Die subendotheliale BM kann daneben vom Endothel separiert sein (Hashimura et
al. 1989: 10 Gy-Ganzkorper-RT bei Miusen) oder verdnderte passive Filtereigenschaften aufweisen
(Debbage et al. 2000: 42 Gy-Fraktionierte RT bei Mausetumoren). Fibronektinablagerungen kénnen
bis 3 Wochen nach RT (10 Gy-Einzeldosis) im Wundbettbereich von Rattenhauttranssplantaten deut-
licher reduziert (Wang et al. 1996) oder 24 bzw. 48 Stunden (10 oder 20 Gy Einzeldosis-RT) im Mé&u-
se-Diinndarm nur gering verdndert sein (Berghem & Johanson 1983). In vitro kann bis 48 Stunden
nach RT bei Nierenmesangiumzellen (Einzeldosen bis 20 Gy) ein Fibronektin-mRNA-Anstieg vor-
handen sein (Wang & Robbins 1996), bei Nierentubulusepithelien (Einzeldosen bis 10 Gy) fehlen
(Zhao et al. 2000). Bis 9 Tage nach Schwerionen-RT (0.8 Gy 600 megaV) fanden sich im Mammage-
webe von Méusen im Gegensatz zur konventionellen RT BM-Integrititsstorungen mit deutlichen Irre-
gularitdten der Lamininexpression im Sinne von Diskontinuitidten und Verdickungen (Ehrhardt et al.
1996), was auch fiir Hautgewebe von Mausen 48 bzw. 96 Stunden nach Schwerionen-RT im Sinne
reduzierter Lamininimmunreaktionen, allerdings ohne begleitende CIV-Expressionsverdnderung be-
schrieben wurde (Costes et al. 2000).

Spétere Befunde, die Zeitraume von mehreren Wochen bis zu mehreren Monaten nach RT umfassten,
wiesen vor allem auf Verdickungen und Expressionsvermehrungen der BM und BM-assoziierten
Strukturen hin. In fibrotisch umgewandelten Schweinemuskelgeweben (Wegrowski et al. 1992) fan-
den sich 7 Monate nach RT neben Kollagenanhdufungen erhohte Fibronektin- und HPSG-Mengen mit
entsprechend gesteigerter Synthese. Im Lungengewebe von Méusen bestanden 6 Monate nach RT (5
bzw. 7.5 Gy und 12.5 Gy Einzeldosen) vermehrte CIV-Genexpression (Rubin et al. 1995) bzw. gestei-
gerte mRNA-Level fiir CIV und Fibronektin sowie fiir CI, CIII, TGF-B1 und -3 (Johnston et al. 1995).
Auch Miller et al. (1988) beobachteten in bis zu einem Jahr nachuntersuchten Lungengeweben von
Maiusen einen CIV-Expressionsanstieg ab 30 Wochen nach RT, wéhrend die CIV-Expressionslevel in
der Nachbeobachtungsphase bis 30 Wochen auffillig fluktuierten, indem peakartig verstirkte C IV-
Reaktionen nach 15-20 Wochen, gefolgt von einem Expressionsabfall nach 25 Wochen, auftraten. Im
Nierengewebe von Ratten (Robbins et al. 2001: 24 Wochen nach bis zu 20 Gy-Einzeldosis-RT) waren

neben CIII-Vermehrungen vermehrte interstitielle Fibronektin-Farbungen nachweisbar, bei Schweinen
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(Robbins et al. 1991: 9.8 Gy-Einzeldosis-RT) fielen bis 24 Wochen nach RT zunehmende BM-
Verdickungen und besonders nach 12 Wochen imponierende BM-Duplikationen auf. Auch bei Gefa-
Ben von Augen, welche 6 %2 bis 11 Monate nach RT wegen Melanom enukleiert wurden (Seddon et al.
(1983) bzw. GefaBen des Gastrointestinaltraktes von Mausen (Fatemi et al. 1985: 1 Jahr nach 10 Gy-
RT) zeigten sich u. a. BM-Verdickungen bzw. BM-Vermehrungen/-Verdickungen um Kapillaren, bei
kleinen Gefédfien sowie bei Nervenendigungen, vor allem im Jejunum und Kolon, wobei in bestrahlten
TM-Geweben im Mausemodell neben Lamininexpressionsstorungen und einer perivaskuldre Fibrose
auch vermehrt vielschichtige vaskuldre BM auftreten konnen (Kobayashi 1988). Im Nebenhoden von
Ratten zeigten sich nach pranataler RT irreguldre und dickere BM im Bereich der Ductuli seminiferi-
Eithelien mit irreguldr verteilten Proteoglykanen (Delongeas et al. 1987). Auf die im Parotisgewebe
von Ratten 6 Monate nach RT auftretenden Laminin-Ablagerungen und vermehrten Fibronektin-
Expressionen wurde bereits eingegangen (Gustafsson et al. 1998).

Radiogene BM-Alterationen werden durch Befunde aus anderen chronischen Noxenmodellen gestiitzt,
indem z. B. in der Neurohypophyse nach Applikation radiosensibilisierender Substanzen und entspre-
chender Lichteinwirkung bei Kapillaren verdickte, verwaschene, schwer abgrenzbare (,,blurred*) und
lokal vielschichtige BM beobachtet wurden (Frontczak-Bamiewicz 2001) oder nach Ductus-efferens-
Ligatur im Bereich der tubuldren Ductuli-seminiferi-Epithelien BM-Ablésungen sowie reichlich BM-
Anhéufungen, BM-Duplikationen und eine vermehrte Lamininproteinsynthese sowie gesteigerte
mRNA-Level fiir Laminin, CIV und HPSG nachgewiesen wurden (Richardson et al. 1998). Daneben
konnen nach UV-Lichtexposition verschiedene Haut- und BM-abbauende Matrixmetalloproteinasen
hinsichtlich ihrer Genexpression und proteolytischen Aktivitit vermehrt auftreten (Herrmann et al.
1996) bzw. vermehrt sezerniert werden (Chouinard et al. 2001).

Bei unseren Auswertungen zeigten die beiden BM-Bestandteile Laminin und CIV dosisabhédngig ii-
berwiegend Expressionssteigerungen nach RT, zumeist oberhalb einer Exposition mit 20 Gy. Diese
waren insgesamt leicht, bis z. T. mittelgradig ausgepriagt und je nach Parenchymstruktur unterschied-
lich haufig und unterschiedlich deutlich. An einzelnen Geweben waren jedoch auch verringerte Ex-
pressionen festzustellen. Laminin wurde insbesondere im M. vocalis, um laryngeale und 6sophageale
Nerveniste, im Rekurrensnerven und in der laryngealen und trachealen Muskulatur verstirkt expri-
miert. Driisen und Driisengéinge, Nervendste i. B. des Sinus piriformis und der ésophagealen Muskeln
zeigten deutlich tendenziell verstirkte Immunreaktionen. Hingegen waren subepithelial im Bereich der
Supra- und Subglottis nach 20 Gy-und 40 Gy-Exposition zunéchst deutliche Reaktivitdtsabnahmen mit
anschlieBender Reaktivititszunahme nach 60 Gy-Exposition auffillig. CIV wurde um Osophageale
und tracheale Muskelzellen, im trachealen Perichondrium und im Rekurrensnerven sowie bei Kapilla-
ren vermehrt exprimiert. In der Lamina propria der Glottisregion kam es durch BM-Kondensationen in
Assoziation zu Bindegewebs- und Infiltratzellen zu verstirkten Immunreaktionen. Tendenzielle ver-
mehrte CIV-Reaktionen fanden sich in laryngealen und hypopharyngealen Nervenésten. Andererseits

zeigten sich Reaktivitidtsabnahmen, besonders im M. vocalis und tendenziell auch um supra- und
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subglottische sowie hypopharyngeale Muskelgewebe. Weniger beim Laminin, deutlicher beim CIV
waren die Expressionsprofile durch auffillige dosisabhingige Fluktuationen im Sinne mehr heteroge-
ner Muster gekennzeichnet. Das BM-assoziierte Fibronektin zeigte dosisabhéngige und oberhalb ei-
ner Exposition mit 20 Gy zunehmende Expressionssteigerungen bei verschiedenen Lokalisationen.
Dies galt vor allem fiir die submukose Region im Bereich der Glottis, des Sinus piriformis, der Tra-
chea und des Osophagus. Bedingt durch einen Abfall der Reaktivitit nach 20 Gy-Exposition waren
auch die submukose Areale i. B. der Supra- und Subglottis und Regionen um tracheale Driisen und
Driisengénge nach 40 Gy- und 60 Gy-Exposition im Vergleich zur 20 Gy-Expositionsgruppe verstarkt
immunreaktiv. Andere Gewebestrukturen bzw. -lokalisationen zeigten vorwiegend erst nach 60 Gy-
Exposition verstirkte bzw. mehr verbreiterte Expressionen. Dies betraf das Perichondrium, Regionen
um supra- und subglottische Driisenformationen, die submukose Schicht der aryepiglottischen Falte,
das Interstitium des Osophagus und der Schilddriise, Kapillaren, die GefiBadventitia und das Intersti-
tium im Randbereich des Rekurrensnerven. Wesentliche Alters- und Latenzeffekte lieBen sich fiir die
untersuchten Strukturen nicht belegen.

Die Reaktivitditszunahmen der BM und BM-assoziierten Proteine stehen im Einklang mit den vor-
nehmlich in anderen Geweben beobachteten Befunden (Delongeas et al. 1987, Ehrhart et al. 1996, Fa-
temi et al. 1985, Gustafsson et al. 1998, Kobayashi 1988, Lefaix et al. 1990, Robbins et al. 1991 &
2001, Seddon et al. 1983, Ward et al. 1983, Wegrowski et al. 1992) und werden unterstiitzt durch die
nach anderern chronischen Schidigungsmodellen mitgeteilten BM-Alterationen, die in Form von BM-
Epithel-Separationen, reichlichen fleckférmigen BM-Anhdufungen und BM-Duplikationen auftraten,
was durch eine gesteigerte Lamininproteinbiosynthese und erhohte Transkriptionslevel fiir Laminin,
CIV und HPSG miterklart wurde (Richardson et al. 1998). Es kann daher angenommen werden, dass
die RT das ,,Anschalten” BM-kodierender Gene und die entsprechende Biosynthese auch im Laryngo-
Trachealbereich fordert, was in einer verstirkten Nachweisbarkeit zum Ausdruck kommt.

Hinsichtlich der Reaktivitidtsabnahmen kann als Erklarung dienen, dass nach RT auch kollagenabbau-
ende Enzyme hinsichtlich ihrer Aktivitit oder hinsichtlich ihrer mRNA-Level vermehrt nachgewiesen
wurden. Dieser Nachweis korrelierte mit unterschiedlich hohen Dosen und wurde z. B. fiir Kolonge-
webe (Seifert et al. 1997), Nierentubulusepithelien (Zhao et al. 2000), Bronchialepithelien (Araya et
al. 2001), Fibroblasten (Sheela & Kennedy 1986) und verschiedene Tumorzellreihen (Wang et al.
2000) beschrieben. Auch die von Miller et al. (1988) mitgeteilten dosisabhdngigen und die einzelnen
Kollagentypen CI, CIII und CIV unterschiedlich betreffenden Expressionsfluktuationen der Méause-
lunge bis 30 Wochen nach RT sprechen fiir neben den ECM-Ablagerungen stattfindende Abbauvor-
ginge. Ebenso wurden fiir Proteoglykane der alveoldren und kapilliren BM der Miuselunge neben
dosisabhingigen auch zeitabhéngige fluktuierende Verminderungen bis 12 Wochen nach RT (5, 9 o-
der 13 Gy Einzeldosis-RT) beschrieben (Penney & Rosenkrans 1984). Mogliche unterschiedliche Re-

aktionsmuster der einzelnen BM-Strukturen finden Unterstiitzung durch die von Costes et al. (2000)
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zumindest flir die Frilhphase nach Schwerionen-RT beobachteten reduzierten Lamininexpressionen
bei unverdnderter CIV-Immunreaktivitdt im Bereich der epidermalen BM von Méausen.

Die nach der Literatur beschriebenen Verédnderungen der BM und BM-assoziierten Strukturen, die ei-
nerseits durch fokale Unterbrechungen, Integritdtsstorungen und Epithelablosungen, andererseits
durch verdickte, duplizierte, vielschichtige oder nur fokal vermehrte BM-Expressionen zum Ausdruck
kamen, lieBen es daher gerechtfertigt erscheinen, auch fiir den Laryngo-Trachealbereich derartige ra-
diogene Umgestaltungsprozesse anzunehmen. Dies liel sich anhand der dosis- und lokalisationsab-
hingigen Expressionsfluktuationen und -steigerungen der BM-Proteine Laminin und CIV sowie des
BM-assoziierten Fibronektins nachvollziehen. Fiir die insgesamt geringere Befundauspragung sind
nach unserer Interpretation dhnlich wie beim interstitiellen CIII Zusammenhénge mit der komplexen,
eher weniger strahlenempfindlichen Organstruktur des Laryngo-Trachealbereiches bzw. Unterschrei-
tung der Toleranzdosis zu sehen, aber auch das fraktionierte RT-Schema mit Vermeidung hoher Ein-
zeldosen zu beriicksichtigen. Moglicherweise tragt auch hier TGF-1 dazu bei, Umstrukturierungspro-
zesse iiber eine vermehrte Produktion von BM-Komponenten (CIV: Azuma et al. 1996a) oder eine
vermehrte Proteinasenaktivitidtsinduktion (Azuma et al. 1996b) zu fordern.

Im Gegensatz zu den von Sato et al. (2002) fiir humane SL-Gewebe mitgeteilten Kollagenverdnderun-
gen im Alter bzw. den von Pacheco et al. (1983) berichteten Altersverdnderungen bei Nagern, die eine
mit dem Alter zunehmende Verdickung der glomeruldren BM ohne Beeinflussung durch eine Ganz-
korper-RT (Gesamtdosen bis 4.5 Gy) angaben, waren bei unseren Untersuchungen wesentliche alters-
abhingige Befunde nicht zu erheben. Auch Laurie et al. (1983) fanden u. a. in Rattennieren, die im
Alter von 20 Tagen, 3, 10 oder 34 Monaten untersucht wurden, keine altersabhéngigen Expressions-
verdanderungen der BM oder BM-assoziierten Strukturen, was zusétzlich durch Befunde von Ding &
Gray (2001) gestiitzt wird, die fiir die CIII- und CIV-Expressionslevel von SL-Geweben keine wesent-
lichen Unterschiede zwischen erwachsenen (5-6 Monate) und alten (24-25 Monate) Ratten fanden.
Insgesamt ergaben sich, beurteilt anhand der Expressionen der BM-Komponenten Laminin und CIV
sowie des BM-assoziierten Fibronektins leichte bis z. T. moderate, dosis- und lokalisationsabhéngige,

teilweise heterogene Umstrukturierungsprozesse der BM-Zone.

5.5.3 Cytokeratine (CK) bzw. Intermediirfilamentproteine (IF-Proteine)

5.5.3.1 Allgemeine Immunhistologie und Pathoimmunhistologie

Die das intrazelluldre Stiitzgeriist ausbildenden CK bzw. IF-Proteine tragen zur mechanischen Stabili-
tit nicht nur der Einzelzelle, sondern auch des Gewebeverbandes bei und zeigen ein differenzierungs-
abhiingiges Expressionsmuster in verschiedenen Zelltypen (Ubersicht bei Moll 1993). Letzteres gab
im Bereich der Trachea dazu Anlass, CK bzw. IF-Proteine sowohl im Gewebeschnitt, aber auch in
vitro als epitheliale Identifikationsmarker (Benali et al. 1991, Davidson et al. 2000, Risbud et al. 2001,
Roggeband et al. 1994) bzw. Differenzierungsmarker bei sich entwickelnden Zellverdnderungen, ins-

besondere PE-Metaplasien (Baeza-Squiban et al. 1994: substratsrukturabhidngig, Yamamoto et al.
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1998: zeitabhingig), auch in verschiedenen Noxenmodellen (z. B. Vitamin-A-Deprivation: Denning et
al. 1994, Gijbels et al. 1992; Benzpyrenexposition/Vitamin-A-Deprivation: Edmondson & Mossman
1991, Wolterbeck et al. 1995; TGF-B1-Zusatz: Boland et al. 1996; oxydativer Stress: Baeza-Squiban et
al. 1998 & 2000, Guilianelli et al. 1993) zu untersuchen. Weiterhin wurde nach Baumwollrauch-
Exposition bei Wundheilungsprozessen besonders in trachealen Basalzellen neben morphologischen
Veranderungen (ZellvergroBerung, Zellabflachung, vermehrte Hemidesmosomenanheftung zur Basal-
lamina hin) eine deutlich reduzierte Volumendichte der CK-Filamente (Wang et al. 1992) gefunden,
nach mit Raumluft vermischter Zigarettenrauch-Exposition (als Noxen-Modell fiir das sog. ,,Passiv-
rauchen®) zeigten sich bei Wistar-Ratten vermehrte CK 15-Expressionen bei trachealen Flimmere-
pithelien, vermehrte CK 7-Expressionen bei basalen Bronchiolusepithelien, verminderte CK 8-
Expressionen bei Bronchialepithelien ohne Flimmerbesatz (Clara-Zellen) und verminderte CK 15-
Farbereaktionen bei submukodsen Driisen, wohingegen histomorphologische oder Expressionsverdande-
rungen des Larynxepithels nicht beschrieben wurden (Schlage et al. 1998b). Experimentell wurden
auch im Larynx CK-/IF-Proteinexpressionen als Identifikations-/Lokalisationsmarker (Shin et al.
1995) bzw. Differenzierungsmarker genutzt (Tsutsumi et al. 2000, Yamagushi et al. 1996).

Bei humanen Geweben standen nicht nur im Tracheobronchialtrakt, sondern auch im Larynx oder an-
grenzenden Pharynxregionen (Klijanienko et al. 1998, Murakami & Saito 1990, Wild et al. 1987) CK-
/IF-Expressionsprofile und deren Verdnderungen vor allem bei PE-Metaplasien, Prikanzerosen und
malignen Tumoren im Vordergrund (Ubersicht bei Moll 1993, Alujevic et al. 1998, Amin et al. 2001,
Balm et al. 1996, Bardos et al. 1998, Bottoni et al. 2001, Cardesa et al. 1997, Chan et al 1997, Horn et
al. 2001, Incandela et al. 1999, Kim et al. 1998, Kruslin et al. 1998, Lobeck et al. 1986 & 1988, Meis-
ter & Goertchen 1994, Morice & Ferreiro 1998, Otto 1999, Philippi 1991, Saito 1994, Terry et al.
1986, Tsubochi et al. 2000, Van der Velden et al. 1997, Vollrath et al. 1983, Wallner et al. 1990), wih-
rend spezifische radiogene CK-/IF-Expressionsverdnderungen in laryngotrachealen Normalgeweben
weniger bekannt sind.

Das von uns gefundene Reaktionsspektrum bestétigte im Wesentlichen die aus humanen Geweben be-
kannten (Moll 1993, Stosiek et al. 1991, Lobeck et al. 1986 & 1988) sowie speziell fiir die Rattenspe-
zies mitgeteilten Expressionsmuster (Schlage et al. 1998a, Kasper et al. 1993, Evans et al. 1993) i. B.
der oberen Luftwege.

Hier konnten insbesondere die gut dokumentierten Befunde nach Schlage et al. (1998a) fiir kuboidale
(nichtzilientragende) und respiratorische (zilientragende) Epithelien sowie squamoide Epithelien ver-
gleichend beriicksichtigt werden. Wir wéhlten allerdings fiir kuboide und squamoide Zellen bevorzugt
den Begriff Indifferenzepithel, da sich die Zelltypen nicht immer streng differenzieren lieBen und nicht
immer zwanglos mit den aus humanen Geweben bekannten Transitionalzellen, die einerseits respira-
torisch differenzierten Transitionalzellen (3-4 reihiges zylindrisches Flimmerepithel), andererseits
plattenepithelial differenzierten Transitionalzellen (mehrschichtiges Zylinderepithel ohne Flimmerbe-

satz, z.B. Stosiek et al. 1991) entsprechen, vergleichbar waren. Die recht schwache CK 13-Expression
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in Kombination mit wenn auch nicht ausgeprigter CK 19-, jedoch kréftiger CK 18-Expression unter-
stiitzte neben dem morphologischen Bild die Zuordnung zu Indifferenzepithelien, da sich die Expres-
sionen von der Glottis-SH (unverhorntes PE: CK 13+, CK18-, CK 19 inkonstant +) und den respira-
torischen Epithelien (CK 13-, CK18+, CK 19 schwach +) unterschieden. Unsere Befunde dieser
Zelltypen bezogen sich jedoch auf Reaktionen in Regionen der Supra- und Subglottis, der Trachea und
des Pharynx, und nicht wie bei Schlage et al. (1998a) auf das Glottisniveau. Diese zelltypkonsistenten,
aber etwas lokalisationsdifferenten Firbereaktionen kdnnten durch die unterschiedlichen Schnitte-
benen erklarlich sein, welche bei Schlage et al. (1998a) mdglicherweise auch supra- und subglottische
Areale miterfassten und bei unseren Priparaten streng ventrale oder dorsale Glottisabschnitte nicht
immer optimal beurteilen lieB. Fiir die Glottisregion darf zumindest abschnittsweise unverhorntes Plat-
tenepithel angenommen werden (Hebel & Stromberg 1986, Lewis & Prentice 1980), was auch von
Schlage et al. (1998a) als zu erwartendes Epithel angegeben, in seinen evaluierten Glottispraparaten
aber nicht vorgefunden wurde. Unsere CK 19-Reaktionen beim Glottisepithel waren relativ schwach
und inkonstant, was die Beurteilbarkeit einschrinkte, und zeigten keine RT-abhédngigen Effekte. An-
dererseits konnten die etwas konstanteren CK 19-Expressionen unverhornter Epithelien anderer Loka-
lisationen dafiir sprechen, dass im Glottisepithel mehr heterogene (relativ strahlenresistente) Expres-
sionen vorliegen, wohingegen in unverhornten Epithelien der nédheren Umgebung strahlenabhéngige
Effekte mit wenn auch nur gering vermehrter Expression (zumindest bei geringeren und mittleren
Dosen) zu berlicksichtigen sind. Wenn im Zuge geringerer Strahlendosen auch mehr entziindlich-
reparative Vorgédnge miteinbezogen werden, steht eine vermehrte CK 19-Reaktion im Einklang mit
Moll (1993), der im Vergleich von normaler Wangenschleimhaut (CK 19-Expression abschnittsweise
in der Basalschicht) mit entziindeter Hypopharynxschleimhaut fiir letztere eine viel ausgedehntere CK
19-Expression fiir basale und auch suprabasale Zellen angab. Auch Lobeck et al. (1988) fanden bei
entziindlich-reaktiven, hyperplastischen laryngealen Flimmerepithelien neben betonter CK 13-
Expression verbreiterte, ausgedehntere CK 18- und CK 19-Reaktionen an. Das CK 13-
Expressionmuster entsprach weitgehend der fiir PE {iblichen Verteilung, was durch die zumeist sehr
schwache Reaktion fokal verhornender PE der angrenzenden Pharynx- und Osophagusschleimhaut
und die als typisch geltende CK-13-Expression in PE-Metaplasien, die wir vereinzelt in der Schild-
driise und bei submukosen Driisen beobachteten, unterstiitzt wurde. Zelltypkonsistent, jedoch etwas
lokalisationsdifferent — wie bei CK 17/19 bereits erwidhnt — konnten im Larynx auch fir CK 18 die
von Schlage et al. (1998a) angegebenen epithelialen Reaktionen fiir respiratorische und Indifferenze-
pithelien bestitigt werden, wobei sich durchaus Korrelationen zur als besonders kriftig und ausge-
dehnt beschriebenen CK 18-Expression im Randzonenepithel humaner SL-Gewebe ergeben (Lobeck
et al. 1988). Demgegeniiber lieBen sich die fiir humane unverhornte PE der Glottis als Besonderheit
angegebenen kréftigen CK 18- Und 19-Reaktionen in basalen und suprabasalen Schichten (Lobeck et
al. 1988) anhand der eigenen Préparate fiir CK 18 nicht, und CK 19 nicht sicher belegen. Dies konnte

durch die Tierspezies bedingt sein, andererseits wird fiir CK 18 nicht immer von einer Expression im
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glottalen Epithel ausgegangen (Burkhardt & Meyer-Breiting 1999, Saito 1994).

Auch die von Kaspar et al. (1993) fiir das normale, bronchiale Epithel angegebenen AK-Reaktivititen
gegeniiber den CK 8, 18 und 19 (in Hauptbronchien auch fokal CK 7 Expression und CK 4 Expression
bei Einzelzellen) lieBen sich bei den, wenn auch an weiter kranial gelegenen respiratorischen Epithe-

lien der Trachea und des Larynx beziiglich der CK 18- und CK 19-Reaktivitidten nachvollziehen.

5.5.3.2 Radiogene Reaktionen (einschliefllich Effekte weiterer Noxen) der CK bzw. IF-
Proteine

Fiir das Lungengewebe konnte in histologischen und immunhistochemischen Studien zu zelluldren
und extrazelluldren Verdnderungen bei der Lungenfibrose, die allerdings neben der Bestrahlung auch
andere Noxenmodelle (vor allem Bleomycin-induzierte Fibrosen) als Ursache beriicksichtigten, ver-
deutlicht werden, dass zwar vornehmlich Induktion, Verteilung und Wechselwirkungen (z. B. mit
Zelloberflachenrezeptoren oder Integrinrezeptoren) verschiedener ECM-Bestandteile, wie Zytokine,
Wachstumsfaktoren, Hyaluronsdure, Kollagen und Kollagenfasertypen, Laminin und Fibronektin und
weitere Proteoglykane zu beriicksichtigen sind (u. a. Adamson et al. 1988, Anazawa et al. 1992,
Crouch 1990, Hernnas et al. 1992, Kuhn et al. 1989, Li 1992, Li et al. 2000, Martinez-Hernandez &
Amenta 1991, Mitchell et al. 1991, Nettelbladt et al. 1989 & 1991, Raghow et al. 1985, Raghow 1991
& 1994), jedoch auch nicht-epitheliale Zellen im Interstitium wie Lymphozyten, Granulozyten, Mast-
zellen, Fibroblasten (einschlieflich deren durch TGF-B stimulierbare Kollagenproduktion in vitro und
im Gewebe: Fine et al. 1990, Fine & Goldstein 1991, Hayashi et al. 1996, Raghow et al. 1989, Rit-
zenthaler et al. 1991, Ubersicht bei Rodemann et al. 1995), Mesothelien, Endothelien, Alveolar- und
Interstitium-Makrophagen (Adamson et al. 1994, Adamson & Bowden 1983, Crouch 1990, Komatsu
et al. 1989, Kuhn et al. 1989, Nettelbladt et al. 1989 & 1991, Yi-Qing et al. 1995) und kontraktile E-
lemente in Myofibroblasten (Leslie et al. 1992, Skalli et al. 1989) sowie die Interaktion zwischen A-
veolarepithelien und Fibroblasten bzw. Kollagenen (Adamson et al. 1990) eine Rolle spielen.

Da gezeigt werden konnte, dass CK bei den morphologischen Verdnderungen wihrend der Lungen-
entwicklung und bei kultivierten Typ-II-Pneumozyten miteinbezogen sind (Mitchell et al.1991, Funk-
houser et al. 1987, Funkhouser & Peterson 1989, Woodcock-Mitchell et al. 1989 & 1990), fanden in
der Lunge neben morphologischen Verdnderungen (u. a. Adamson et al. 1988 & 1990, Crouch 1990,
Anazawa et al. 1992) zunehmend auch CK- bzw. IF-Proteinverdnderungen epithelialer (und teilweise
nicht-epithelialer) Zellen bei pathologischen Umbauprozessen bzw. chronischen Schadigungsmustern
(Woodcock-Mitchell et al. 1986 & 1989, Fine et al. 1991, Mitchell et al. 1991) und nach Bestrahlung
(Fujita et al. 2000, Kasper et al. 1993, Osterreicher et al. 2001) Beachtung. So fanden sich u. a. hyper-
plastische, stark CK 8-, 18- und 19-exprimierende Typ-II-Pneumozyten bei eingetretener Strahlenp-
neumonie nach Lungen-RT (Fujita et al. 2000) bzw. verstiarkte CK 18-Expressionen dieser Alveolare-
pithelien nach toxischer Bleomycin-Applikation (Woodcock-Mitchell et al. 1986) oder mehr allge-

meinem Zelldifferenzierungsverlust (Woodcock-Mitchell et al. 1989) sowie nach Zigarettenraumluft-
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exposition (Schlage et al. 1998b). Andererseits kann die CK 18-Immunreaktivitdt vermindert sein,
wenn nach Lungen-RT (2x 15 Gy innerhalb einer Woche) neben Alveolarseptenverdickungen Typ II-
Pneumozyten-Dezimierungen vorliegen (Osterreicher et al. 2001). Kasper et al. (1993) konnten in bis
6 Monate nachuntersuchten, bestrahlten (20 Gy Einzeldosis) Lungegeweben von Ratten darstellen,
dass sich CK-Expressionsmuster, Zellmorphologie und -verteilungsmuster bei Bronchial- und Alveo-
larepithelien zeitabhidngig verdnderten. Bereits 2 bzw. 7 Tage nach RT fand sich eine ausgeprégt hete-
rogene Expression der CK 8, CK 18 und CK 19 und in terminalen Bronchioli kam es zur stark ver-
mehrten CK 4- und CK 7-Expression. Die bronchialen Epithelschichten wiesen eine geringe Hyperzel-
lularitét auf. Zusatzliche CK 19-Expressionen in peribronchialen und GefaBBmuskelzellen waren nach 2
Monaten, eine bemerkenswerte Koexpression von Vimentin und CK im Bronchialepithel mit zusétz-
lich fokaler Neoexpression von CK 13 nach 6 Monaten auffillig.

Auch wenn zu radiogenen CK/IF-Expressionsverdnderungen in laryngotrachealen Normalgeweben
weniger Erkenntnisse vorliegen, ergaben sich durch die bei Larynxkarzinomen beschriebenen histolo-
gische Verdnderungen nach RT, die sich in Form von morphologischen Kern- und Zytoplasmaveran-
derungen und auch in bestimmten Mustern am Gesamt-TM darstellten (Ubersicht bei Burkardt &
Meyer-Breiting 1999; Meyer-Breiting & Burkardt 1988) Anhaltspunkte fiir mogliche, auch CK/IF-
Proteine betreffende Alterationen im Gewebeverbund, zumal in vitro (Somosy et al. 1995) und auch
Befunde aus nicht radiogenen Noxenmodellen (Gijbels et al. 1992, Schlage et al. 1998b) bzw. chroni-
scher Nierenschiadigung (Grone et al. 1987) auf CK/IF-Proteinverdnderungen mit und ohne morpholo-
gische Alterationen hinwiesen. Demgegeniiber ergab sich aber keine Korrelation der CK- und Vimen-
tinmuster mit Priméar-TM versus Metastase oder mit dem Zustand nach RT (unverdffentliche Daten,
zitiert nach Moll 1993).

Wir fanden eine CK 13-Expressionsabnahme bei zunehmender Strahlendosis im Bereich der Glot-
tisschleimhaut. CK 17/19 wurde in supra- und subglottischen, respiratorischen Epithelien besonders
nach 20 Gy-und 60 Gy-Exposition vermindert exprimiert. Respiratorische und z. T. kuboidale Indiffe-
renzepithelien an der Innenseite der aryepiglottischen Falte zeigten ebenfalls nach initialer Zunahme
bis 40 Gy-Exposition eine CK 17/19-Reaktivititsabnahme nach 60 Gy Strahlendosis. Fiir unverhornte
PE an der AuBenseite der aryepiglottischen Falte, im Hypopharynx und im Osophagus ergab sich der
Hinweis auf eine basal betonte CK 19-Reaktion, zumindest bei geringer und mittlerer Dosis. Strahlen-
abhéngige CK 18-Reaktivititen fanden sich sowohl zunehmend als auch abnehmend. Zunehmende
Expressionen zeigten subglottische Driisen, tendenziell zunehmende Expressionen betrafen die supra-
und subglottische respiratorische Schleimhaut, supraglottische Driisen und die Thyreozyten. Tenden-
ziell abnehmende Reaktionen betrafen die Trachealschleimhaut, die trachealen submukosen Driisen
und z. T. das respiratorische Epithel an der Innenseite der aryepiglottischen Falte. Diese Verdnderun-
gen waren zumeist strahlenabhingig und zeigten eine durchaus heterogene Dosisabhidngigkeit. Gewis-
se Alterseffekte betrafen einzelne Lokalisationen. Da diese Effekte jedoch in der Regel ein gleiches

Muster wie die strahlenabhéngigen Verdnderungen aufwiesen, ist hier ein mdglicher versteckter RT-
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Effekt nicht auszuschlieen. Hingegen konnten wir in dem von uns untersuchten Zeitabschnitt nach
der Strahlenexposition (6 Monate vs. 12 Monate) keine latenzabhingigen Verdnderungen aufzeigen.
Dies kontrastiert nur insofern zu den Befunden von Kasper et al. (1993), die liber zeitabhingige, zu-
meist ab 14 Tage nach RT auffillige, morphologische und CK-Verédnderungen berichteten, als die Au-
toren ein Zeitfenster bis 6 Monate nach RT untersuchten, welches wir zur von uns intendierten Unter-
suchung von Spiéteffekten hier nicht beriicksichtigten. Allerdings unterstiitzten die von Kasper et al.
(1993) mitgeteilten heterogenen Expressionsmuster die eigenen Befundinterpretationen. Die von uns

beobachtete Heterogenitit betraf einerseits lokalisationsdifferente Strahleneffekte, was im Zusammen-

hang mit der unterschiedlichen Strahlenreagibilitdt verschiedener Zelltypen und Gewebe (Herrmann &
Baumann 1997), zusétzlich auch genetisch determinierten und weiteren endogenen und exogenen Fak-
toren (Ubersicht bei Baumann 1995) gesehen werden konnte. So reagierten Driisenformationen beziig-
lich der CK 18-Verdnderungen ,empfindlicher als Schleimhautepithelien und bei der CK 13-
Expressionsverdnderung waren nur glottale Epithelien, nicht hingegen angrenzende Pharynxepithelien
betroffen. Eine echte Neoexpression von CK konnten wir allerdings nicht beobachten, wie sie Kaspar
et al. (1993) als CK 13-Neoexpression im Bronchialepithel 6 Monate nach RT mitteilten.

Andererseits kam die Heterogenitét in radiogenen zu- und abnehmenden Expressionsprofilen sowie
dosisabhingigen, fluktuierenden Profilverldufen zum Ausdruck, wobei zu- bzw. abnehmende Expres-
sionsmuster nicht nur durch die nach Lungen-RT (Fujita et al. 2000, Osterreicher et al. 2001) bzw.
nach Bleomycin-Applikation (Woodcock-Mitchell et al. 1986) mitgeteilten Reaktivititsverdnderungen
bei Alveolarepithelien, sondern daneben auch durch die nach Zigarettenrauchexposition (Schlage et al.
1998b) beschriebenen trachealen CK-Alterationen im Sinne vermehrter CK 15-Expression im Flim-
merepithel und verminderter CK 15-Reaktivitét in submukdsen Driisenzellen (ohne begleitende mor-
phologische Verdnderungen) gestiitzt werden. Lezteres korreliert mit den eigenen Befunden dahinge-
hend, dass bis auf teilweise und fokale PE-Metaplasien i. B. der Schilddriise und moderate Verdnde-
rungen der submukosen Driisen (Dilatation, Hypoplasie, teilweise Gangepithelmetaplasien) keine
nennenswerten weiteren morphologischen Epithelveranderungen auftraten. Das Fehlen schwerer mor-
phologischer Epithelverdnderungen lie auch einen Vergleich mit maligne transformierten Zellen
nicht sinnvoll erscheinen, obwohl es dabei zu einem sehr breiten qualitativen und quantitativen CK-
Zugewinn, aber auch CK-Verlust kommen kann (Ubersicht bei Moll 1993).

Auch das IF-Protein Vimentin zeigte RT-abhingige heterogene Expressionsmuster mit zu- und ab-
nehmender Expression bei verschiedenen Lokalisationen sowie dosisabhingige, unterschiedliche Pro-
filverldufe. Allerdings konnten wir keine Koexpression mit CK im untersuchten Epithel feststellen,
was von Kasper et al. (1993) fiir Bronchialepithelien 6 Monate nach RT oder auch fiir chronisch ge-
schidigte Nierenepithelien (Grone et al. 1987) berichtet wurde.

Als mogliche Erkldrung fiir die auch im Gewebe zu befundenden radiogenen CK/IF-Verdnderungen
konnen die in vitro erhobenen, schon ab geringen Dosen von 0.5 und 1 Gy auffilligen Befunde einer

IF-Proteinzerstorung und CK-Aggregationsbildung dienen. Zusitzlich gingen diese Verdnderungen
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mit der Bildung schmaler, irregulér geformter, mit amorphem Material assoziierter Filamentstringe
einher (Somosy et al. 1995). Je nach Zerstorungs- bzw. Umstrukturierungsprozess konnte damit eine
verstiarkte als auch verminderte Immunreaktivitit verbunden sein, indem iiber verdnderte CK/IF-
Proteinkonfigurationen, -mengen und/oder AK Zugénglichkeiten auch verdnderte Expressionsmuster
hervorgerufen werden. Inwieweit diese Prozesse genvermittelt ablaufen, wurde von uns nicht unter-
sucht und bleibt daher spekulativ. In Analogie zur ECM-Umgestaltung konnte zumindest angenom-
men werden, dass verdnderte Genexpressionen und-produktlevel zum heterogenen Expressionsprofil
beitragen.

Neben dem Fehlen schwerer morphologischer Alterationen kann auch das Fehlen massiverer CK-/IF-
Proteinverdnderungen (Neo- und Koexpressionen, Totalverluste) im Zusammenhang mit der komple-
xen laryngotrachealen Organstruktur, der Unterschreitung der Toleranzdosis und besonders dem RT-
Protokolls mit konventioneller Fraktionsdosis gesehen werden, da sonst berichtete ausgedehntere und
ausgepragtere CK/IF-Proteinverdnderungen nach hoheren meist als Einzeldosis applizierten Dosen
auftraten (Kasper et al. 1993: 20 Gy Einzeldosis, Osterreicher et al. 2001: 2 x 15 Gy), was ein mdgli-
ches groBeres Reaktionspotential implizieren kann (Herrmann & Baumann 1997) und auch fiir allge-
meine, histologisch untersuchte radiogene Verinderungen ausgedehntere und schwerwiegendere Be-
funde nach hdheren Einzeldosen und / oder hoheren Gesamtdosen angegeben wurden (z. B. Adamson
& Bowden 1983, Albertsson 1985, Albertsson et al. 1984, Barnes et al. 1987, Giri et al. 1985, Man et
al. 1987, Powers et al. 1987, Shapiro et al. 1982).

Insgesamt ergaben sich fiir den Laryngotrachealbereich, beurteilt anhand der CK/IF-
Proteinimmunreaktionen, lokalisations- und dosisabhingige heterogene Expressionsprofile im Sinne

zu- und abnehmender Expressionen sowie dosisabhéngiger Expressionsfluktuationen.

6 Zusammenfassung

Zunehmende Inzidenz- und Mortalitétsraten, zunehmende Erkrankungen mittlerer Jahrgidnge und hau-
figer erst spate Diagnosestellung in bereits fortgeschrittenen Tumorstadien bedingen bei der Therapie
von Karzinomen des oberen Aerodigestivtraktes einen multimodalen Therapieansatz. Einer dieser
Saulen ist die Strahlentherapie. Wegen der engen anatomischen Nidhe und wechselseitigen Beziehung
wichtiger Organstrukturen der Kopf-Halsregion ist trotz moderner Bestrahlungstechniken die Mitbe-
lastung von nicht tumorbefallenen Normalgeweben unvermeidbar. Diese Mitbelastung kommt in zel-
luldren und strukturellen Gewebeverdnderungen zum Ausdruck. Mit der vorliegenden Arbeit wurde
das Ziel verfolgt, an einigen wichtigen Organen der Kopf-Halsregion diese Normalgewebsreaktionen
auf der phénotypischen Ebene nédher zu charakterisieren. Das gewdhlte humantherapeutisch relevante
RT-Protokoll und moderne immunhistologische Techniken sollten dazu beitragen, radiogene Struktur-
reaktionsmuster zu erkennen, die eine Zuordnung zu Funktionsstérungen erlauben und die es mogli-
cherweise erleichtern, in bei Verdacht auf TM-Rezidiv ausgefiihrten oftmals kleinen Biopsien TM-

Gewebe von einer begleitenden postradiogenen Gewebealteration zu unterscheiden. Das Untersu-
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chungsprogramm musste daher sowohl die zell- und gewebetypisierende ,,Normalhistologie als auch
die immunhistologische Charakterisierung von Zielantigenen, die fiir die Zell- und Gewebeintegritit
eine wesentliche Rolle spielen, umfassen. Zusétzlich sollte ein mdgliches radiogenes mutage-
nes/kanzerogenes Potential miterfasst werden.

In 2 Studienserien wurden die groBen Kopfspeicheldriisen, Laryngotrachealgewebe mit angrenzenden
Pharynxanteilen, Hypophysentumoren und extrakranielle Tumoren bei insgesamt 120 Wistar-Ratten
feingeweblich untersucht. Die Strahlenapplikation erfolgte nach einem konventionell fraktionierten
humantherapeutisch relevanten Protokoll mit einer Einzeldosis von 2 Gy pro Tag bis zu einer Gesamt-
dosis von 20, 40 oder 60 Gy, um die Dosisabhidngigkeit zu priifen. Um den Einfluss weiterer Faktoren
beurteilen zu konnen, wurde differenziert nach verschiedenen Altersklassen (3 Monate bis 2 Jahre)
und verschiedenen Nachbeobachtungszeiten (weniger als 4 Monate bis zu 1 Jahr) ausgewertet. Zur
Klassifikation der Strahlenreaktion im SD-Gewebe anhand der HE-Histologie wurde die fiir Human-
gewebe gebrauchliche Stadieneinteilung nach Seifert (1996) in leicht modifizierter Form genutzt, um
Vergleichsbeurteilungen vorzunehmen. Da den bisher 20 bekannten CK bzw. IF-Proteinen und extra-
zelluldren Matrixproteinen, unter besonderer Beriicksichtigung von BM-Strukturen, wesentliche Ein-
zelzell- und Gewebeintegritits-beeinflussende Funktionen zugeschrieben werden, erfolgte mit zumeist
monoklonalen Antikérpern (AK) die Darstellung dieser Zielstrukturen im Gewebe. Zum Einsatz ka-
men die AK gegen CK 5/6, 8, 13, 13/15/16, 17/19, 18 und Vimentin sowie gegen Laminin, Fibronek-
tin, Kollagen III, Kollagen I und Kollagen IV. Ein gesteigertes bzw. ungeordnetes, fiir das Gewebe
nicht typisches Proliferationsverhalten als Zeichen einer radiogenen Reaktion der Driisenparenchym-
zellen wurde mit dem monoklonalen MIB-5-AK gegen Ki-67, welches einem nukleéren, zellprolifera-
tionsassoziierten Antigen entspricht, untersucht. Die zufillig entdeckten Hypophysentumoren sowie
die extrakraniellen TM-Bildungen wurden ebenfalls in das histologische Untersuchungsprogramm
einbezogen, wobei an ersteren vor allem die auch klinisch bedeutsame Hormonproduktion interessierte
und bei letzteren nicht nur eine Aussage zur Tumorentitét, sondern auch zur Strahlenassoziation inten-
diert wurde. Um auch dem makroskopischen Gesamtaspekt, welcher mit der RT-Wirkung auf den ge-
samten Organismus zusammenhéngt, Rechnung zu tragen, wurde neben dem SD-Gewicht das Korper-
gewicht der Tiere im Zeitverlauf ausgewertet.

Im SD-Gewebe konnte eine eindeutige, positiv korrelierte Dosisabhéngigkeit der Normalgewebsreak-
tionen anhand der HE-Préparate nachgewiesen werden, wohingegen die histologischen Befunde (auch
nach der geringeren 20 Gy- und mittleren 40 Gy-Exposition) zumeist nicht alters- oder latenzabhédngig
waren. Das fiir die hochste Dosisgruppe charakteristische Stadium 2 kann somit als Beleg dafiir ge-
wertet werden, dass mit dem gewihlten RT-Protokoll eine Maximalreaktion vermieden werden kann.
Andererseits weist jedoch die fehlende Verdnderung im Zeitverlauf auf die Dauerhaftigkeit der Veran-
derungen hin. Deutlich und positiv dosisabhéingig gesteigert war die Expression der CK bzw. IF-
Proteine und der ECM- bzw. BM-Strukturen, wobei die zelltypspezifische Expression der CK erhalten

blieb. Diese Befunde weisen auf die radiogene Alteration dieser Proteinstrukturen hin und kdnnen ii-
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ber eine mangelnde Integrititsgewéhrleistung zur Erkldrung von radiogenen Parenchymstrukturverdn-
derungen beitragen. Die ebenfalls erhohte Expression des Markers MIB-5 im Sinne einer Proliferati-
onsstorung, insbesondere 6 Monate nach abgeschlossener RT, unterstiitzt das Konzept der u. a. durch
Proliferationsstérungen erklarten Normalgewebsreaktionen, weist aber auch auf die mdgliche kanze-
rogene Potenz dieser Zellen mit ungeordneter Proliferation hin.

Im Laryngotrachealbereich waren insgesamt gering bis moderat ausgepréigte, morphologische Befunde
im Sinne von LymphgefiBektasien, Odemen, BlutgefiBdilatationen, interstitiellen Zellinfiltraten,
Fibrosen, supraglottischen pseudopapilldren Formationen und Driisenverdnderungen nachweisbar, die
jedoch bis 12 Monate nach RT persistierten. Auch die CK/IF- und EMP-Expressionsmuster waren in
eher geringem bis méBigen Ausmal} verdndert, wobei jedoch eine nicht unerhebliche Heterogenitit der
Expressionsmuster auffiel. Das spricht unter Beriicksichtigung der komplexen Organstruktur des La-
ryngo-Trachealbereiches in Kombination mit der Toleranzdosisunterschreitung fiir eine relative Strah-
lenresistenz dieser Kopf-Halsregion. Andererseits weist die Persistenz darauf hin, dass die, wenn auch
geringeren Verdnderungen der Morphologie und Expressionsmuster zu den regelméBig auftretenden
Bildern radiogener Spétreaktionen gehdren.

Die von uns beobachteten extrakraniellen, malignen Tumoren waren hinsichtlich der Histologie (Plat-
tenepithelkarzinome, Adenokarzinome) und Ursprungsorte (Speicheldriisen, Maxilla, Milchleiste) un-
gewohnlich. Die immunhistologisch untersuchten CK-Muster konnten dabei vielfach die Auswertung
unterstiitzen. Die BM-Expressionen in den Tumoren waren uneinheitlich (verminderte oder vermehrte
Expressionen, BM-Verluste, BM-Fragmente). Die gutartigen extrakraniellen Tumoren und wenigen
bosartigen Milchleistentumoren waren den bei Laborratten, insbesondere im hdheren Alter haufig auf-
tretenden Spontantumoren der Brust- bzw. Milchleistenregion zuzuordnen. Unsere Befunde weisen
darauf hin, dass nicht nur Sarkome, sondern auch relativ frith auftretende Karzinome verschiedener
Ursprungsgewebe in die Beobachtungen von radiogenen Spétreaktionen mit einzubeziehen sind.

Fiinf unserer 9 zufillig entdeckten Hypophysenadenome waren endokrin aktiv und produzierten Hor-
mone. Dies unterstreicht die Notwendigkeit, auch bei unauffilliger klinischer Symptomatik, eine la-
borchemische Kontrolle der Hypophysenleistung bei Patienten, deren Hirn oder Hirnanteile im Strah-
lenfeld liegen, anzuraten.

Im Sinne der Fragestellung kann formuliert werden, dass die radiogenen Spitreaktionsmuster im Be-
reich der SD von begleitenden Tumorrezidiven leichter unterschieden werden kdnnen, wenn eine ver-
mehrte, vor allem zelltypspezifische CK bzw. IF-Expression und gesteigerte bzw. verbreiterte ECM-,
insbesondere BM-Immunreaktivitdten vorliegen. BM-Irregularititen im Sinne von Fragmentierungen,
Verlusten und schwachen Expressionen sowie zellatypische CK-Expressionen konnen hingegen auf
eine mogliche maligne Transformation hinweisen. Da jedoch auch heterogene Expressionsmuster,
nicht nur bei den untersuchten Tumoren, beobachtet wurden, ist eine Differenzierung nur im enger
Zusammenschau mit dem morphologischen Bild zuléssig. Neben den histologischen Befunden sowohl

i. B. der Speicheldriisen als auch i. B. der Laryngotrachealregion kdnnen vermutlich auch die Verén-
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derungen der integrititsgewéhrleistenden CK und EMP zur Erklarung klinisch-funktioneller Stérun-
gen (z. B. Xerostomie, Odeme, Stimmverinderungen) beitragen. Das Auftreten auch nicht sarkomat-
ser Tumoren und hormonproduzierender Hypophysenadenome sollte im Follow-up von strahlenthera-
pierten Tumorpatienten beachtet werden. Da die erhohte Proliferationsrate auf ein mogliches kanzero-
genes Potential hinweist, sollten auch bei der RT miterfasste Normalgewebe in die Routinenachkon-

trollen von Tumorpatienten nach wie vor einbezogen werden.
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8 Thesen

1. Gemal der modifizierten Klassifikation nach Seifert (Tab. 14) fanden sich bei nach einem
humantherapeutisch relevanten Protokoll (2 Gy/Tag) direkt strahlenexponierten Rattensubmandibu-
lardriisen (GSM) iiberwiegend spite Stadien 1 nach 20 Gy, Ubergangsstadien 1-2 nach 40 Gy und
Stadien 2 nach 60 Gy Gesamtdosis. Nur ausnahmsweise bestand ein Terminalstadium. Die zunehmen-
de dosisabhingige Strahlenreaktion der GSM war auch bei den geringeren Gesamtdosen zumeist nicht
latenz- oder altersabhingig. Dies weist auf den Dosiseinfluss und daneben auf die Dauerhaftigkeit der
Strahlenreaktion hin, indem auch noch ein Jahr nach Ende der RT (bis auf geringe Restitutionstenden-
zen nach 20 Gy- und 40 Gy-Exposition) morphologische Gewebealterationen auffielen. Das gewéhlte
Strahlenprotokoll erscheint dennoch geeignet, Maximalauspriagungen radiogener GSM-Reaktionen zu

reduzieren.

2. Cytokeratine (CK) bzw. Intermedidrfilamentproteine (IF-Proteine) zeigen ein differenzie-
rungsabhingiges Expressionsmuster in verschiedenen Zelltypen. Als intrazelluldres Stiitzgeriist spie-
len sie eine wichtige Rolle bei der mechanischen Stabilisation der Einzelzelle und des epithelialen
Gewebeverbandes. Das CK/IF-Proteinexpressionsmuster einer direkt exponierten GSM zeigte ober-
halb einer Exposition mit 20 Gy zumeist eine gesteigerte Expression fiir die CK 5/6, 8, 13, 13/15/16,
17/19, 18 und das IF-Protein Vimentin, die nach 60 Gy-Exposition am deutlichsten ausgeprigt war.
Die zelltypspezifische Expression blieb weitgehend erhalten. Eine echte Neoexpression lief nicht beo-
bachten. Tieralter und Latenz der RT spielten nur eine untergeordnete Rolle und verdeutlichten den
Einfluss der RT und der RT-Dosis. Das deutet auch im Gewebeverband daraufhin, dass die RT auf
,»CK/IF-Proteinebene™ Verdnderungen bewirkt, die durch Phinomene wie z. B. einen vermehrten
CK/IF-Proteingehalt, verédnderte Proteinkonfigurationen, erhohte Antikdrperzuginglichkeit und Fila-

mentdestruktionen erklart werden konnen.

3. Basalmembranen (BM) sowie BM-assoziierte Proteinverbindundungen, die spezialisierte
Strukturen der extrazelluliren Matrix (ECM) darstellen, beeinflussen Zelldifferenzierung, Zellpolari-
sation, Zellmigration sowie die Zellproliferation und spielen eine wichtige Rolle bei der mechanischen
Stabilisierung und Kompartimentierung der Gewebsstrukturen. Sowohl die interstitiellen Kollagene
(C) I und I als auch die BM-Komponenten Laminin und CIV und das BM-assoziierte Fibronektin
zeigten v. a. positiv dosisabhéngige Expressionssteigerungen mit verbreiterten und verstarkten Farbe-
reaktionen sowie Konglomeratbildungen in direkt strahlenexponierten GSM, die nach Exposition mit
60 Gy am stirksten waren. Dies deutet darauf hin, dass die sich entwickelnde radiogene Fibrose nicht
auf Anhéufungen der interstitiellen Kollagene allein zuriickzufiihren ist, sondern auch spezialisierte
Strukturen der ECM wie BM mit einzubeziehen sind. Die radiogenen BM-Expressionsverdnderungen
lassen es denkbar erscheinen, dass durch Alterationen dieser die Gewebeintegritit normalerweise auf-

rechterhaltenden Strukturen Gewebeumbauvorgénge nach RT mit erkldrt werden kdnnen.
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4. Alle Tiere zeigten eine Gewichtszunahme von im Mittel 282 g (Ausgangs-KG) auf ein mittle-
res KG von 480 g (End-KG), die jedoch bei bestrahlten Tieren, insbesondere den mit 60 Gy exponier-
ten Tieren, signifikant geringer ausfiel. Diese geringere KG-Zunahme war v. a. im Langzeitverlauf
evident, da es wihrend der eigentlichen Bestrahlungszeit nur zu einer tendenziell geringeren KG-
Zunahme gegen Ende der RT-Serie (6 Wochen nach RT-Beginn) bei 60 Gy exponierten Tieren kam.
Das unterstreicht die Notwendigkeit, auch langfristig den Allgemeinzustand zu dokumentieren. Das
Gewicht linksseitig direkt exponierter Ratten-GSM lag insbesondere nach 60 Gy Exposition signifi-
kant unter dem von Kontrollen bzw. rechtsseitigen GSM strahlenexponierter Tiere. Dieser im Wesent-
lichen von der RT, nicht hingegen von Alter oder Latenz der RT abhéngige Befund unterstiitzt die fiir
Spateffekte beschriebenen Parenchymhypoplasien.

5. Mit Hilfe immunhistologischer Techniken wurde weiterhin die Expression des proliferation-
sassoziierten Antigens Ki-67 in den GSM und teilweise den Gl. sublinguales (GSL) untersucht, da
Normalgewebsreaktionen durch Proliferationsstorungen miterklart werden. Die Proliferationsrate (PR)
war bei bestrahlten Tieren insgesamt gering erhoht, was neben der RT insbesondere vom Zeitverlauf
abhéngig war. Besonders nach Gesamtdosen von 20 Gy und 60 Gy zeigten sich v. a. 6 Monate nach
RT erhohte PR, die spéterhin (12 Monate nach RT) wieder absanken und sich den Vergleichswerten
von unbestrahlten Driisen ndherten. Dieses Verhalten war insbesondere in den GSM nachweisbar, wo-
hingegen die GSL nur einen tendenziellen PR-Anstieg zeigten. Dies unterstiitzt einerseits das Konzept
einer wenigstens passageren Proliferationsverdnderung i. B. strahlenexponierter Normalgewebe und
spricht andererseits fiir eine geringere Strahlenreagibilitéit rein mukoser Driisen wie der GSL. Bemer-
kenswert erscheint, dass die PR-Anderung beide GSM betraf, obwohl nur eine Seite direkt strahlenex-
poniert war. Dies konnte auf einem moglichen Streustrahlungseffekt beruhen, daneben aber auch mit

einer mdglichen organismusbezogenen allgemeinen RT-Wirkung zusammenhéngen.

6. Wiahrend der Untersuchungen wurde eine extrakranielle Tumorentwicklung beobachtet. Ne-
ben 9 benignen Tumoren [(TM); ein TM 1. B. der groBen Speicheldriisen (SD) eines bestrahlten Tie-
res, 8 TM bei nicht bestrahlten Tieren i. B. der Milchleiste] fanden sich 9 maligne TM i. B der groB3en
SD, 3 maligne Neoplasien i. B. der Milchleiste und 2 weitere Malignome i. B. der Maxilla. Die Loka-
lisation und die Histologie (PECA, Adenokarzinome) der malignen TM erschienen ungewdhnlich, da
fiir ,,strahlenassoziierte” maligne TM iiberwiegend Ursprungsorte i. B. der Haut und des Subkutange-
webes genannt werden und sonstige TM wie Sarkome oder Karzinosarkome fehlten. Die relativ kurze
Latenzzeit (im Median 6 Monate) wies auf eine recht friilhe und insbesondere in den SD-
Parenchymzellen auftretende maligne Transformation hin. Die gutartigen TM und die wenigen bdsar-
tigen Milchleisten-TM bei unbestrahlten Tieren sind den bei Laborratten, insbesondere im hoheren
Alter héufig anzutreffenden ,,Spontantumoren‘ der Brustregion bzw. der Milchleistenregion zuzuord-

nen. Daher sind nicht nur Sarkome, sondern unter Umstidnden auch relativ friih auftretende Karzinome
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verschiedener Ursprungsgewebe (SD, Maxilla, Milchleiste) im mdglichen Zusammenhang mit einer
RT zu beachten. Im Falle sehr aggressiver TM konnte das unterschiedliche Therapiestrategien indizie-

ren.

7. Das CK-Expressionsmuster der TM, die histomorphologisch z. T. durch sehr ungewdhnliche
Wachstums- und Zellmuster gekennzeichnet und dadurch schwierig zu interpretieren waren, unter-
stiitzte in vielen Fallen die Auswertung und erlaubte die Zuordnung zu epithelialen Ursprungsgewe-
ben. CK-Expressionsprofile konnen somit auch an Rattengeweben zur TM-Differentialdiagnostik bei-
tragen. Beziiglich der ECM-Expression existierte kein einheitliches Muster. Einerseits zeigten sich
verbreiterte BM mit vermehrten Immunreaktionen (Adenokarzinome). Andererseits konnten schwache
BM-Expressionen (PECA, adenoidzystische Karzinome), BM-Verluste (PECA) und BM-Fragmente
(PECA, Zystadenokarzinome, mikrozystisches Adenokarzinom) herausgearbeitet werden, insbesonde-
re in verstdrkt anaplastischen TM-Arealen. Weiterhin wurden BM-Konglomerate beobachtet. Trotz
der ungewdhnlichen TM-Wachstumsmuster kdnnen die, vor allem in undifferenzierten TM-Arealen

beobachteten ECM-Irregularititen auf eine Dedifferenzierung des TM-Gewebes hinweisen.

8. Bei der Hirnsektion wurden zumeist als Zufallsbefunde Hypophysenadenome entdeckt. Die
Rate von 15% bei bestrahlten Tieren betrug etwa die Hélfte der zu erwartenden spontanen Hypophy-
senadenome bei Ratten, wobei jedoch die TM friiher als erwartet auftraten. Dies sprach fiir ein be-
schleunigtes Auftreten nach RT. Dass die TM iiberwiegend nach geringeren Gesamtdosen beobachtet
wurden, deutete auf die mogliche Gefahr von fritheren TM-Entstehungen selbst nach geringerer Dosis
hin. Da es sich jedoch um Zufallsbefunde nach vorbestimmten Nachuntersuchungszeiten handelte,
konnten fiir langere Nachbeobachtungszeiten mogliche Hypophysenadenomratenanstiege auch nach
hoherer Strahlenexposition nicht ausgeschlossen werden. Die Empfehlung einer allgemeine Sektion
zur Uberpriifung der Untersuchungsbedingungen bei experimentellen Studien an Ratten kann dahin-
gehend ergénzt werden, dass insbesondere bei experimenteller Kopf-Hals-RT die Hirnautopsie routi-
nemiBig erfolgen sollte. Da 5 unserer 9 Tumoren endokrin aktiv waren und Hormone produzierten, ist
auch bei unauffalliger klinischer Symptomatik fiir die Verlaufskontrolle von strahlentherapierten Pati-
enten, deren Gehirn oder Hirnanteile im Strahlenfeld lagen, die chemische Kontrolle der Hypophysen-

leistung nach wie vor anzuraten.

9. Im Laryngo-Trachealbereich, welcher dosisabhidngig und nach Alter und Latenz ausgewertet
wurde, fanden sich histomorphologische Verdnderungen zumeist erst nach einer Exposition von 40
Gy, wobei sich die Befunde beziiglich der Auspridgung und der Inzidenz bei den Dosisgruppen nach
40 und 60 Gy-Exposition etwas unterschieden (Tab. 51). Es dominierten LymphgefiBektasien, Ode-
me, BlutgefdBdilatationen, interstitielle Zellinfiltrate, Fibrosen, supraglottische pseudopapilldre For-

mationen sowie Driisenverdnderungen, wohingegen Knorpel- und Knochennekrosen, 6dematdse Obst-
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ruktionen, obturierende Blutgefd3- und Lymphgeféfsklerosen sowie schwerwiegende Epithelverdnde-
rungen der auskleidenden Schleimhéute fehlten. Die insgesamt geringe bis moderate Befundauspré-
gung kann als Folge eines fraktionierten RT-Protokolls mit konventioneller Fraktionsdosis und der
Unterschreitung der sog. Toleranzdosis in einem komplexen Organverband interpretiert werden, wéh-
rend die Befundpersistenz bis 12 Monate nach RT daraufhin weist, dass auch geringere Verdnderun-
gen bei Spitreaktionsmustern in Normalgeweben mit einzubeziehen sind. Hierbei ist in Bezug zur
Klinik von besonderen Interesse, dass Odeme, wenn auch nicht massiv und obstruierend, zum regel-

miBig auftretenden Bild radiogener Spéatreaktionen gehoren.

10. Das normale CK-Profil im Laryngo-Trachealbereich bestitigte im wesentlichen die aus huma-
nen Gewebe bekannten sowie speziell fiir die Rattenspezies mitgeteilten Expressionsmuster. Hingegen
war die CK-Expression bei bestrahlten Tieren ausgesprochen heterogen. Dies betraf einerseits lokali-
sationsdifferente Strahleneffekte, was mit unterschiedlicher Strahlenreagibilitit verschiedener Zellty-
pen und Gewebe zusammenhingen konnte. Andererseits kam die Heterogenitét in radiogenen zu- bzw.
abnehmenden und in dosisabhidngigen, wechselnden Expressionsprofilen zum Ausdruck. Dieses hete-
rogene Expressionsmuster betraf ebenso das IF-Protein Vimentin. Dies deutet darauthin, dass die in
vitro beschriebenen IF-Proteinalterationen auch im Gewebe eine Rolle spielen. Je nach Schéadigungs-
bzw. Umstrukturierungsstatus konnten damit verstérkte wie auch verminderte Expressionen erklért

werden.

11. Fiir das interstitielle CIII iberwog im Laryngo-Trachealbereich lokalisations- und dosisabhén-
gig eine gesteigerte und mehr verbreiterte Immunreaktivitit. Dies ergénzt den Begriff der radiogenen
Fibrose dahingehend, in dem neben CI ein weiteres fibrillires Kollagen auch im Laryngo-
Trachealbereich vermehrt exprimiert wird. Die beiden BM-Bestandteile Laminin und CIV zeigten do-
sisabhiingig einerseits Expressionssteigerungen, zumeist oberhalb einer Exposition von 20 Gy. Diese
waren insgesamt leicht bis z. T. mittelgradig ausgepragt und je nach Parenchymstruktur unterschied-
lich haufig und unterschiedlich deutlich. An einzelnen Geweben waren jedoch auch verringerte Im-
munreaktivititen festzustellen. Weniger bei Laminin, deutlicher beim CIV waren die Expressionspro-
file durch auffillige, dosisabhingige Fluktuationen gekennzeichnet. Das BM-assoziierte Fibronektin
zeigte dosisabhéingige und oberhalb einer Exposition mit 20 Gy zunehmende Reaktivitdten bei ver-
schiedenen Lokalisationen. Wesentliche Alters- und Latenzeffekte lieBen sich nicht nachweisen. Auch
wenn im Zeitverlauf keine nennenswerten Verdnderungen auftraten, konnen in den lokalisations- und
dosisabhéingigen Expressionsverdnderungen radiogene ECM-Umgestaltungsprozesse zum Ausdruck
kommen. Zu der eher geringgradigen Expressionsverdnderung trigt vermutlich neben der Toleranzdo-
sisunterschreitung die komplexe Organstruktur des Laryngo-Trachealbereichs und das fraktionierte

RT-Schema mit Vermeidung hoher Einzeldosen bei.
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12. Sowohl CK/IF-Proteine als auch BM-Strukturen sind neben den mit dem Begriff der radioge-
nen Fibrose verbunden Kollagenverdnderungen in den morphologisch und immunhistochemisch do-
kumentierten Prozess der Umstrukturierung nach Strahlenexposition mit einzubeziechen. Diese Befun-
de konnen wenigstens teilweise zur Erklarung der klinischen Normalgewebsreaktionen mit Struktur-
verdanderungen (z. B. den hédufigen Larynxddemen) und Funktionsstdrungen (z. B. Dysphonien) bei-

tragen.
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11 Anhang

Tab. 1: wesentliche Bestandteile der Grundsubstanz der ECM

Vorkommen
Grundsubstanzart
Proteoglykane (PG ubiqitér
&y (PG) Hauptklassen a
= Glukosaminoglykane Hyaluronséure Geringes Vorkommen in vielen
(GAG) 2,5um langes Molekiil Geweben, fiir PG-Aggregate

= kovalent an Proteine gebun-
dene Polysaccharidketten
(friiher: Mukopolysaccharide)

Mol.-Gewicht: 10
Disaccharid-Einheiten aus:
N-Azetylglukosamin+Glukoronsiure

Nicht sulfatiert

wichtig, viel in der Gelenkfliis-
sigkeit und im Glaskorper

Chondroitinsulfat
Mol.-Gewicht: 30.000

Allgemein gering im lockeren
Bindegewebe, aber viel im

Disaccharid-Einheiten aus: Knorpelgewebe;
N-AzetylgalaktosamintGlukoronsdure Basalmembranen
Sulfatiert
Dermatansulfat Vor allem Sehnen, Haut, Aor-

Mol.-Gewicht: 30.000
Disaccharid-Einheiten aus:
N-Azetylgalaktosamin4-Sulfat+L-Iduronséure
Sulfatiert

tenwand

Keratansulfat
Geringes Mol.-Gewicht
Disaccharid-Einheiten aus: N-
Azetylglukosamin6-Sulfat+Galaktose
Sulfatiert

Hornhaut, Knorpel- und
Knochengewebe

Heparansulfat
Mol.-Gewicht: etwa 15.000
Disaccharid-Einheiten aus:

N-Azetylglukosamin+ Glukoronsédure+z. T.

L-Iduronsédure

Sulfatiert

Vor allem Aorta, Leber, Lunge;
Basalmembranen

= Die jeweiligen Hauptklassen werden als Proteoglykan-Untereinheiten zu PG-

Aggregaten zusammengefiigt




Tab. 2: wesentliche Fasern der ECM

Helix- Struktur Vorkommen
Faser- linge
art [nm]
2 Typ I 300 Fibrillen mit 68nm- Sehr weit verbreitet:
g “Reil3- Periode v. a. Knochenmatrix, Sehnen/Bénder, Dentin, Haut,
= kollagen” Blutgefifle (bes. GefdBadventitia), Septen paren-
2 chymatoser Organe
Typ II 300 Kleine Fibrillen mit | Hyaliner Knorpel, Corpus vitreum, Nucleus pulpo-
“Knautsch- 68nm-Periode sus der Bandscheibe
kollagen”
Typ I 300 |Kleine Fibril-len mit | Etwa wie Typ I, aber kaum im Knochen (nur Endost
“Rutsch- 68nm-Periode Frii- | entlang der Knochenbalkchen, nicht in der osteoiden
kollagen” her: Retikulinfasern, | Knochenmatrix), sehr wenig in Sehnen/Bandern (nur
argyrophile Fasern Peri- und Epitendineum)
aber feine Stiitzgeriiste in vielen Organen, um glatte
Muskelzellen und Nerven, in BlutgefaBwanden (bes.
Media und Intima), bes. viel in lymphatischen Ge-
weben; 30% des Dermiskollagens
Typ IV 390 Nichtfibrilldre Basalmembranen
Netzwerke keine
periodische Quer-
streifung
Typ V 300 Sehr diinne und In den meisten Bindegeweben (héufig etwa wie Typ
kurze Fasern I), hoher Anteil in Amnion, Chorion, Muskulatur,
Sehenscheiden; Knochen: end-ostal, um Osteozyten,
entlang der Canaliculi der Osteozyten, nicht in der
osteoiden Matrix
Typ VI 105 Mikrofibrillen mit Weite Verbreitung im Bindegewebe, zumeist in
100nm-Perioden Assoziation mit den interstiellen Kollagenen I, 111
(mikrofibrilldre und V, hohere Anteile in der Aortenwand
Netzwerke) Verkniipfung von Kollagenfibrillen, Zellen und BM
Typ VII 450 Antiparallel ange- Verankerungsfibrillen zwischen BM und bindege-
ordnete Dimere, webigem Stroma im Bereich platten-epithelialer
nicht fibrillér Haut- und Schleimhautgewebe
Typ VIII ? ? Endothelien
Typ IX 200 | Aggregate mit hoher Knorpelgewebe
Molekular-masse
Typ X 150 Kleine Fibrillen | Epiphysenscheibe (Zone des grof3blasigen Knorpels)
Typ XI 300 Kleine Fibrillen Knorpelgewebe
Tab. 2 (Fortsetzung)
Struktur Vorkommen
Faserart
e Glykoprotein-Mikrofibrillen von | In vielen Organen, bes. GefaBwénde
2 9 10-12nm Durchmesser (0,010- (insbes. Aortenwand), elastischer
Z S 0,012um) und Elastin (homogene Knorpel, elastische Bénder (Liga-
= Komponente), keine periodische menta flava, Stimmlippe, Conus

Querstreifung

elasticus)




Tab. 3: weitere Bestandteile der Grundsubstanz der ECM

Struktur Vorkommen

Grundsubstanzart

Polypeptidketten mit geringem In &uBerst geringen Mengen im
Gykoproteine Kohlenhydratanteil, der aus ver- Bindegewebe

zweigten KH-Ketten mit unter-

schiedlichen, periodisch eingebau-
ten Monosacchariden besteht
Ubiquitér

Wasser
Gebunden von den groflen polyanionischen KH-Molekiilen der GAG

Sowie Salze, niedermolekulare Substanzen= kleine Molekiile, Gase und Ionen




Feinstrukturierung der Intermediiirfilamentproteine (IF-Proteine)

lauben.

Gemeinsam ist den Mitgliedern dieser Multi-Gen-Familie eine zentrale stabformige Doméne (310 bis
315 Aminosduren) mit sekundirer a-helikaler Konformation. Durch laterale Assoziation der o-
helikalen Mitteldoménen (Ausbildung einer ,,coiled-coil“-Formation) werden aus 4 Proteinmolekiilen
iiber Dimere Tetramerkomplexe gebildet, welche die Grundbaueinheit der IF darstellen. Durch End-zu-
End-Anlagerung der Komplexe und dann weitere laterale Assoziation wird das Intermedidrfilament
aufgebaut. Beidseits den a-helikalen Anteil flankierend weisen die IF-Proteinketten noch jeweils ein in
Lénge und Aminoséuresequenz sehr variables, nicht helikales Kopfstiick und Schwanzstiick auf, wel-

che aus dem Filamentkern herausragen und vermutlich Wechselwirkungen mit anderen Proteinen er-

Charakteristische Merkmale und Einteilung der 7 IF-Proteinklassen

CK

Die CK-Filamente sind der IF-Typ der Epithelzellen. Sie besitzen eine hohe mole-
kulare Komplexitit und die einzelnen Proteine werden differenzierungsspezifisch
in den verschiedenen Epitheltypen exprimiert.

Vimentin

Vimentin (Molekulargewicht: 57.000) ist typisch fiir mesenchymale Zellen z. B.
Fibroblasten, Fettgewebszellen, haimatopoetische Zellen, Leukozyten und Endothe-
lien. Zusammen mit Desmin kommt es auch in manchen vaskuldren Muskelzellen,
mit Gliafilamenten in Astrozyten und mit Neurofilamenten in embryonalen Ner-
venzellen vor. Bedeutsam ist die Koexpression mit CK in bestimmten epithelialen
Zellen (z. B. Myoepithelien) sowie in seltenen nichtepithelialen Zelltypen. Die
Koexpression mit CK wird auch vielfach bei Epithelien in der Zellkultur beobach-
tet.

Desmin

Desmin (Molekulargewicht: 53.000) ist weitgehend spezifisch fiir glatte und quer-
gestreifte Muskelzellen. Ausnahmen wurden fiir nichtmuskuldre Zellen wie extra-
follikuldre (fibroblastische) Retikulumzellen des Lymphknotens und Mesothelien
beschrieben.

Gliafilament-

protein

Gliafilamentprotein (Molekulargewicht: 51.000) ist typisch fiir Gliazellen, vor
allem Astrozyten, Bergmann-Glia, Tanyzyten des Ependyms, oft zusammen mit
Vimentin. Es kommt aber auch teilweise in Schwann’schen Zellen peripherer Ner-
ven sowie in Chondrozyten vor. Ebenso ist es in Koexpression mit Vimentin und
CK in bestimmten Epithelien, vor allem in Myoepithelien nachweisbar.

Neurofilamente

Die Neurofilamente sind wesentliche Strukturbestandteile von Nervenzellen. Die
Tripletproteine (Molekulargewicht: 68.000, 160.000, 210.000) tragen lange carbo-
xyterminale Schwanzstiicke, die in den Axonen vermutlich eine wichtige Rolle bei
der Interaktion mit Mikrotubuli spielen. Auch a-Internexin gehort zu den Neurofi-
lamenten.

Peripherin

Peripherin (Molekulargewicht: 58.000) ist ebenfalls nervenzellspezifisch und wird
bevorzugt in peripheren Neuronen exprimiert.

Nestin

Nestin (Molekulargewicht: 200.000) wurde in neuroepithelialen Stammzellen ge-
funden.




Tab. 4: CK-Expressionsmuster der Rattenspeicheldriise (modifiziert nach Mori 1991 & Gustafsson et al. 1998)

Driisenzellen Azini Sekretorische Schaltstiicke Streifenstiicke

AK Tubuli

RGES53 (CK 18) 1 3(ZG) 5-6 1
(ZG: 2)

RPN1162 (CK7) Positiv Positiv Positiv Positiv

K8.60 (CK 10, 11) 1 34 1 1

RPN1160 (CK 18) 1 2 (ZG) 34 4

RPN1164 (CK 8) 1 1 4 3
(ZG: 2)

RPN1166 (CK 8) 1 1-2 6 3

1 = negativ 2 =hauchzart 3 = leicht 4 = moderat 5 = stark 6 = sehr stark

ZG = Zellgrenzen

Angaben zur Férbeintensitit: ,,considerable extent”) AK = Antikdrper

positiv = luminale Region von sekretorischen Driisenepithelien (keine spezifischen

Tab. 5: Typische CK-Expressionsmuster der Epithelien im Laryngo-Trachealbereich und Bronchialbereich
(nach Schlage et al. 1998, Evans et al. 1993) bzw. Bronchialbereich (nach Kasper et al. 1993) der Ratte und bei
Humangeweben (unterer Teil)

Basalzellen Flimmerepithel* Driisen Autor

Trachea 5/8, 14, 13/16, 19 Evans et al. 1993

7,14,15,18,19 7,8,15,18,19 14, 15, 18, 19 | Schlage et al. 1998
Bronchien 8,18, 19 Kasper et al. 1993

7 (fokal+schwach), 4 (EZ)

Trachea Moll 1993
und 5,14,15,17,19 7,8,18,19 und
Bronchien 4+13 (heterogen+ schwach) Seifert 1996

EZ = Einzelzellen

*Vimentin (Humangewebe): EZ, besonders basaler Pol




Tab. 5: (Fortsetzung)
Basalzellen Kuboide Squamoide | Flimmerepithel | Driisen Autor
Larynx Zellen Zellen
Dorsale Schlage et al. 1998
Hiilfte 14, 15 14, 15, 8, 18, 14, 15,8, 18,19
19
Ventrale
Hiilfte und 4,14,15, | 4,13,14,15, | 4,13, 14, 14, 15,7,
,,ventral 19 8, 18,19 15,8, 18, 19 8,18, 19
pouch*
Larynx .
(Human- Plattenepithel
gewebe)
19 13, 19 (suprabasal betont) 8,19 (BZ: 19) Saito 1994
5,14, 19, 4, 13, 6/16 (suprabasal) Moll 1993
8/18 (fiir Mund- und
Rachenschleimhaut)
7 (schwach), | 13 (parabasaletintermedidre | 7, 8, 18, 19, 13 Meister & Gortchen
19 Zellen), (incl. BZ) 1994
8 (intermedidretsuperfiziale (Grenzzonenepithel:
Zellen), 13, 19;
19 (alle Schichten) Deckzellen: nur 8)
5,6, 16, 18, 4,5,6,13,16 7,8,18,19 Lobeck et al. 1986
19 18, 19 (suprabasal betont) | (BZ: 4,5, 6, 16, & 1988
18, 19) (Transitionalzellen:
wie PE+BZ, bes.
stark 18+19 in allen
Schichten)




Charakteristische Merkmale der wesentlichen Komponenten der BM und BM-assoziierten Mat-
rix sowie des angrenzenden Interstitiums

Das klassische Laminin (Glykoprotein) wird in der internen und externen Lamina rara lokalisiert und
gilt als Haftprotein fiir endotheliale und epitheliale Zellen zum Kollagen IV. Das relativ grofe Gly-
koprotein (MG 99 kDa) besitzt eine kreuzartige Molekiilstruktur und zeigt mit 3 kurzen Armen eine
Bindungsaktivitdt zum Kollagen IV und mit dem langem Arm zu HPSG. Es spielt eine wichtige Rolle
beim Zellwachstum, bei der Zellpolarisierung und Zelldifferenzierung (iiber einen spezifischen Lami-

ninrezeptor an der Zelloberflache) sowie bei der Adhésion von der BM aufsitzenden Zellen.

Kollagen IV stellt die wesentliche strukturelle Komponente der BM im Sinne eines dreidimensionalen
polygonalen Netzwerkes dar und ist vorwiegend in der Lamina densa, weniger kompakt auch in der
Lamina rara lokalisiert. Die nicht fibrilldren Netzwerke werden von Molekiilen mit einer Gréf3e von ca.
550 kDa und einer Lange von 400 nm aufgebaut, die iiber weite Bereiche in einer Tripelhelix mit iibli-
cherweise 2 verschiedenen Peptidketten (o1 und a2) organisiert (mechanische Stabilitdtsgewahrleis-
tung) und mit 4 nichthelikalen Doménen strukturiert sind. Die Peptidketten weisen zudem héufige
Unterbrechungen auf, was Elastizitdt und Flexibilitdt fordert, aber auch fiir proteolytische Enzyme
anfdlliger macht. Es enthdlt mehr hydroxylierte Aminosduren und mehr Oligosaccharide als die intersti-
tiellen Kollagene, meistens Glukosyl-Galaktosyl-Gruppen. Die kollagenen Molekiile lagern sich zu
Oligomeren zusammen, was in situ durch die Ausbildung kovalenter Quervernetzungen stabilisiert

wird, woraus sich das Netzwerkmodell ableitet.

HPSG (MG 200 — 400 kDa) zeigen sich als 100 nm lange, und um 60 nm zueinander versetzte Faden
oder als 10 — 20 nm groBe Granula, z. T. in der Lamina densa, wohl aber bevorzugt auch in beiden
Laminae rarae. Sie leisten einen Beitrag zur selektiven Permeabilitét (Filterfunktion der BM), in dem
die negative Ladungsausrichtung die ladungsabhingige Filterfunktion gewéhrleistet (im Bereich der
glomeroldren BM). Daneben vermitteln sie den Zellmembrankontakt zur Interzellularsubstanz. Bei
diesen Zellmembran-Matrix-Kontakten greifen sie auf ihre hohe Bindungsfihigkeit zu Lamininmolekii-

len zuriick (bis zu 10 Lamininmolekiile werden durch ein HPSG-Molekiil gebunden).

Entaktin und Nidogen entsprechen sulfatierten Glykoproteinen (MG 150 kDa). Beide zeigen Kopré-

zipitationen bzw. Bindungsaktivitdten zu Laminin, was auf eine Komplexbildung der Makromolekiile
mit Laminin in vitro hinweist. Sie sind somit bevorzugt in der Lamina rara zu lokalisieren. Die Bedeu-
tung ist z. T. noch spekulativ. Die Assoziation mit Laminin weist jedoch auf Bedeutungen bei der Zell-
Matrix-Interaktion und bei der Verkniipfungsreaktion zwischen Laminin und Kollagen IV-Molekiilen

hin.




Charakteristische Merkmale der wesentlichen Komponenten der BM und BM-assoziierten Mat-
rix sowie des angrenzenden Interstitiums (Fortsetzung)

Kollagen VII besitzt eine tripelhelikale Sequenz (Doméne) mit einer Linge von 450 nm, welche an den
Enden globuldre Segmente zeigt. Durch Kopf-an-Kopf-Lagerung werden 2 Molekiile verkniipft und Di-
mere gebildet. Durch weitere laterale Assoziation werden Biindel geformt, von denen ein Ende in der
Lamina densa verankert ist, wihrend das gegeniiberliegende Ende in ,,Verankerungsplatten™ mit anderen
Verankerungsfibrillen und Kollagen IV interagiert. Zusétzlich werden die Biindel durch Fibrillen der
interstitiellen Kollagene I, III und V, eventuell auch VI durchflochten und stabilisiert. Die Hautfunktion
wird in der Stabilisation der BM gegentiber Scherkriften (Haut und Schleimhiute) gesehen.

Das Glykoprotein Fibronektin besteht aus 2 mit Disulfidbriicken verkniipften Untereinheiten, das MG
betrigt insgesamt ca. 440 kDa. Das Molekiil besitzt zahlreiche funktionelle Doménen, die mit Zellrezep-
toren, Heparin , verschiedene Kollagentypen sowie Fibrin und Plastik agieren kénnen. Anheftungsstellen
fiir Bakterienbestandteile deuten auf eine Opsoninfunktion, fiir Fibrin auf Funktionen bei Gerinnungspro-
zessen hin. Mit Kollagenen konnen Komplexe gebildet werden, die iiber einen Integrinrezeptor an der
Zellmembran ,.kleben® und das Ausspreiten der Zellen begiinstigen. Ebenso kann Fibronektin als Klebe-
protein zusammen mit Kollagen via Zellmembranrezeptor Blutplattchen, Fibroblasten, Endothelzellen
und Gliazellen anbinden. Im Bereich der BM stellt es die Verbindungszone zum angrenzenden Stroma

dar.

Die interstitiellen Kollagene I, III und V strahlen in die Pars fibroreticularis vom Stroma her ein. Sie

bilden mehr oder weniger kompakte Fibrillen, die aus 3, tripelhelikalangeordneten Alphaketten aufgebaut
sind und eine charakteristische Querstreifung aufweisen. Es bilden sich Mikrofibrillen (30 bis 100 nm
bzw. 0,02 / 0,03 bis 0,1 um), Fibrillen (200 bis 500 nm bzw. 0,2 bis 0,5 um) und Fasern aus (1000 bis 10
000 nm bzw. 1 bis 10 pm). Durch kurze nichthelikale terminale Sequenzen wird die Quervernetzung im
extrazelluliren Raum begiinstigt. Die Funktionen bestehen in der Gewéhrleistung der Zugfestigkeit (be-
sonders durch dicke Kollagen I Fibrillen), wihrend den mehr diinnen Kollagen III-Fasern mehr ,,plas-
tisch-elastische* Eigenschaften zugeordnet werden. Kollagen V reguliert offenbar durch laterale Assozia-

tion die Fibrillendicke der Kollagene I-Fasern.

Das mikrofibrillire Kollagen VI wird aus 3 Polypeptid-Alphaketten gebildet, die zumeist in heterotri-

merer Form vorliegen, wobei die tripelhelikale Doméne charakteristischerweise sehr kurz ist und zusétz-
lich 2 groBe, nicht helikale, globuldre Doménen existieren. Interaktionsméglichkeiten mit Fibronektin und
Integrinrezeptoren an der Zelloberfldche werden angenommen. Die Zusammenlagerung erfolgt iiber eine
Kopf-zu-Schwanz-Anordnung mit Dimerbildung, 2 Dimere bilden ein Tetramer, welche durch lineare
Aggregation zu Filamenten werden. Das mikrofibrillire Netzwerk kommt in Assoziation mit den anderen
interstitiellen Kollagenfibrillen vor, hat aber moglicherweise eine hiervon unabhéngige Fibrillenausrich-
tung. Man nimmt an, dass das Kollagen VI-Netzwerk als Verkniipfung zwischen den Kollagenfibrillen

und Zellen sowie der BM dient.




Tab. 7: BM-Expression im Trachealgewebe der Ratte (nach Laurie et al. 1983)

BM-Komponenten Kollagen IV Laminin HPSG Fibronektin
Tracheastrukturen
Epithel
-suprabasal 1 1 1 1
-Basalzellen* »dezent positiv | ,leicht positiv"® | ,,dezent positiv | ,leicht positiv*
Subepithelial 4 5 4 3
Um Driisen / Driisengénge 4 4-5 4 3
Kapillaren 4 5 4 3
Arteriolen 4 5 4 3
Venolen 4 4-5 4 2-3
Lymphgefifie 3 3 3 3
Lamina propria 1 1 1 3
1 = negativ 2 = sehr schwach 3 = sehr leicht bis schwach 4 = moderat 5 = stark

* = Einzelzellen

Tab. 8: Klinische Merkmale der ,,Strahlen-Sialadenitis* (modifiziert nach Seifert 1996)

Akutes Stadium
- etwa 20 bis 30 Gy
- héufig reversibel

+ Speicheldriisenschwellung

* Anstieg der Serumamylase

* Freisetzung von Plasmin

* Anstieg von Phospholipid-Mediatoren
* Reduzierung der Speichelflussrate

* Reduzierung der Proteinsekretion

* Abnahme von Sekretionsparametern (Na, Cl, pH, Bikarbonat)

Dauerschiden
- 50 bis 60 Gy und dartiber
- partiell reversibel

* Schluckbeschwerden

* Geschmacksstorungen
+ Sprechstdrungen

+ Xerostomie

 Erhohte Kariesfrequenz




Tab 9: Pathohistologische Stadien der ,,Strahlen-Sialadenitis* (modifiziert nach Seifert 1996 & Dreyer et al.

1989)

Initialstadium + Schidigung der serdsen Azinuszellen

(Stadium I) - Schwellung und Vakuolisierung der Zellen
- Verminderung der Sekretgranula

— bis etwa 30 Gy - pyknotische Zellkerne

— partiell reversibel |

geringe leukozytére Infiltration mit neutrophilen und eosinophilen Granulozyten

Spiteres .

Initialstadium

fokale Atrophie von serdsen Azini
maBige periduktale lymphozytére Infiltration und Fibrose

Stadium II .

— bis etwa 75 Gy
— meist irreversibel | ¢

Atrophie der serdsen Driisenazini

Erweiterung der Speichelgénge mit endoluminalem Sekretverhalt und desquamierten
Epithelien

Metaplasien des Gangepithels
- Plattenepithel- und Becherzellmetaplasien

fokale duktale Proliferationen

zunehmende interstitielle Fibrose mit verstérkter lymphozytérer Infiltration

herdférmige, geringe interstitielle Lipomatose

nur geringe sklerotische Blutgefdverdnderungen

Terminalstadium .
(Stadium III) .

— bis etwa 75 Gy .
— meist irreversibel | ¢

Zerstorung der Lappchenstruktur

zirrhotischer Driisenumbau

weitgehende Reduktion des sezernierenden Driisenparenchyms

fortgeschrittene Destruktion des Gangsystems

Ektasie und Sekretstauung der Ginge

Schleimgranulome

ausgeprigte Metaplasien des Gangepithels mit Plattenepithelinseln und Becherzellen
Gangepitheldysplasien im Bereich von Profilerationen

ausgepragt sklerosiertes Driiseninterstitium mit lymphozytérer Infiltration

fokale Intimaprofilerationen mit Ausbildung von Gefaf3stenosen an den Blutgefd3en

Tab. 10: Darstellung einiger Daten zur Inzidenz und Persistenz von Larynxddemen

Bestrahlungsschema Inzidenz Persistenz
Autoren -- Jahr bzw. Riickbildungsfihigkeit
Herrmann / Baumann Konventionell bei 70 Gy persistierend
1997
Burman et al. 1991 Konventionell TD 5/5 bei 50 Gy keine spezifische Angabe
TD 50/5 bei 70 Gy
Budach 1998 Konventionell Ca. 50% iiberwiegend riickbildungsfahig
Fu et al. 1982 Konventionell 15.4% iiberwiegend riickbildungsfahig
Parsons 1994 Konventionell Max. 29% riickbildungsfihig
Rezvani et al. 1991 Konventionell 36% keine spezifische Angabe
Deore et al. 1991 Akzeleriert 17.2%-31.1% »persistierend*
(Gesamt: 22.1%)

Kaanders et al. 1992 Konventionell 16.6% iiberwiegend riickbildungsfihig

Akzeleriert 40% iiberwiegend riickbildungsfihig
Dietz et al. 1998 Akzeleriert + CT 44.1% bzw. 58.8% persistierend

TD = ,,Toleranzdosis* (% aller Patienten, die innerhalb von 5 Jahren einen spezifischen pathologischen Larynx-
befund entwickeln), CT = Chemotherapie




Tab. 11: Darstellung einiger Daten zu Rezidivraten von Larynxkarzinomen im Zusammenhang mit Larynxdde-

men

Kriterium

Autoren -- Jahr

Odeme

N (% vom GK)

Odeme ohne Rezidiv
= ,radiogen“

N (% vom GK / % der Odeme)

Odeme mit Rezidiv
=,,TM - abhiingig*
N (% vom GK / % der Odeme)

Dietz et al. 1998 40 (58.8%) 30 (44.1% / 75%) 10 (14.7% / 25%)
Bahadur et al. 1985 52 2(-/4%) 50 (-7196%)

Fu et al. 1982 38 (15.4%) 21 (8.5% /55.2%) 17 (6.9% / 44.7%)
Ichimura et al. 1997 | 14 (20.9%) 8 (11.9% / 57%) 6 (9% / 43%)
Jordan & Piotrowski |22 1(-/4.5%) 21 (-/195.5%)

1994

Schultz et al. 1995

102 (55.1%)

80 (43.2% / 78%)

22 (11.9% 1 22%)

Tab. 12: Darstellung einiger Daten zu Rezidivraten von Larynxkarzinomen im Zusammenhang mit den klini-
schen Kriterien Larynxddem oder Nekrose nach RT (auszugsweise zitiert nach O'Brien 1996)

Lokalisation T- N Kriterium N Rezidive

Stadium | (Patienten) (Anzahl mit
Autoren -- Odem oder
Jahr Nekrose) N %
Wiernik et al. | Laryngopharynx | T1-T4 713 Nekrose 14 10 71
1990
Wiernik et al. | Laryngopharynx | T1-T4 611 Nekrose 5 3 60
1989
Turner & Larynx T1-T4 141 Odem 9 5 55
Tiver 1991
Mills 1979 Glottis T1-T3 96 Odem 13 6 46
Mintz et al. Larynx T1-T4 348 Perichondritis 52 26 50
1981 oder

Chondronekrose

Fu et al. Glottis T1-T4 247 Odem 38 17 45
1982 (> als 3 Monate)
Stevens et al. Glottis T1-T4 127 Odem 3 0 0
1994

Tab. 12a: Angaben verschiedener Autoren zur Inzidenz, Ausprdgung und Dauer von Larynxddemen als Spétre-

aktion nach verschiedenen RT-Schemen oder kombinierter Radiochemotherapie

Autoren -- Jahr Inzidenz Ausprigung Dauer
Dinges et al. 1997 + + -
Fu et al. 1995 + + )
Kaanders et al. 1992 +) ) +
Deore et al. 1991 + () ™)
Olmi & Fallai 1997 + + -
O’Brien 1996 + v +

+ = Angabe eindeutig, - = Angabe fehlt, ( ) = Angabe etwas uneindeutig




Tab. 14: Pathohistologische Stadien der ,,Strahlen-Sialadenitis* (modif. nach Seifert 1996 & Dreyer et al. 1989)

Stadium I  Schidigung der serds-mukoiden Azinuszellen
- Schwellung und Vakuolisierung der Zellen
- Verminderung der Sekretgranula
- pyknotische Zellkerne
+ geringe leukozytire Infiltration mit neutrophilen und eosinophilen Granulozyten

Spite(re)s
Stadium I + fokale Atrophie von serds-mukoiden Azini
» miBige periduktale lymphozytire Infiltration und Fibrose

Stadium I1 * Atrophie der ser6s-mukoiden Driisenazini

+ Erweiterung der Speichelgénge mit endoluminalem Sekretverhalt und desquamierten
Epithelien

* Metaplasien des Gangepithels
- Plattenepithel- und Becherzellmetaplasien

+ fokale duktale Profilerationen

+ zunehmende interstitielle Fibrose mit verstarkter lymphozytarer Infiltration

* herdférmige, geringe interstitielle Lipomatose

+ nur geringe sklerotische Blutgefa3veranderungen

Stadium IIT * Zerstorung der Lappchenstruktur

« zirrhotischer Driisenumbau

+ weitgehende Reduktion des sezernierenden Driisenparenchyms

« fortgeschrittene Destruktion des Gangsystems

+ Ektasie und Sekretstauung der Génge

* Schleimgranulome

* ausgeprigte Metaplasien des Gangepithels mit Plattenepithelinseln und Becherzellen
* Gangepitheldysplasien im Bereich von Profilerationen

+ ausgeprigt sklerosiertes Driiseninterstitium mit lymphozytirer Infiltration

+ fokale Intimaprofilerationen mit Ausbildung von GefaBstenosen an den Blutgefiflen




Tab. 15: Liste und Spezifikationen der verwendeten AK

Antikor- |Klon/Kode-| Zielantigen | Verdiinnung | Vorbehandlung| Bemerkun- Quelle
per Nr gen
Anti- pk/L-9393 | Laminin 1000 P geeignet SIGMA
Laminin
Anti-Fibro- | pk/F-3648 | Fibronektin 2000 %) geeignet SIGMA
nektin
Anti- pk/600-401- | Kollagen IIT 25 P geeignet ROCK-
Kollagen 105 LAND
11
Anti- pk/1340-08 | Kollagen IV 50 P geeignet SOUTHERN
Kollagen BIO-
v TECHNO-
LOGY
Anti- mk/ Kollagen VII 100 /P unspezifisch | BIOTREND/
Kollagen LH7.2 NOVO-
VII CASTRA
Anti-S 100 | mk/ S 100 150 P geeignet fir SIGMA
S-2644 Schwann-
Zellen, an-
sonsten mehr
diffuse Reak-
tionen
Anti- mk/ Tenascin 25 P DAKO
Tenascin TN2/M636 haufiger
Anti-Aktin | mk/ Glattmuskelaktin 500 /P unspezifische PROGEN
ASM-1/
61001 Reaktionen
Anti-Aktin | mk/ Glattmuskelaktin 1000 MW DAKO

1A4/M0851




Tab. 15: Liste und Spezifikationen der verwendeten AK (Fortsetzung)

Antikérper | Klon/Kode- | Zielantigen | Verdiinnung | Vorbehandlung | Bemerkungen Quelle
Nr
Anti-CK 17 | mk/ CK 17 600 P geeignet SIGMA
CK-E3 CK 19 (Rat-
te)
Anti-CK 13 | mk/ CK 13 20 P geeignet PROGEN
Ks 13.1
Anti-CK 8 | mk/ CK 8 5 P geeignet ICN
(18/19) NCL-
5D3
Anti-CK mk/ CK 40 P geeignet ICN
8.12 K8.12 13/15/16
Anti-CK 17 | mk/ CK 17 40 P geeignet (wie DAKO
E3/M7046 oben)
Anti-CK 18 | mk/ CK 18 200 P SIGMA
CY- Keine
90
Anti-CK mk/ CK 5/6 bis 40 P bzw. BOEHRINGER
Nr. 5/6 D5/16B4
untypische
Anti-CK mk/ CK 4 bis 20 P BOEHRINGER
Nr. 4 215/B8 oder
Anti-CK mk/ CK 1/10/11 600 P sehr ICN
8.60 K8.6
heterogene
Anti-CK 8 | mk/ CK 8 bis 25 P ] ENZO
35BH1 1/M631 Reaktionen
Anti-CK 19 | mk/ CK 19 Bis 150 /P DAKO
RCK
108/M888
Anti- mk/ Vimentin bis 50 /P Haufiger DAKO
Vimentin | V 9/M0725
— - - - unspezifische
Anti- Vi- mk/ Vimentin bis 300 P Reaktionen SIGMA

mentin

V 13.2/V5255




Abb. 7: Schematisierte Darstellung der immunhistochemischen Reaktionsweise

Streptavidin-Enzym-Konjugat

Biotinylierter
Briicken-Antikorper

Primér-Antikdrper

Antigen




Tab. 17: Reaktionsprofil im Rattengewebe fiir CK bzw. IF-Proteine, BM- bzw. ECM-Komponenten sowie wei-
tere Antigenstrukturen

Spezifitiit” |
Ratten-Antigene ° Rattenkontrollgewebe ¢
MutmaBlich MG (kDa)
Antikorper Human- entsprechendes
Antigen " Antigen positiv negativ
CK-E3 17 17/19 41 Diinndarm (5), Gallen- | Haut, Hepato-
génge (4), Zunge (BZ: zyten
2), Urothel / Tubulusepi-
thel (4, z. T. basal be-
tont), Glomerulum (EZ:
2), Bronchien (2-3, z. T.
basal betont), Pankrea-
sginge (4)
Ks 13.1 13 (14, 16) 13 (15) 51(48) Zunge (SB: 4) Haut, Hepato-
zyten, Dlinn-
darm, Niere
NCL-5D3 8 (18, 19) 8 55 Diinndarm (4), Hepato- Zunge
zyten (2), Urothel / Tu-
bulusepithel (2), Bron-
chien (2-3)
K8.12 13, (15), 16 13, (15), 16 51, 48 Zunge (SB: 4), Bron- Haut, Hepato-
chien (EZ:2), Urothel zyten, Diinn-
(EZ: 2) darm, Tubulus-
epithel
E3/M7046 17 17/19 41 wie oben wie oben
CY-90 18 18 52 Hepatozyten (2-3), Zunge, Haut
Bronchien (3), Diinn-
darm (3)
D5/16B4 5/6 5/6 Zunge (BZ: 2-3) Leber, Diinn-
darm
215/B8 4 4 57 Zunge (SB: 3), Bron- Leber, Diinn-
chien (SB: 2) darm, Niere
K8.60 (1), 10,11 1,10/11 66, 57 Haut (SB: 3) Zunge
35BH11/M631 |8 8 55 wie oben (etwas schwi- wie oben
cher)
RCK 108/M888 | 19 19 40/41 Bronchien (3), Gallen- | Haut, Hepato-
ginge (3), Diinndarm zyten
(3), Zunge (BZ: 2)
V 9/M0725 Vimentin Vimentin 57/58 Endothelien, Zunge, Diinn-
V 13.2/V5255 Vimentin Vimentin 57/58 Fibroblasten, Glattmus- | darm, Urothel /
kelzellen, Fettzellen (alle | Tubulusepithel,
3), Bronchien (EZ: 2), Leber
lymphoide Zellen (2)
a = CK-Nummer(n) in Klammern gemif Literatur mit schwachen Reaktionen.
b = Gemal Hersteller- und Literaturangaben. CK-Nummer(n) geméfl Moll et al. 1982 und Moll 1993.
: = Gemal Hersteller- und Literaturangaben.

= Skalenwert der Immunreaktion in Klammern.

MG = Molekulargewicht EZ = Einzelzellen BZ = Basalzellen SB = Suprabasale Zellschichten



Tab. 17: Reaktionsprofil im Rattengewebe fiir CK bzw. IF-Proteine, BM- bzw. ECM-Komponenten sowie wei-
tere Antigenstrukturen (Fortsetzung)

Spezifitiit® |
Ratten-Antigene © Rattenkontrollgewebe °
Mutmaflich MG (kDa)
Antikoérper Human- entsprechendes
Antigen ° Antigen positiv negativ
S-2644 S 100 S 100 10-12 Schwann-Zellen (3), Epithelien
Milzretikulumzellen | (Zunge, Haut,
(2), Myoepithelien Bronchien)
(2-3)
TN2/M636 Tenascin Tenascin 1900 Interstitium (3), Epithelien
Fibroblasten (2-3), (Diinndarm,
Blutgefille (v. a. Zunge)
TME: 3), Septen (3)
ASM-1/61001 | Glattmuskel- Glattmuskel- k. A. Glattmuskelzellen Epithelien
1A4/M0851 Aktin Aktin (Diinndarm, Gefale: (Diinndarm,
3), Myoepithelien (2- | Zunge, Bron-
3) chien)

TME = Tunica media der Blutgefille

k. A. = keine Angabe

Tab. 17: Reaktionsprofil im Rattengewebe fiir CK bzw. IF-Proteine, BM- bzw. ECM-Komponenten sowie wei-
tere Antigenstrukturen (Fortsetzung)

Spezifitit® |
Ratten- Rattenkontrollgewebe
Antigene °
MutmaBlich
Antikérper Human- entsprechen-
Antigen ® | des Antigen positiv negativ
pk/L-9393 | Laminin Laminin BM: Haut (3), Zunge (3), Diinndarm (3), Niere / | Hepatozyten,
Tubulus (3), Gallenginge (4), Gefalle (suben- Leber / Milzsi-
dothelial) / Art. / Ven. (3), Kapillaren (4), Mus- | nusoide,
kelzellen (2-3), Fettzellen (3), Nervenzellen / Fibroblasten
Schwann-Zellen (4) (zumeist), Gefa-
Badventitia
pk/F-3648 | Fibronektin | Fibronektin | BM-nahe: Haut (2-3), Zunge (3), Diinndarm (2- | Fettzellen (zu-
3), Niere / Tubulus (3-4), Hepatozyten (2), Gal- | meist), intrazy-
lengénge (2-3), Leber- / Milzsinusoide (2), Gefd- | toplasmatisch
Be (subendothelial) / Art. / Ven. (3), Kapillaren | bis auf Mastzel-
(2), GefdBadventitia (3-4), Fibroblasten (4), Mus- | len (4)
kelzellen (2), Nervenzellen / Schwann-Zellen (3)
pk/600-401- | Kollagen III | Kollagen III | BM-nahe: Haut (2-3), Zunge (2-3), Diinndarm Intrazytoplas-
105 (2), Niere / Tubulus (2, fokal 4), Gallengénge matisch
(2), Hepatozyten (2), Leber- / Milzsinusoide (2-
3), GefaBle (subendothelial) / Art. / Ven. (3),
Kapillaren (2), Geféaf3adventitia (2), Fibroblasten
(2), Muskelzellen (2-3), Fettzellen (2-3), Ner-
venzellen / Schwann-Zellen (2)
pk/1340-08 | Kollagen Kollagen IV | BM: Haut (2-3), Zunge (2-3), Diinndarm (3), Fibroblasten,
v Niere / Tubulus (3-4), Gallenginge (4), Hepato- | Gefdfladventitia
zyten (2), Leber- / Milzsinusoide (4), Gefale
(subendothelial) / Art. / Ven. (4), Kapillaren (3-
4), Muskelzellen (2-3), Fettzellen (3), Nervenzel-
len / Schwann-Zellen (2)

Tab. 19: Immunhistologische ABC-Firbemethode (LSAB"2- und Vector Kit"” ): Arbeitsschritte




Schritt Behandlung Konzentration / Ver- Zeit (min)
diinnung
Blockierung der endogenen Pe- | Methanol/H202 200 ml Methanol + 6 ml |30
roxidase (nur Vector Kit™) 30% H202
Waschen (nur Vector Kit") Aqua dest. mind. 5
Antigen-Demaskierung MW in Citratpuffer (pH 6.0) 4x5
(Prasentierung™) Und / oder Protease 0.2% in 0.05 M Tris- 10-15
HCL-Puffer
Und / oder Trypsin 0.001% in 0.05 M Tris- 15 bei 37°C
HCL-Puffer
Und / oder TRS Originalldsung 20 (95-99°C)
Waschen Nach MW bzw. TRS: Abkiih- 15-20
lung bei Raumtemperatur
danach TBS 1:10 5
bzw. PBS-Spiil-Puffer / Aqua 5
dest.
Und / oder nach Protease:
bzw.
Und / oder nach Trypsin:
Aqua dest. 5
Blockade unspezifischer Im- Hintergrundreduzierendes AK- | Originallosung
munglobulinbindungstellen Verdiinnungsmedium (Zugabe
zum Primér-AK) oder nicht-
immunes Globalserum (spezies- | 20% 15-20
analog zum Briicken-AK)
in PBS-Puffer (Vector Kit") 1:10
in TBS-Puffer (LSAB®2 Kit) 1:10
Inkubation mit Antigen-spezifisch: polyklonale |Je nach Vortestung* 60 bei 37°
Primér-Antikorper oder monoklonale AK der IgG | (s. Tab. 20)
Klasse
(meist Maus / Kaninchen-AK)*
Waschen PBS-Puffer (Vector Kit") Unverdiinnt pH 7.4 10
TBS-Puffer (LSAB®2 Kit) Unverdiinnt pH 7.5 10
Inkubation mit | **ab hier Extra- | Losung 2: LSAB®2 Kit Unverdiinnt 30
2. AK (Brii- Darstellung anti-Maus /anti-Kaninchen
cken-AK), Vector Kit"
biotinyliert Verfahren
Waschen (Kiivette) TBS-Puffer Unverdiinnt 10
Streptavidin-alkalische Phospha- | Losung 3: LSAB™2 Kit Unverdiinnt 30
tase-Konjugat-Inkubation
Waschen (Kiivette) TBS-Puffer Unverdiinnt 10
Férben Fast red bzw. Neufuchsin 1 Tbl. auf 3 ml Substrat-
puffer bzw. 1% 30-40
Waschen Aqua dest. 10
Gegenfirbung Meyers Hamalaun (MERCK, 1:4 in Aqua dest. 5-8
4g/1, Nr. OB 043983)
Blauen Leitungswasser (handwarm) 10
Eindeckelung Gelatine (ca. 50°) Unverdiinnt Bis zum Ge-
lieren

* = Antikdrperspezifikation und Verdiinnung: siche Tab.20 im Anhang




Tab. 19: ** Vector Kit® -Verfahren: weitere Arbeitsschritte

Schritt Behandlung Konzentration / Ver- Zeit (min)
diinnung
Inkubation mit Zum Primir-AK passender 1:100 30
2. Antikorper (speziesanaloger) Antikdrper
(Briicken-AK), biotinyliert anti-Maus / anti-
Meerschweinchen
Waschen PBS-Puffer Unverdiinnt 10
Avidin-Meerettichperoxidase— 20ul Losung A und 20 pl Lo- Unverdiinnt 30 .
Komplex-Inkubation (Mind. 30
sung B pro 1 ml PBS-Puffer
vorher herstel-
len)
Waschen PBS-Puffer Unverdiinnt 10
Férben DAB 200 mg DAB auf200ml |5
0.05 M Tris-HCL-Puffer,
Filtration; Startmittel: 200
pl 10% H202)
Waschen Leitungswasser 10
und Aqua dest und 5
Gegenfirbung Meyers Hémalaun 1:4 in Aqua dest. 5-8
Blduen Leitungswasser (handwarm) 10
Eindeckelung Gelatine (ca. 50°) Unverdiinnt Bis zum Ge-
lieren

Tab. 20: Liste der verwendeten AK mit den entsprechenden Verdiinnungen und Vorbehandlungen

Verdiinnung Vorbehandlung | Methode
Antikorper Klon | Zielantigen GSM | Larynx | GSM | Larynx ‘Qu"elle
(Primir-AK)
Trachea Trachea
Maus Anti- mk/ CK 5/6 250 75 T/ T Vector | BOEHRINGER
Human CK 5/6 | D5/16B4 MW Kit"
Maus Anti- mk/ CK 13 20 20 P P LSAB®2 PROGEN
Human CK 13 Ks 13.1
Maus Anti- mk/ CK 17 40 40 3 3 LSAB®2 DAKO
Human CK 17 E3 CK 19
(Ratte)

Maus Anti-Rind | mk/ CK 40 40 P/ P Vector ICN
CK 8.12 K8.12 | 13/15/16 MW Kit®
Maus Anti- mk/ CK 18 keine |keine T/ T Vector PROGEN
Human CK 18 Ks 18.04 MW Kit"®
Meerschweinchen | pk/ Vimentin 200 200 T/ T Vector PROGEN
Anti-Human GP 53 MW Kit®
Vimentin




Immunhistologische Prozedur zur Darstellung des Antigens Ki-67

Die immunhistologische Prozedur erfolgte mit dem Detektionssystem Urea Hydrogen Peroxidase-
Reaktionsset (Sigma Fast/DAB Peroxidase Substrate Tablet Set, SIGMA D4168). Die Paraffinschnitte
wurden nach Entparaffinierung (in absteigender Alkoholreihe) und Wésserung ( in destilliertem Wasser)
zundchst im Schnellkochtopf fiir 4 Minuten (in Citratpuffer, pH-Wert 6.0, 1.21 g/l) gekocht, um das durch
das Fixans (4%-iges Formalin) maskierte Antigen fiir den AK (besser) zu exponieren. Anschlieend wurden
nach Blockierung der endogenen Peroxidase (20 Minuten mit 3%-iger H,O,-Losung) nun nacheinander die
AK MIB-5 (Verdiinnung 1:30, Kat.-Nr. DIA5055, DIANOVA, Hamburg), peroxidasekonjugierter Ziege
anti-Maus IgG-AK (Verdiinnung 1: 20, Kat. Nr. 115-035-062, DIANOVA) und peroxidasekonjugierter
Kaninchen anti-Ziege IgG-AK (Verdiinnung 1: 50, Kat. Nr. 305-035-045, DIANOVA) jeweils 30 Minuten
inkubiert. Die Verdiinnungen erfolgten mit TBS / FCS 10% (fotales Kéilberserum, SO 115, BIOCHROM,
Berlin, Deutschland) bei Raumtemperatur und zwischen den einzelnen Féarbeschritten wurde wiederholt mit
TBS Puffer gespiilt. Als Chromogen diente DAB (D4168, SIGMA), gegengefdrbt wurde mit Himalaun
nach Mayer, eingedeckelt mit Immu-Mount (Kat.-Nr. 9990402, SHANDON, Baltimore, USA). Als posi-
tives Ergebnis finden sich leuchtend braune Zellkerne. Als Kontrollen dienten Rattenmilzgewebeschnitte.
Das Prinzip dieser immunhistochemischen Fiarbemethode ist fiir den eingesetzten AK etabliert und fiir
Maiusegewebe bestitigt (Ito et al. 1998). Fiir den Einsatz im Rattengewebe waren auch hier Vorunter-
suchungen mit Variationen der Verdiinnungen und Inkubationszeiten des Primir-AK und der Briicken-AK

zur Optimierung der Farbereaktion notwendig.

Tab. 25: Charakterisierung der einzelnen extrakraniellen Tumoren im Verhéltnis zu den Auswertungskategorien

Tumoren RT Latenz der RT Alter Lokalisation

Dosis (Gy) (Monate) (Monate) ISF ASF
1 60 4 10 Hals / SD
2 60 4 10 Hals / SD
3 60 4 10 Hals / SD
4 60 6 12 Hals / SD
5 60 5 11 Hals / SD (vorw. GP)
6 60 6 12 Maxilla
7 60 6 12 GP
8 40 6 12 GP / Tranendriise
9 Keine RT 12 Abdomen / ML
10 Keine RT 9 Abdomen / ML
11 Keine RT 13 Rechte Flanke / ML
12 Keine RT 12 Maxilla rechts
13 Keine RT 12 Thorax rechts
14 Keine RT 24 Abdomen / ML
15 Keine RT 24 Abdomen / ML
16 Keine RT 24 Leiste inguinal
17 Keine RT 30 Brustregion links
18 Keine RT 30 Leiste inguinal links
19 Keine RT 12 Thorax rechts
20 Keine RT 30 Brustregion links
21 60 3 9 Hals / SD
22 60 8 14 Hals / SD destruiert
23 60 8 14 GP

GP = Glandula parotis ~ SD = Speicheldriisen, vorwiegend GSM-Region ML = Milchleistenregion




Tab. 26: Liste, Verdiinnung und Quelle der verwendeten AK bei der Untersuchung der Hypophysentumoren

Code / Charge / Klon Verdiinnung | Quelle
Antikérper Monoklonal (mc) / polyklonal (pc)
Anti-GH (Ratte) Kat.-Nr. B981202 (pc) 1:200 BIOTREND
Anti-GH (Human) G-8523 (mc) 1:80 SIGMA
Anti-Prolaktin (Ratte) Charge-Nr. 370718 (pc) 1:50 QUARTETT
Anti-Prolaktin (Human) 164.2216/Kat.-Nr. 0371 (mc) 1:100 IMMUNOTECH
Anti-ACTH (24-39) (Ratte) Charge-Nr. 360818 (pc) 1:100 QUARTETT
Anti-ACTH (24-39) (Human) M3501 (mc) 1:40 DAKO
Anti-TSH (Ratte) Charge-Nr. F970872 (pc) 1:400 BIOTREND
Anti-TSH (Human) 27.18.4 (mc) 1:100 IMMUNOTECH
Anti-FSH (Human) Code-Nr. 300.10.E.14.5 (mc) 1:300 BIOTREND
Anti-LH (Ratte) Kat.-Nr. N990211 (pc) 1:300 IMMUNOTECH
Anti-LH (Human) Kat.-Nr. 0374/Klon 430.16 (mc) 1:300 IMMUNOTECH
Anti-a-Untereinheit Code-Nr. 6 E 4 (mc) 1:150 IMMUNOTECH
Anti-S-100-Protein Code-Nr. Z 311 (mc) 1:500 DAKO
MIB-1 Code-Nr. MM1 (mc) 1:100 NOVOCASTRA

GH = Gonadotropes Hormon
FSH = Follikelstimulierendes Hormon

ACTH = Adrenokortikotropes Hormon
LH = Luteinisierendes Hormon

TSH = Thyreotropes Hormon




Tab. 27: CK-Expressionsmuster der GSM. Die Gruppen (a-c) beziehen sich auf die Befunde bei nicht bestrahl-
ten Driisen (a; n = 25), auBerhalb des Strahlenfeldes liegende GSM (b; n = 15; rechte Seite bestrahlter Tiere) und

direkt strahlenexponierte (innerhalb des Strahlenfeldes) liegende GSM (c; n = 19)

Driisengewebe | Gruppe | NG | 1 MYO | AZ SCH ST STR GE
Gruppe

Antigen / AK
a 1 1 1 1 3-4-5 2-3 3-4-5 4-5

CK17/E3 b 1 1 1 1 3-4-5 2-3 3-4-5 3-4-5
c 1 1 1 1 4-5 2-3 3-4-5 4-5
a 1 1 1 1 2-3-4 2-3 2-3-4 3

CK13/Ks13.1 b 1 1 1 1 3 2-3 3 2-3-4
c 1 1 1 1 3-4 2-3 3-4 3-4
a 1 1 1 1 2-3 1/fokal 2-3 3-4 3-4

CK 8/NCL 5D3 b 1 1 1 1 2-3 2-3 4-5 2-3-4
c 1 1 1 1 2-3 2-3 4-5 3-4-5
a 1 1 2-3 1 1 1 1 2-3-4*

CK 13-15-16/ b 1 1 2-3-4 1 1 1 1 2-3-4%

K8.12 c 1 1 3-4-5 1 1 1 1 1// 3-4*

1 =negativ 2 = sehr zart, hauchartig 3 = leicht, gering 4 = moderat, mittel 5 = stark ausgeprigt

(bei starker variabler Expression wurde der gegebenenfalls dominierende Befund unterstrichen) // = siche Text

* = Basalzellen

NG = Nervengewebe

= Interstitium

Abb. 8a: GSM, keine RT, VergroBerungs-
faktor x200. Der AK E3 farbt leicht bis
teilweise stark die Schaltstiick-, Streifen-
stiick- und Gangepithelien, weniger inten-
siv die sekretorischen Tubuli

Abb. 8b: GSM, RT (direkt exponierte
Driise), LR 4-6 Monate, Vergroferungs-
faktor x200. Der AK CKE3 produziert eine
stirkere Firbereaktion im Driisengewebe,
insbesondere i. B. der Schaltstiick-, Strei-
fenstiick- und Gangepithelien




Tab. 28: EMP-Expressionsmuster der GSM. Die Gruppen (a-c) beziehen sich auf die Befunde bei nicht bestrahl-
ten Driisen (a; n = 25), au3erhalb des Strahlenfeldes liegende GSM (b; n = 15; rechte Seite bestrahlter Tiere) und
direkt strahlenexponierte (innerhalb des Strahlenfeldes) liegende GSM (c; n = 19)

Driisengewebe Gefallwand
Gruppe | Gr. Nerven- Kapsel Septen
gewebe Kapil- subendo- | Tunica | Adven-
AK laren thelial media titia
a 3-4 2 2-3 2-3 1 1 1
Anti-Laminin b 3-4 2 2-3 2-3 1 1 1
c (3)-4-(5) 3-(4) 3-(4) 3-(4) 1 1 1
a 1 1/2%* 2 (-2 (2)-3 3-4) 2-3-(4)
Anti-Fibronektin | b 1 1/2* 2 -2 | 3 3-(4) 2-3
c 1 1/2%* 2-3 2-(3) 3-(4) (3)-4-(5) 3-4
a 3 1/2%* 2-3 2-(3) 2 3 2-3
Anti-Kollagen-II1 b 3 1/2* 3 2-3 2 3 2-3
c 3-(4) 1/2%* 3 3 (2)-3 3-4-(5) 3-4
a (2)-3-(4) 2 3 3 1 1 1
Anti-Kollagen-1V b (2)-3-4) 2 3 3 1 1 1
cHH® 3-4) 2-3 3 34 1 1 1
Tab. 28: Fortsetzung
Driisengewebe um um AZ um SCH um ST um STR um GE
Gruppe| Gr. | MYO
AK sk
a 1 2-(3) 2-3 (1H)-2-(3) 2-(3) 2-3
Anti-Laminin b 1 2-3 2-3 2-(3) 2-(3) 2-3
c 1 (2)-3-(4) 3-4 2-3 (2)-3-(4) (2)-3-(4)
a 1 2-(3) 2-(3) 2-(3) 2-(3) (2)-3-4
Anti-Fibronektin b 1 2-(3) 2-(3) 2-(3) 2-3 (2)-3-4
c 1 2-4 (2)-3-(4) (2)-3 (2)-3-(4) (3)-4-(5)
a 1 2 2-(3) 2-(3) 2-(3) 3
Anti-Kollagen-III b 1 2-3 2-3 2-3 2-3 3
¢ 1 (2)-3 (2)-3-(4) (2)-3-(4) (2)-3-(4) (3)-4
a 1 (1H)-2-3) (D-2-3) 1-2 (1H-2-3) (1)-2-(3)
Anti-Kollagen-1V b 1 (1H)-2-(3) (1)-2-(3) 1-2-(3) (1H)-2-(3) (1)-2-(3)
cHA* 1 (1)-2-3 (D)-(2)-3 (H)-2-3) (D)-(2)-3 2-4

1 = negativ 2 = hauchzart 3 = zart, diinn, kontinuierlich, leicht 4 = méBig- bis mittelgradig, deutlich linienfor-
mig 5 = stark bis sehr stark, balkenartig oder mehr flichenhaft
Bei stirkerer Variabilitit der Befunde wurden die gegebenenfalls nicht dominierenden Bewertungen in Klam-

mern () aufgefiihrt.

* = sehr zart akzentuierte Farbereaktion im unmittelbar an die BM angrenzenden Stroma, die allerdings haufiger
nicht sicher von der weiteren umgebenden Stromareaktion abgegrenzt werden konnte.
** = Reaktionen oftmals nicht sicher von denen angrenzender Strukturen zu trennen

**% = Einzelpraparate mit stark akzentuierter Expression und Konglomeratbildungen




Abb. 9a: GSM, keine RT, Originalvergroflerung
x200; Anti-Kollagen IV farbte sehr zart bis leicht
die BM um die AZ, die SCH, die ST, die STR und
GE. Ebenso waren die intraglanduldren Nervenfa-
sern leicht positiv. Im Bereich der KA, der binde-
gewebigen SE und der AD war keine Reaktion zu
beobachten.

Abb. 10: Graphische Darstellung der Korpergewichte [Gramm] in Abhéngigkeit von der RT (alle Tiere)

tium.

Abb. 9b: GSM, RT (im Feld liegende, bestrahl-
te Driise), LR 5 Monate, OriginalvergroBerung
x200; Bei den verschiedenen Parenchymstruk-
turen waren merklich akzentuierte CIV-
Férbereaktionen nachweisbar. Weiterhin finden
sich CIV-positive Konglomerate (1) im Intersti-
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Abb. 11: Graphische Darstellung der Korpergewichte [Gramm] in Abhéngigkeit von der Radiatio (1% Jahre
alte Tiere)
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Abb. 12: Ubersicht iiber den Gewichtsverlauf wihrend der RT
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Abb. 14a: RT-KG bei 20 Gy- Exposition (1 Jahr alte Tiere)

Mittleres Korpergewicht der mit 20 Gray bestrahlten,
1 Jahr alten Ratten
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Abb. 15a: RT-KG bei 40 Gy- Exposition (1 Jahr alte Tiere)

Mittleres Korpergewicht der mit 40 Gray
bestrahlten, 1 Jahr alten Ratten
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Abb. 16a: RT-KG bei 60 Gy- Exposition (1 Jahr alte Tiere)

Mittleres Korpergewicht der mit 60 Gray
bestrahiten, 1 Jahr alten Ratten
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Abb. 14b: RT-KG bei 20 Gy- Exposition (1 % Jahre alte Tiere)
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Abb. 15b: KG bei 40 Gy- Exposition (1 % Jahre alte Tiere)
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Abb. 16b: KG bei 60 Gy- Exposition (1 'z Jahre alte Tiere)

Mittleres Korpergewicht der mit 60 Gray
bestrahlten, 1,5 Jahre alten Ratten
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Abb. 18: Graphische Darstellung der Driisengewichte [mg] in Abhingigkeit von der Radiatio
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Tab. 32: Verteilungsmuster der Strahlenschidden nach der pathohistologischen Stadieneinteilung [(nach Seifert
1996 und Dreyer et al., 1989), n = 61 untersuchte Tiere, n = 122 links- und rechtsseitige GSM]

Stadium

RT-Gruppen

Normal-
befunde

Stadium

Spites
Stadium
1

Stadium
1-2

Stadium

Stadium
2-3

Stadium

Linksseitige Submandibulardriisen (linksseitige Driisen von Kontrollen und linksseitige, direkt strahlenexponier-

te Driisen)

a. Kontrollen 10 | 10

b. 20 Gy 15 14 1

c. 40 Gy 18 1 1 14 1 * 1
d. 60 Gy 18 |1 1 16 *

Rechtsseitige Submandibulardriisen (rechtsseitige Driisen von Kontrollen und rechtsseitige, strahlengeschiitzte
Driisen von strahlenexponierten Tieren)

a. Kontrollen 10 | 10

b. 20 Gy 15 | 14 1
c. 40 Gy 18 | 17 1
d. 60 Gy 18 | 17 1

* sehr vereinzelt und fokal im Randbereich




Tab. 33: Darstellung der pathohistologischen Befunde in Abhéngigkeit von der Strahlendosis. In der 1. Spalte
wurde das den Befunden zuzuordnende Stadium (nach Seifert 1996 & Dreyer et al. 1989) bezeichnet, welches
fiir die iiberwiegende Anzahl der Préaparate in der Strahlendosisgruppe charakteristisch war [n = 51, linksseitige
Driisen, davon n =15 (20 Gy), n = 18 (40 Gy) und n = 18 (60 Gy)]

Die zugeordneten Abb. zeigen jeweils typische Bilder.

Dosis Befunde Histologie
Stadium

®)

» Fokale Verluste der Driisenazini
* Geringe periduktale Fibrose

* Einige Infiltratzellen (vorwiegend Lympho-
zyten)

* Geringe fokale 6dematdse Auflockerungen

20 Gy
Spites S 1

e Z.T. deutliche, aber noch fokal betonte Azi-
niverluste

» MaiBige Dilatation der Ausfiihrungsgénge
» MiBige periduktale Fibrose

* Wechselnde, mehr maBige Infiltratzellen
(Lymphozyten und Mastzellen)

+ Odematdse Auflockerungen

Ubergangsstadium S 1-2

40 Gy

* Ausgeprigtere Reduktion der AZ

* Verbleibende AZ: Zellen und Zellkern etwas
vergrofert, teils scholliges Zytoplasma, teils
Vakuolenbildung, wechselnd sekretgestaute
und im Sekretgranulagehalt verminderte Zellen
» Verluste der ST und teilweise der SCH

» Verbleibende ST: verringerter Sekretgehalt,
Zellkern etwas vergrofB3ert, fokal adenomartige
Proliferate

* Minderung der basalen Streifung bei STR

» Gangdilatationen, insbesondere der STR und
GE

* Vereinzelte Plattenepithelmetaplasien des
Gangepithels

« Interstitielle Fibrose, insbesondere um die
GE

+ Interstitielles Odem

* Verbreiterung und Auflockerung der interlo-
buldren Septen

* Verdickung der AD, fokale Gefédeinengun-
gen

* Wechselnd gering bis méBig, z. T. reichlicher
Infiltratzellen (Lymphozyten und Mastzellen)

60 Gy

S2




Tab. 34a: Linksseitige GSM (n = 61), CK 5/6-Expression, a = Kontrollen, b = 20 Gy, ¢ = 40 Gy, d = 60 Gy

Driisengewebe
Gruppe | Gruppe MYO AZ SCH ST STR GE
Antigen/
AK
A (2)-3 1 1 1 1 3*
CK5/6 B 3-(4) 1 1 1 1 3*
D516B4 C (3)-4 1 1 1 (1)-2* 3-4*
D (3)-4 1 1 1 (1)-2* 3-(H*

Tab. 34b: Rechtsseitige GSM (n = 61), CK 5/6-Expression, a = Kontrollen, b = 20 Gy, ¢ =40 Gy, d = 60 Gy

Driisengewebe
Gruppe | Gruppe MYO AZ SCH ST STR GE
Antigen/
Antikorper
A 2-3 1 | 1 1 (2)-3*
CK 5/6 B ((2))-3 1 1 1 1 (2)-3*
D516B4 C 3 1 1 1 1-((2)* ((2))-3*
D (2)-3 1 1 1 1-((2)* (2)-3*

Bewertung der Féarbereaktion:

1 = negativ

2 = hauchzart

* = Basalzellen

3 = gering, leicht 4 = méBig-mittelgradig, moderat

5 = stark bis sehr stark

Tab. 35a: Linksseitige GSM (n = 61), CK 13-Expression, a = Kontrollen, b = 20 Gy, ¢ =40 Gy, d = 60 Gy

Driisengewebe
Gruppe | Gruppe MYO AZ SCH ST STR GE
Antigen/
AK
a 1 1 34 2-(3) 34 3-(4)
CK 13 b 1 1 3-(4) 2 3-((4) ((2)-3
KS 13.1 c 1 1 4-((5) 2-((3) ((3)-4 3-((4)
d 1 1 4 2-3 4-(5) 34

Tab. 35b: Rechtsseitige GSM (n = 61), CK 13-Expression, a = Kontrollen, b =20 Gy, ¢ =40 Gy, d = 60 Gy

Driisengewebe
Gruppe | Gruppe MYO AZ SCH ST STR GE
Antigen/
AK
a 1 1 3)-4 2 3)-4 3
CK 13 b 1 1 2 2 (2)-3 (2)-3
KS 13.1 c 1 1 3-4 2-((3)) 3-(4) 3-((4)
d 1 1 3)-4 2 3-4 3

Bewertung der Farbereaktion:

1 = negativ

2 = hauchzart

3 = gering, leicht 4 = méBig-mittelgradig, moderat

5 = stark bis sehr stark




Abb. 19.1: GSM, Kontrolle.
CK 5/6-Expression in Myoe-
pithelzellen (1) und wenigen
Basalzellen. X200

Abb. 19.2: GSM, 60 Gy-
Exposition. Verstiarkte CK 5/6-
Expression in den Myoepithelien.
X200

Abb. 19.3: GSM, Kontrolle. CK
13-Expression mit luminaler Be-
tonung in SCH (1), STR und GE
(M), deutlich zarter in ST. X200

Abb. 194: GSM, 60 Gy-
Exposition. Verstiarkte CK 13-
Expression, insbesondere in SCH
(M), STR () und GE. X200



Tab. 36a: Linksseitige GSM (n = 61), CK 13/15/16-Expression, a = Kontrollen, b =20 Gy, ¢ =40 Gy, d = 60

Gy
Driisengewebe
Gruppe | Gruppe MYO AZ SCH ST STR GE
Antigen/
AK
a 2-(3) 1 1 1 1 2-3*
CK 13-15-16 b (2)-3 1 1 1 1 ((2))-3*
K8.12 c 34 1 1 1 1 3*
d 3-4 1 1 1 1 ((2))-3*

Tab. 36b: Rechtsseitige GSM (n=61), CK 13/15/16-Expression, a = Kontrollen, b =20 Gy, ¢ =40 Gy, d =60

Gy
Driisengewebe
Gruppe | Gruppe MYO AZ SCH ST STR GE
Antigen/
AK
a 2-(3) 1 1 1 1 2-3*
CK 13-15-16 b 2-((3)) 1 1 1 1 2-((3)*
K8.12 c 2-3 1 1 1 1 (2)-3*
d 2-3 1 | 1 1 2-3*

Bewertung der Féarbereaktion:

1 = negativ
* = Basalzellen

2 = hauchzart

3 = gering, leicht 4 = méBig-mittelgradig, moderat

5 = stark bis sehr stark

Tab. 37a: Linksseitige GSM (n = 61), CK 17/19-Expression, a = Kontrollen, b = 20 Gy, ¢ =40 Gy, d = 60 Gy

Driisengewebe
Gruppe | Gruppe MYO AZ SCH ST STR GE
Antigen/
AK
a 1 1-(2) 3)-4 1 34 3)4
CK 17/19 b 1 1-(2) 4-5 1-((2)) ((3))-4 4-((5))
E3 c 1 1-(2) 4-5 1(2%) 4-(5) 4-(5)
d 1 1-((2)) (4)-5 1(2%) 4-5 4-5

* = einzelne Préparate bzw. fokal

Tab. 37b: Rechtsseitige GSM (n = 61), CK 17/19-Expression, a = Kontrollen, b =20 Gy, ¢ =40 Gy, d = 60 Gy

Driisengewebe
Gruppe | Gruppe MYO AZ SCH ST STR GE
Antigen/
AK
a 1 1 4-((5)) 1 34 4
CK 17/19 b 1 1-(2) 4-((5)) 1 3)4 3)4
E3 ¢ 1 1-((2)) 4-((5) 1 (B)-4 (3)-4
d 1 1 4-(5) 1 4 ((3))-4

Bewertung der Féarbereaktion:

1 = negativ

2 = hauchzart

3 = gering, leicht 4 = méBig-mittelgradig, moderat

5 = stark bis sehr stark




Abb. 20.1: GSM, Kontrolle.
CK  13/15/16-Expression in
Myoepithelien (sehr zart) und
Basalzellen, hier i. B. eines
schrdg angeschnittenen Strei-
fenstiicks (T). X300

Abb. 20.2: GSM, 60 Gy-
Exposition. Recht kriftige CK
13/15/16-Expression in Myoe-
pithelien. X400

Abb. 21.1: GSM, Kontrolle.
CK 17/19-Expression in Schalt-
stiicken (T) und Streifenstiicken
mit luminaler Betonung. X200

Abb. 21.2: GSM, 60 Gy-
Exposition. Starke CK 17/19-
Expression in Schaltstiicken (T)
und Streifenstiicken (). x400



Tab. 38a: Linksseitige GSM (n = 61), CK 18-Expression, a = Kontrollen, b = 20 Gy, ¢ =40 Gy, d = 60 Gy

Driisengewebe
Gruppe | Gruppe MYO AZ SCH ST STR GE
Antigen/
AK
a 1 1-2 3-(4) 2-(3) 3-(4) 4
CK 18 b 1 ((1))-2 3-(-(4) 2-((3) 3 3-4
KS18.04 c 1 2-3 3-4 2-3 3-4 ((3))-4
d 1 (2)-3 3)-4 2-3 3-4 4-((5))

Tab. 38b: Rechtsseitige GSM (n = 61), CK 18-Expression, a = Kontrollen, b = 20 Gy, ¢ =40 Gy, d = 60 Gy

Driisengewebe
Gruppe | Gruppe MYO AZ SCH ST STR GE
Antigen/
AK
a 1 (-2 3 2 3 3-4)
CK 18 b 1 ((1))-2 3 2-((3) 3 (3)-4
KS18.04 c 1 2 ((2)-3 2-((3)) 3 3-4
d 1 ((1)-2 3-4 2-((3)) 3-(4) 3-(4)

Bewertung der Farbereaktion:
2 = hauchzart

1 = negativ 3 = gering, leicht 4 = méBig-mittelgradig, moderat 5 = stark bis sehr stark

Abb. 22.1: GSM, Kontrol-
le. Leichte CK 18-
Expression in Schaltstii-
cken und Streifenstiicken,
deutlich zarter und basal
betont in sekretorischen
Tubuli. X300

Abb. 22.2: GSM, 60 Gy-
Exposition. Deutlich ak-
zentuierte CK 18-
Expression im Gangsys-
tem, hier bes. i. B. der
Schaltstiicke (T). X200




Tab. 39a: Linksseitige GSM (n = 61), Vimentin-Expression, a = Kontrollen, b = 20 Gy, ¢ =40 Gy, d = 60 Gy

Driisengewebe AZ
Gruppe | Gruppe | Nervengewebe | KAP EN | TME | AD | Fibroblasten | MYO | SCH
Fibrozyten ST
Antigen/ STR
AK GE
a 2-3 2-3 3-(4) 2-3 1 (2)-3 1-2 1
Vimentin b 3-(4) 3-(4) [4-((5) |3-((4) | 1 3-((4) 2-((3) 1
GP 53 c 3-((4)) 3-(4) 4 [3@ | 1 3-(4) 2-((3)) 1
d 3-4 3)-4 | 4-((5) | 3-(4) 1 (3)-4 2-(3) 1

Tab. 39b: Rechtsseitige GSM (n = 61), Vimentin-Expression, a = Kontrollen, b = 20 Gy, ¢ =40 Gy, d = 60 Gy

Driisengewebe AZ
Gruppe | Gruppe | Nervengewebe| KAP EN TME | AD | Fibroblasten| MYO SCH
Fibrozyten ST

Antigen/ STR
AK GE
a 2)-3 (2)-3 3-4 (2)-3 1 3-(4) (1)-2 1

Vimentin b 3-(4) 3-(4) [(B)-4](2)-3 ] 1 3-(4) 2-((3) 1
GPS3 c (@)-3  [3«(@) [@p4]@)3] 1 [ 3(4) 2 I
d 3-(4) 3-®) | 4 3@y 1 3-(4) 2-(3) 1

Bewertung der Féarbereaktion:
2 = hauchzart

1 = negativ

3 = gering, leicht 4 = méBig-mittelgradig, moderat

5 = stark bis sehr stark

Abb. 23.1: GSM, Kon-
trolle. Leichte bis krafti-
ge Vimentin-Expression
bei Gefdlen (EN, TME),
recht zart bei Myoepithe-
lien (V). X200

Abb. 23.2: GSM, 60 Gy-
Exposition. Deutlich
akzentuierte  Vimentin-
Expression in einem
Myoepithelzellhaufen.
X400



Tab. 40a: Linksseitige GSM (n = 61), Kollagen I-Expression, a = Kontrollen, b = 20 Gy, ¢ =40 Gy, d = 60 Gy

GSM-

Gefaflwand

um um um um um um
Gewebe [ Gr. | NERV | KAP AD KA SE | MYO | AZ SCH ST STR | GE
Gruppe SEN
AK TME
a 3 1 3 (2)-3 2-3 1 1* 1* 1* 2 3
Anti b [3-(W)] 1 3@ [3-(@) | 2-3) 1 1 1 1 2-3) |3-(4)
-Cl c | (3)4 1 3)4 [3-(4)| 23 1 -(2) | 1-2) | 1-(2) 3 (3)-4
d [ (B4 1T [@G)4]@)4] 3 L @)-2 | (1)-2] ([(1))-2]3-(4) | (B3)-4

* = dullerst zart, haufiger auch fehlend

Tab. 40b: Rechtsseitige GSM (n = 61), Kollagen I-Expression, a = Kontrollen, b = 20 Gy, ¢ =40 Gy, d = 60 Gy

GSM- GefilBwand um um um um um um
Gewebe | Gr. | NERV | KAP AD KA SE MYO AZ SCH ST STR GE
Gruppe SEN
AK TME

a 3 1 3-(4) 3 2-3 1 1* 1* 1* 2 3-(4)
Anti b [3-(@)| 1 3| 3 [2-(B)]| 1 1 1 I 12(B) [ 3-(d)
-C1 c [3&@| 1 3] 3 2 1 1 1 1 | 2-3) [3-((4)
d [3-(@)| 1 [3-(4)[3-(#)[2-(B)] 1 I [1-(@) ] 1-(@2) | 2-(3)) | 3-((4)
Bewertung der Féarbereaktion:
1 = negativ 2 =hauchzart 3 = zart, diinn, kontinuierlich, leicht 4 = méaBig-mittelgradig, deutlich
linienformig 5 = stark bis sehr stark, balkenartig oder mehr flachenhaft

* = duflerst zart, haufiger auch fehlend

w:-;“ . }.'.:-;
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Abb. 24.1: GSM, Kontrolle.
Zarte  bis  leichte  CI-
Expression um Streifenstiicke
und Gangepithelien. Extrem
zart und fokal um Azini und
sekretorische Tubuli. X200

Abb. 24.2: GSM, 60 Gy-
Exposition. Deutlich verbrei-
terte und akzentuierte CI-
Expression um Gangepithe-
lien. Flichenhafte Immunre-
aktionen um sonstige Driisen-
strukturen und i. B. verblie-
bener Azini. X150



Tab. 41a: Linksseitige GSM (n = 61), Lamininexpressionsprofil, a = Kontrollen, b = 20 Gy, ¢ =40 Gy, d = 60
Gy

GSM- Gefilwand um um um | um um um
Gewebe [ Gr| NG KA [SE[{MYO| AZ |SCH| ST | STR GE
Gruppe KAP | SEN | TME | AD

AK

a 3-4 3 3 12-3) | 1 1 1 1 2)-3 | 2-3 2 2-3 2
Anti- b| 3-4 | (2-| 3 2- 1 1 1 1 2- 2-3 2 2 2-((3))
Laminin 3 (€))) 3(4)

c 3-4 3-4 | 34| 2-3 1 1 1 1 2-3 (23] 2- 2-3 (2)-

() 3((4)
d| 34 | (3)-|0B)-]| @23 1 1 1 1 2)-3- [(3)4] 2-3 | ((@)-] 3-8
(5 4 4 4 3

Tab. 41b: Rechtsseitige GSM (n = 61), Lamininexpressionsprofil, a = Kontrollen, b =20 Gy, ¢ =40 Gy, d =60
Gy

GSM- Gefiflwand um um | um | um | um um
Gewebe | Gr NG KAP | SEN [TME| AD KA | SE | MYO AZ SCH ST STR GE
Gruppe
AK

a| 3-4) | (2)-3](2)-3] 2- 1 1 1 1 2-3) | 2- 2 2- 2

Anti- 3) 3) (3)
Laminin | b 3 (2-3] 3 2 1 1 1 1 2-(3) 2 2 2 2
c 3 )-| 3 2 1 1 1 1 2-3 2- 2 2- 2

3 ) 3)
d 3- 3- 3- 2- 1 1 1 1 2)-3 | 2)-|2-(3) | 2- 2-(3)

4((3) | ((4) [ (D) | (B 3 3)

Bewertung der Féarbereaktion:
1 = negativ 2 =hauchzart 3 = zart, diinn, kontinuierlich, leicht 4 = miaBig- bis mittelgradig,
deutlich linienférmig 5 = stark bis sehr stark, balkenartig oder mehr flachenhaft

Abb. 25.1: GSM, Kontrolle.
Zarte bis leichte Lamini-
nexpression um die verschiede-
nen Strukturen des Driisenpa-
renchyms.X200

Abb. 25.2: GSM, 60 Gy-
Exposition. Kriftige Lamini-
nexpression, hier besonders um
die Schaltstiicke (T) und i. B.
miterfasster Gefalle V).
Daneben sind fokal Konglome-
rate (1) sichtbar. X200




Tab. 42a: Linksseitige GSM (n = 61), Fibronektinexpressionsprofil, a = Kontrollen, b = 20 Gy, ¢ =40 Gy, d =

60 Gy
GSM- Gefiallwand um um | um | um | um um
Gewebe [Gr| NG [KaP|SEN|TME| aD | KA| SE | MY | AZ | SC ST |STR| GE
Gruppe o H
AK
a| 12 [2-(3)|2-(3)| 2 3 3 2 1 1-2) | 1-2 | (1)-2 | 2-3 3-4
=
z b [ (2)-3]12-3) [(2)-] 2- [(@)] 23] 2 L 12 | (D-]2-(Q) [ (@) | )4
5 3 13| -3 2 -3
:g“ c|3-(@)| 2-3 [(2)-] 2- 3- 3- 1 (1)-] 1 1-2 |12 (23] 3- | (3)4
= 3 @G [@)|@))| 2 “
= d| 3)-4 |((2)-| 3 2- [(3)4]| 4 3- 1 (M2 [ (D-1@2)3] B)-| -5
< 3 3) (4) 2 4
Tab. 42b: Rechtsseitige GSM (n = 61), Fibronektinexpressionsprofil, a = Kontrollen, b = 20 Gy, c =40 Gy, d =
60 Gy
GSM- Gefillwand um um um | um | um um
Gewebe |Gr| NG [kaP|SENITME]| aD |KA| SE | MY AZ SC | ST |STR| GE
Gruppe o H
AK
a| (D2 [23]23 2 3 3 2 1 1-2) [ (D)-{2-3)|(2)-3]| (3)4
= 2
% b | (@)3 (2-0) (@] 2 [(@)-] 2- 12| 1 |12 | 1- [((A)-](@)-| 3-(4)
= -3 3 3) (2) 3 3
,E c| (2-3 2- |23 2 1(@)-]23(1-(2)) 1 1-(2) 1- 2- |1 (2)-3| 3-8
0 @A) 3 @ )
= d 3 2- (@) 2 |(@)-] 3- |(D)-2] 1 1-(2) 1- 2- 1(2)-3 3-4
< @)] -3 3 14 @ )
Bewertung der Farbereaktion:
1 = negativ 2 =hauchzart 3 = zart, diinn, kontinuierlich, leicht 4 = miBig- bis mittelgradig,

deutlich linienférmig

5 = stark bis sehr stark, balkenartig oder mehr fldchenhaft

Abb. 26.1: GSM, Kontrolle. Zarte interstitielle
Fibronektinexpression mit linearer Verdichtung um
Gangepithelien. X200

Abb. 26.2: GSM, 60 Gy-Exposition. Deutlich ver-
breiterte Fibronektinexpression um Gangepithelien
und Streifenstiicke. Mehr flichenhafte Kondensati-
onen um Azini und sekretorische Tubuli. Reichlich
stark positive Infiltratzellen. X200




Tab. 43a: Linksseitige GSM (n = 61), C III-Expressionsprofil, a = Kontrollen, b = 20 Gy, ¢ = 40 Gy, d = 60 Gy

GSM- Gefiflwand um |um | um um um um
Gewebe [Gr| NG KA | SE | MYO | AZ | SCH ST STR | GE
Gruppe KAP| SEN |TME| AD
AK
a 3 (2)- 3 3 2 | (1)-](1)-2 1 2-3 | (2)- 2 3 2-3
E 3 2 3
£ b | 3-(4)) | 3- 3-4 3- 2- | (1)- [ ((1))- 1 2-31(2-1 2-3) |2-(3) | 2-(3)
g (€))) @G| 2 2 3
= c 3-4 3-4 1 ((3))-| 34 | 2- 2 [ ((1))- 1 3 3- 2-3 2)-3 ] (2)-3
M 4 () 2 (4)
= d 4-5 4- | D-5| 4- | 2-3 [ (D)-[ (D)2 1 3)-{4)-| (34 3-4 | (3)-4
< (5) (5) 2 4] s

Tab. 43b: Rechtsseitige GSM (n = 61), C lII-Expressionsprofil, a = Kontrollen, b = 20 Gy, ¢ =40 Gy, d = 60

Gy
GSM- Gefillwand um |um | um um um um
Gewebe [ Gr | NG KA | SE | MYO | AZ | SCH ST STR | GE
Gruppe KAP | SEN | TME | AD

AK

a 3 2)-3 3 3 2 1-2 | 1-2 1 2-312-3 2-(3) 2-3 | 2-(3)

E b 3 (@) 3- [(@)] 2 1-2 | 1-2 1 2-3 1 2-3 | 2-((3) 2 2
2 3 @) | 3
c c| 3 |3-@|3-@ | 3 |[W@A)-{D-|MD-| 1 [@-]|@-]| 2«(B) 23] 2-
f (C))] 2 2 | 2 313 @3
= d|3-4)]| 34 34 |3-(4)| 2- 1-2 ] 1-2 1 2-3] 3 2-3 2-3 2-3
= (©)

Bewertung der Féarbereaktion:

1 = negativ

2 = hauchzart

deutlich linienférmig

3 = zart, diinn, kontinuierlich, leicht
5 = stark bis sehr stark, balkenartig oder mehr flachenhaft

4 = maBig- bis mittelgradig,

Abb. 27.1: GSM, Kontrolle. Zarte bis leichte
interstitielle CIII-Expression mit Verdichtungen
um die Parenchymstrukturen. X200

Abb. 27.2: GSM, 60 Gy-Exposition. Recht kriftig
verstirkte, teilweise flichenhafte und Konglomerate
(M) bildende CIII-Expression. X200




Tab. 44a: Linksseitige GSM (n = 61), C IV-Expressionsprofil, a = Kontrollen, b =20 Gy, ¢ =40 Gy, d = 60 Gy

GSM- Gefillwand um |um | um um um um
Gewebe |Gr| NG KA | SE | MYO | AZ | SCH ST STR | GE
AK
. a 2-3 2-3 | 34 |23 1 1 1 1 2 2 2 2 2
E b 2-3 3 4 3 1 1 1 1 2-312-3 | 2-((3) 2- 2-
4 (E)AN(E)]
S c | 3-((4) | (3)- 4 3- 1 1 1 1 2)-] 3- 2-3 2-3 2-3
E 4 (4)) 3| @
= d| 3-4) 4 | (4)-| 4 1 1 1 1 3- | (4)- 3-4 3-(4) | 3-(4)
< 5 @] s
Tab. 44b: Rechtsseitige GSM (n = 61), C IV-Expressionsprofil, a = Kontrollen, b = 20 Gy, ¢ =40 Gy, d = 60
Gy
GSM- Gefillwand um um | um um um um
Gewebe| G| NG |KAP|SEN |TME| AD | KA | SE | MYO | AZ |SCH| ST STR | GE
Gruppe | *
AK
a 2-3 2-3 1 34 [(2-3] 1 1 1 1 2-3)[2-(3)| (1)-2 2 2
£ b 2-3 1@ (34123 1 1 1 1 2- 2- 2 2 2
4 -3 (3) [ (B
c (@)-3 [3-D |34 (@) 1 1 1 I 12-3)|2-3)| 2-((3) | 2-(Q3) | 2-
E -3 ()
= > d | 3-(4) |3-(4)| 4- 3- 1 1 1 1 2-3)[2-3)| 2-(3) | 2-(3) | 2-(3)
<= () | (@)

Bewertung der Féarbereaktion:

1 = negativ

2 = hauchzart

3 = zart, diinn, kontinuierlich, leicht

4 = miBig- bis mittelgradig,
ehr flichenhaft

Abb.

28.1:

GSM, Kontrolle.

Recht zarte CIV-Expression der
BM um die Driisenstrukturen,
akzentuierte Reaktion (T) i. B.
miterfasster Gefdlle (SEN, TME,
KAP). X200

Abb. 28.1: GSM, 60 Gy-
Exposition. Verbreiterte und ver-
starkte sowie teilweise mit Kong-
lomeratbildung () einhergehende
CIV-Expression. X400
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Abb. 29a: Darstellung der PR in Gruppen und im
Zeitverlauf, die als Interaktionsvariable gebildet
wurden. Oben sind alle 4 Driisen, unten die bei-
den GSM zusammengefasst

Abb. 29b: Ki-67-Expression (AK: MIB-5).
GSM (60 Gy-Exposition, LR: '4a).




Tab. 45: PR in % (Mittelwerte = Standardfehler) bei den 4 untersuchten Speicheldriisen (GSM links: n = 54,
GSM rechts: n = 54; GSL links: n = 44; GSL rechts: n = 44) im Verhiltnis zu den verschiedenen RT-
Dosisgruppen (B-D) und Latenzzeiten (E-F) sowie bei Kontrollen (A)

Driise / Gruppe | Gruppe GSM GSM GSL GSL
links rechts links rechts
Proliferationsrate (AK)
A
o Kontrollen 0.32+1.46 0.16 £ 0.53 0.075 +0.45 0+0.3
=
£< c
2 ¢ 40 G 1.885 +0.86 0.773 £ 0.25 0.175 £ 0.24 0.128 £0.16
c 1
< |
g
A

6-M-LR 3.755+0.73 1.769 £ 0.22 0.578 £ 0.21 0.414 £ 0.13

6 M-LR bzw.12-M-LR = Untersuchung 6 bzw. 12 Monate nach abgeschlossener RT

Tab. 46: PR in % mit Angabe der Mittelwerte + Standardabweichung sowie Variationsbreite (in Klammern) bei
den 4 untersuchten Speicheldriisen (GSM links: n = 54, GSM rechts: n = 54, GSL links: n = 44, GSL rechts: n =
44) im Verhéltnis zu den 6 Gruppen (B-G), die als Interaktionsvariable gebildet wurden, zum Gesamtwert der
exponierten Tiere (H) sowie bei Kontrollen (A)

Driise / Gruppe | Gruppe GSM GSM GSL GSL
links rechts links rechts
Proliferationsrate (AK)
A 0.32+0.21 0.16 £0.22 0.075 + 0=+
Kontrollen (0-1) (0-0.6) (0-0.3) (0-0.1)

C 1.550+2.03 | 0.785+0.88 | 0.05+0.15 | 0.166+0.22
40 Gy (0-4.2) (0-2.4) (0-0.4) (0-0.5)
6-M-LR

E 0477044 | 0.533+£0.86 | 0.05+0.16 0+0
20 Gy (0-1.1) (0-2.7) (0-0.2) (0)
12-M-LR

Proliferationsrate in % (MIB-5-AK)

G 060081 | 0.170+£0.22 | 0.26+0.53 0.05+0.12
60 Gy (0-2.3) (0-0.7) (0-1.7) (0-0.4)
12-M-LR

6 M-LR bzw.12-M-LR = Untersuchung 6 bzw. 12 Monate nach abgeschlossener RT
GW-RT = PR-Gesamtwert exponierter Tiere



Histologische Feinstruktur der extrakraniellen Tumore

PECA (im Bereich der Maxilla)
Die Tumorzellen zeigen eine angedeutete epidermoide Differenzierung mit deutlich ausgebildeten Interzellular-
briicken, z. T. sind glanduldre Strukturen entwickelt. Es besteht eine Kernpolymorphie mit variabler Chromatin-
dichte und Kerngrofe. Prominente Nucleoli. Ausgedehnte Tumorinfiltrate sind im Oberkieferknochen nachweis-
bar. Im Randgebiet der Kompakta ist einseitig Driisengewebe mit soliden epithelialen Tumorformationen er-

kennbar. Das Bild spricht fiir mittelgradig differenzierte, nicht verhornende PECA mit Knochendestruktion.

PECA (im Bereich der Speicheldriisen)
Die epithelialen Tumorzellformationen schliefen zumeist deutlicherere Verhornungen mit ein. Die Tumorzellen
bilden zumeist groBere Komplexe mit moderaterer Pleomorphie der Tumorzellen und moderater Atypie der
Zellkerne, haufiger findet sich ein vesikuldres Kernbild. Daneben sind prominente Nucleoli und Mitosen erkenn-
bar. Nachweis von Apoptosen. Fokal sind ausgedehntere Nekrosen erkennbar. Das Bild spricht fiir iiberwiegend

mittelgradig bis hochdifferenzierte PECA.

Mikrozystische Adenokarzinome
Es finden sich driisenartig-tubuldre Zellformationen sowie wechselnd dominierende mikrozystische Strukturen
bzw. Formationen. Multilokuldres Wachstumsmuster. Ein aktiviertes Kernbild mit Polymorphie ist entwickelt, z.
T. finden sich vesikuldre Kernbilder. Teilweise kommt es zu bizarren Kernatypien. Die Zellanordnung ist gele-
gentlich doppelreihig. Abschnittsweise sind nur gelegentlich nachweisbare Mitosen, abschnittsweise erhohte

Mitoseraten auffdllig. Das Bild spricht am ehesten fiir mikrozystische Adenokarzinome.

Zystadenokarzinome
Es zeigen sich tubuldre, mikrozystische und papillire Tumorzellformationen, z. T. auch solidere Formationen.
Die auskleidenden Epithelien sind z. T. zweireihig angeordnet. Die innere Epithelschicht zeigt eine kubische bis
zylindrische Gestalt. In den wechselnd weiten Lumina finden sich reichlich Schaumzellen. Es sind schmale
Stromasepten entwickelt, teilweise zeigt sich ein kribriformes Bild. Wenige Mitosen und einige Kernatypien sind

nachweisbar. Das Bild spricht am ehesten fiir niedrig maligne Zystadenokarzinome.

Adenokarzinom mit sebazéser Differenzierung
Es finden sich atypische adenoide Tumorzellformationen und solid-trabekulére (tubuldre) Formationen. Stroma-
desmoplasie. Gelegentlich sind Mitosen nachweisbar, ebenso sind Apoptosen und aktivierte blastire Kernbilder
zu finden. Teilweise kommt es zu sebazdsen Differenzierungen. Das Bild weist am ehesten auf ein mogliches

Adenokarzinom mit sebazoser Differenzierung hin.

Adenoid-zystische Karzinome
Es zeigen sich unterschiedlich grole Tumorzellnester mit z. T. adenoiden Formationen. Dazwischen einge-
schlossen sind unterschiedlich grofle, zylinderférmigen Pseudozysten entsprechende Spaltrdume nachweisbar.
Weiterhin sind Perineuralscheideninfiltrationen erkennbar. Teilweise besteht ein Zelldualismus. Kribriforme
Strukturmuster. Das Bild spricht am ehesten flir Strukturmuster von adenoidzystischen Karzinomen, die dem

glandulér-kribriformen Subtyp zuzuordnen sind.

Fibrome bzw. Firboadenome
Es zeigen sich ausgeprégte Fibrosen und Sklerosen, im Randbereich ist oft miterfasstes Driisenrestgewebe er-

kennbar. Zum Teil sind knotige Proliferationen im Sinne einer fibroadenomatdsen Sklerose entwickelt.




Tab. 47: Lokalisation und Tumortypverteilungsmuster der ,,spontanen‘ (nichtbestrahlte Tiere) und strahlenasso-
ziierten (im Strahlenfeld gelegenen) Tumore (n = 23)

Lokalisation ISF ASF

Radiatio Ja Nein Ja Nein
Tumortypen
Maligne Tumore
Zystadenokarzinome 2 - -

(SD)
Mikrozystische Adenokarzino- 1 - - 1
me (SD) (ML)
Adenoid-zystische 2 - - 1
Karzinome (SD) (ML)
Adenokarzinom mit - - 1
sebazoser Differenzierung (ML)
Plattenepithelkarzinome 5 - - 1
(4: SD, 1: Maxilla) (Maxilla)

Benigne Tumore
Fibrome / 1 - - 8
Fibroadenome / (SD) (ML)

Fibrose / Sklerose

() = Tumorursprungsort
ISF = Im Strahlenfeld

SD = Speicheldriisen

ML = Milchleistenregion

ASF = Auflerhalb der linken Kopf- / Halsregion

Abb. 30: CK
17/19-
Expressionsmuster
in einem adenoid-
zystischen Karzi-
nom. Die Pfeile
weisen auf gange-
pitheldhnliche
Tumorformatio-
nen. X200




Tab. 48: CK-Verteilungsmuster und Ursprungsorte (ISF = innerhalb des Strahlenfeldes, ASF = auBlerhalb der
linken Kopf -/ Halsregion) bei den malignen Tumoren (n = 14)

CK / Lokalisation CK CK CK CK CK ISF ASF n
5/6 7 8/18 13/15/16 17/19
Tumorentititen
Adenoid-zystische MYO 4-5 1 MYO 1 MYO3/4-5 GE X 2
Karzinome BZ bei GE 4- BZbeiGE BZbeiGE3 34
5 2-3
Adenoid-zystisches MYO 4-5 1 MYO 1 MYO 4 3-4 X 1
Karzinom BZ bei GE 4- BZ bei GE BZ bei GE 3
5 2-3
Zystadenokarzinome MYO 4-5 2 3-4 MYO 3-4 GE X 2
BZ bei GE 4- BZbeiGE 3/4-5
S 3-4
Mikrozystisches MYO (3) 2 3) MYO 5 GE X 1
Adenokarzinom BZ bei GE BZ bei GE 5
3) (3)
Mikrozystisches MYO 4-5 1 3-4 MYO 4-5 GE X 1
Adenokarzinom BZ bei GE 4- BZ bei GE 3-4
5 3)
Adenokarzinom mit 1 2-3 3) 2) 2) X 1
sebazoser Differenzie-
rung*
PECA 4 1 (2-3) 1 1/5 X 5
PECA 4 1 (2-3) 1 2 X 1

Bewertung der Farbereaktion: 1 =negativ 2 = hauchzart 3 = gering, leicht 4 = méBig- bis mittelgradig,
moderat 5 = stark bis sehr stark ~ Bei variabler Expression wurde der dominante Befund unterstrichen.

BZ = Basalzellen GE = Gangepithelstrukturen/-formationen MYO = Myoepithelzellen PECA
= Plattenepithelkarzinome () = fokale Immunreaktion *=CK 20: 1



Tab. 49: Kollagenverteilungsmuster und Ursprungsorte (ISF = innerhalb des Strahlenfeldes, ASF = auflerhalb
der linken Kopf -/ Halsregion) bei den malignen Tumoren (n = 14)

Bewertung der Farbereaktion: 1 = negativ 2 =hauchzart 3 = zart, dinn, kontinuierlich, leicht
4 = maBig- bis mittelgradig, deutlich linienférmig 5 = stark bis sehr stark, balkenartig oder mehr
flachenhaft () = nicht dominierender Befund und / oder fokale Immunreaktion

PECA = Plattenepithelkarzinome

Kollagene / Lokalisation Kollagen IIT Kollagen IV ISF ASF n

Tumorentititen

Adenoid-zystische Karzinome 2-(3) 2-(3) X 2
Mastzellen 4 in Pseudozysten 4

Adenoid-zystisches Karzinom 2-(3) 2-(3) X 1
Mastzellen 4 in Pseudozysten 4

Zystadenokarzinome 3-4 4-5 X 2
Mastzellen 3 Fokale Fragmente

und Konglomerate

Mikrozystisches 3-(4) 3-4 X 1

Adenokarzinom Fokale Fragmente
und Konglomerate

Mikrozystisches 2-3 3-4 X 1

Adenokarzinom 4) Fokale Fragmente
und Konglomerate

Adenokarzinom mit 2) 2) X 1
sebazoser Differenzierung

PECA 2-3 (4) ! X >
Fokale Fragmente Fokale Fragmente (2-3)

PECA 2-3 (4) 1 X !
Fokale Fragmente Fokale Fragmente (2-3)

Abb. 31: CIV-
Expression in einem
Zystadenokarzinom. Mo-
derate bis starke, teilwei-
se fragmentierte (T) BM-
Férbereaktion. Daneben
sind auch mehr verbrei-
terte kontinuierliche BM-
Immunreaktionen nach-
weisbar  (T1). Dariiber
hinaus fanden sich fokal
CIV-positive BM-
Konglomerate (*) im
Interstitium. X200
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Abb. 33: TM-Gewebe mit subtotaler hdmorrhagischer
Nekrose. Randlich etwas Granulationsgewebe mit reich-
lichen Eisenablagerungen (blaue Schollen) zwischen
TM-Gewebe und erhaltenem Vorderlappen. Einzelne
Siderophagen auch im nekrotischen Tumorgewebe.
Eisenfarbung. X220

Abb. 32: Ansicht des explantierten Gehirn von
kaudal.  GroBles  Hypophysenadenom  mit
makroskopisch sichtbaren Einblutungen

3 asgaan
: N

Abb. 34: Hypophyse. Me-
dullar-diffus  aufgebautes
Tumorgewebe mit nur
geringen Nekrobiosen
einiger TM-Zellen in Form
von Schrumpfungen des
Kerns und des Zytoplas-
mas, sonst vital mittelgro-
e, leicht pleomorphe Tu-
morzellen mit mittelbrei-
tem bis breitem, schwach
azidophilen  Zytoplasma.
HE. X440

G R O REY Y A

Abb. 36: TM-Gewebe mit herdférmigen Einblu-
tungen und zystischen Transformationen. Etwa
10% der TM-Zellen exprimieren Prolaktin (brau-
nes Reaktionsprodukt im Zytoplasma). X440

Abb. 35: Diffus aufgebautes TM-Gewebe. Etwa
50% der Kerne exprimieren Ki-67. X440



Tab. 50: Mikroskopischer Aufbau der Hypophysenadenome hinsichtlich Zelltyp, atypischer Mitosen, PR und
Nekroserate sowie im Hinblick auf den Nachweis von Hormonen im Adenom und der residualen normalen Drii-

se
Nr. | Explantation | NR | Morphologie Atypische Hormonbildung Normale
Gesamtdosis | [%] der Mitosen/ im Adenom Hypophyse
TM-Zellen PR (TM)
1 nach 6 M 5 monomorph Keine kein Nachweis randsténdige normales
Driisengewebe [VL; GH,
60 G 40% ACTH, PRL, TSH, LH:
y positiv (+)]
2 nach 12 M 5 pleomorph Keine kein Nachweis randsténdig normales
Driisengewebe [GH,
206G 40% ACTH, FSH, a-
y Untereinheit: positiv (+)]
3 nach 12 M >5 monomorph Keine GH (10%), Anteile des VL und der
PRL (2-10%), Zwischenzone [GH,
20G 50% TSH (20%) ACTH, FSH, a-
y Untereinheit, PRL, LH,
S100 (Stiitzzellen): posi-
tiv (+); TSH: negativ]
4 nach 12 M >5 monomorph Einzelne GH (10%), randsténdige Anteile des
PRL (2-10%) VL [GH, ACTH, FSH,
50% PRL, TSH, LH: positiv
20G ’ ’
Y )]
5 nach 12 M 5 pleomorph Keine GH (10%) VL [GH, ACTH, FSH, a-
TSH (5%) Untereinheit, PRL, LH,
20G 40% FSH (5%) S100 (Stiitzzellen): posi-
y tiv (+): TSH: negativ]
6 nach 12 M <5 pleomorph Keine TSH (5-30%) VL [GH, ACTH, FSH, a-
Untereinheit, PRL, TSH,
40% LH: positiv (+), Stiitzzel-
20 Gy len in der Ndhe des TM:
stark positiv (++)]
7 nach 12 M <5 pleomorph Keine kein Nachweis VL [GH, ACTH, FSH, a-
Untereinheit, PRL, LH,
0 " . .
20 Gy 40% Stiitzzellen: positiv (+)]
8 nach 12 M 5 pleomorph Keine (einzel- | kein Nachweis randsténdig zum TM VL-
ne doppelker- Gewebe [GH, ACTH,
60 G nige TM- FSH, a-Untereinheit,
y Zellen PRL, LH, Stiitzzellen:
40% positiv (+)]
9 nach 10 M 5 pleomorph Keine TSH (30-40%) randstdndig zum TM VL-
GH (5-10%) Gewebe [GH, ACTH,
60 G 40% FSH (10%) FSH, a-Untereinheit,
y PRL, LH, Stiitzzellen:
positiv (+)]
VL = Vorderlappen NR = Nekroserate M = Monate TM = Tumor




Tab. 51: Darstellung der pathohistologischen Befunde (Feinauswertung) in Bezug zu den Dosisgruppen

Dosisgruppen / Kontrollen| Kontrollen |20 Gray
Pathohistologischer Befund
Subepitheliale Lymphozyteninfil- ((+) ((+)
trate 22%
Subepitheliale Lymphektasien - +)
100%
Subepitheliales Odem - ()
11%
Interstitielle Lymphozyteninfil- () ()
trate 33%
Interstitielles Odem - ()-(+)
44%
Interstitielle Fibrose - ()
11%
Mukosaverschmiilerung i. B. des - -
Osophagus
Plattenepithelmetaplasie i. B. der - ((+)
Schilddriise 11%
Fibrose/Lymphozyteninfiltrate i. (H)/+ )
B. der Schilddriise 78%
Pseudopapilliire supraglottische - ()
Formationen 22%
Blutgefifidilatationen ((+) (H)/+
100%
Lymphgefifiektasien +) (H)/+
100%
Driisenverinderungen spites Stadium | Ubergangssta- | Ubergangssta-
(Klassifiziert) 1: (1) dium 1 -2: |8 | dium 1 -2: %
* Dilatation der subglott. / tra-
chealen Driisen und -géinge 229% 100% 100%
* fokale Reduktion des subglott. /
trachealen Driisenparenchyms
* fokale periaziniire und -duktale
Fibrose der subglott. / trachealen
Driisen
* = einzelne Priparate mit zum Teil stark ausgepriagtem Befund

((+)

()
+

ot

-+

__(unterstrichen)

rot (unterlegt)

pink (unterlegt)
gruppen

kursiv

Rohinzidenz in %

= negativ bzw. nicht vorhandener Befund
= sporadischer Befund
= sehr geringer Befund bei einzelnen oder mehreren Priparaten
= geringer Befund bei mehreren oder vielen Préparaten

= deutlicher, mittelgradiger Befund bei vielen Praparaten

= stark ausgepragter Befund bei allen Praparaten

= dominierender Befund innerhalb der Dosisgruppen

= dominierender Befund beim Vergleich der 40 Gray und 60 Gray Dosisgruppen

= etwa gleich ausgeprigter Befund beim Vergleich der 40 Gray und 60 Gray Dosis-



Abb. 39.1: Larynx
(Kontrolle). Glot-
tisniveau mit
Ubergang zur
Supraglottis. Ge-
ring  asymmetri-
sche Darstellung
der Gewebefalten
im Bereich des
,ventral  pouch*
(1). HE. X50

Abb. 39.2: Larynx (60 Gray-
Exposition). Supraglottische
PPF (1) mit subepithelialer
ddematdser Auflockerung
sowie subepithelialen Lym-
phektasien (A). Kranial ist eine
breitere bindegewebige Zone
mit fokalen Zellinfiltraten ange-
schnitten. HE. X100




Tab. 52: Darstellung auffilliger CK 13-Expressionsverdnderungen unter Beriicksichtigung verschiedener Loka-
lisationen bzw. Gewebearten in Bezug zu den RT-Dosisgruppen.
Die rosafarbene Unterlegung kennzeichnet die vom Gesamtaspekt her auffillige Expressionsabnahme.

Dosisgruppen | Kontrollen 20 Gray 40 Gray 60 Gray

Lokalisation / Gewebeart

Glottale Schleimhaut 2-3 ((1)-2 2-(3) (1)-2

o Abb. 40.3: CK 13-Expression. Schilddriise. CK 13-
Abb. 40.1: Larynx (Kontrolle). CK 13-Expression im  pitivitit (1) bei PE-Metaplasien i. B. zystisch

Glottisbereich. X100 erweiterter Follikelstrukturen. X400

Abb. 40.2: Larynx (60 Gy-Exposition). Nur schwache CK 13-Expression im Glot-
tisepithel. X400




Abb. 41.1: CK 17/19-
Expression. Kontrolle.
Supraglottisches  Indifferen-
zepithel mit zarter Féarbung.
Glottisepithelien (rechter
Bildrand) zeigen keine Reak-
tion. X200

Abb. 41.2: CK
17/19-Expression.

{ 40  Gy-Exposition.
Supraglottisches In-

differenzepithel mit

ausgepragterer Fir-
bung. X200

Abb. 413: CK 17/19-
Expression. 60 Gy-
Exposition. Supraglottisches
Indifferenzepithel mit wieder
verminderter Férbereaktion.

Glottis: negativ. X200

Tab. 53: Darstellung auffilliger CK 17/19-Expressionsverdanderungen unter Beriicksichtigung verschiedener
Lokalisationen bzw. Gewebearten in Bezug zu den Dosisgruppen.
Vom Gesamtaspekt her auffillige Expressionsfluktuationen erhielten eine griine Unterlegung. Fiir die basalbe-

tonte Expressionsverdnderung wurde eine rot-gemusterte Unterlegung gewéhlt.

Dosisgruppen | Kontrollen 20 Gray 40 Gray 60 Gray
Lokalisation / Gewebeart
Respiratorisches Epithel 2-3 2 2-(3) 2
der Supra- und Subglottis
Innenseite der aryepiglottischen 2 2-((3)) 2-3 2
Falte (respiratorisches Epithel und
z. T. kuboide Indifferenzepithelien)
Aullenseite der aryepiglottischen 1-(2) 1-2 (1)-2p 1
Falte (un- bis schwach verhorntes
PE)
Hypopharynx 1-2 1-2 (1)-2 1
(un- bis schwach verhorntes PE)
Osophagus 1-2 1-2 (1)-23 1-((2))
(un- bis miBig verhorntes PE)

B = basalbetonte Expression




Abb. 42.3: PE-Metaplasien im
Bereich der Schilddriise waren
CK-18-negativ (7). X200

Tab. 54: Darstellung auffilliger CK 18-Expressionsverdnderungen unter Beriicksichtigung verschiedener Loka-
lisationen bzw. Gewebearten in Bezug zu den Dosisgruppen
Vom Gesamtaspekt her erhielten auffillige Expressionssteigerungen eine rote Unterlegung.

Dosisgruppen | Kontrollen 20 Gray 40 Gray 60 Gray

Lokalisation / Gewebeart

Subglottische Driisen und 4-(5) (4)-5 ((4))-5 (4)-5
Driisenginge

Abb. 42.1: CK 18-
Expression.  Kontrolle.
Subglottische Driisen mit
moderater Reaktion.
X200

Abb. 422: CK 18-
Expression. 60  Gy-
Exposition. Stirkere
Reaktion bei subglotti-
schen Driisen. X100




Tab. 55: Darstellung auffilliger Vimentin-Expressionsverdnderungen unter Beriicksichtigung verschiedener
Lokalisationen bzw. Gewebearten in Bezug zu den Dosisgruppen.

Vom Gesamtaspekt her erhielten aufféllige Expressionssteigerungen eine rote, Expressionsabnahmen eine rosa
Unterlegung. Griin unterlegt wurden auffillige Expressionsfluktuationen. Bei noch mehr heterogenem Expressi-
onsverlauf wurden zweifarbige Unterlegungen gewéhlt, wobei die groflere Fliche den Hauptaspekt am ehesten
repréasentierte

Dosisgruppen | Kontrollen 20 Gray 40 Gray 60 Gray
Lokalisation / Gewebeart
M. thyreoarytaenoideus/M. vocalis (2)-3 2 2-(3) 2-(3)
Supraglottische Muskulatur (2)-3 2-((3)) 2-3 2-(3)
Subglottische Muskulatur (2)-3 2-((3)9 2-3 2-(3)
Epiglottisknorpel 2-(3) 2 2 2
Hypopharynxmuskulatur (2)-3 2-((3)) 2-3 2-(3)
Tracheales Bindegewebe 2-3 2 2 2
Trachealmuskulatur 3 2-(3) 2-3 (2)-3
Tracheaknorpel 2-3 2-((3)) 2-((3)) 2
Osophagusbindegewebe 2-(3) 2 2 2
Osophagusmuskulatur 3 2-(3) 2-(3) (2)-3
Fettgewebe 2-3 2-(3) 2-((3)) 2-((3))
Kapillaren 2-(3) 3 (2)-3 3
Kapilldre Schilddriisengefifie (1)-2 3 (2)-3 3-(4)
GefiBadventitia 2)-3 3 3 3
Hiillgewebe des N. recurrens 2-3 3 3-((4) 3)-4
B L 3]

T
3R

Abb. 43.1: Vimentinexpression. Kontrolle. Leichte, =~ Abb. 43.2: Vimentinexpression. 60 Gy-Exposition.
epineural betonte Reaktion i. B. des Rekurrensner-  Deutlich kriftige Immunreaktivitit im Hiillgewebe
ven. X200 des Nerven. X400



Tab. 56: Darstellung auffilliger Laminin-Expressionsverinderungen unter Beriicksichtigung verschiedener
Lokalisationen bzw. Gewebearten in Bezug zu den Dosisgruppen. Vom Gesamtaspekt her erhielten auffillige
Expressionssteigerungen eine rote, tendenzielle Expressionssteigerungen eine gelbe Unterlegung. Griin unterlegt
wurden aufféllige Expressionsfluktuationen. Bei noch mehr heterogenem Expressionsverlauf wurden zweifarbi-

ge Unterlegungen gewéhlt, wobei die groflere Flache den Hauptaspekt am ehesten représentierte.

Dosisgruppen Kontrollen 20 Gy 40 Gy 60 Gy
Lokalisation / Gewebeart
M. thyreoarytaenoideus / 2 2-(3) 2-(3) ((2))-3*
M. vocalis
Andere Larynxmuskeln 2-(3) 2-(3) 2-(3) (2)-3*
Laryngeale Nerveniiste 3 3 3-((4)) 3-4%*
(vorwiegend Schwann-Zellen)
Osophageale Nerveniste 3 3 3-((4) 3-4
(vorwiegend Schwann-Zellen)
Rekurrensnerv 3 3 3-4 3-4%
(vorwiegend Schwann-Zellen)
Trachealmuskulatur 2-3 2-((3) 2-3 ((2))-3
Driisen- und Driisengéinge 2 2 2 2-(3)
Nerveniste im Sinus piriformis 3 3-(4) 3-(4) 3-4
(vorwiegend Schwann-Zellen)
Osophagusmuskulatur 2-3 2-(3) 2-3 ((2))-3
Subepitheliale Region der Su- 2-3 2 2 2-3*
praglottis
Subepitheliale Region der Subglot- 2-(3) 2 2 2-3%

tis

Nachweisreaktion:
1 = kein Nachweis
5 = starke bis sehr starke Reaktion

* = einzelne Priparate oder Préparatabschnitte mit zum Teil starkerer Expression

2 = sehr zarte Reaktion

3 = leichte Reaktion

4 = moderate Reaktion




Abb. 44.1: Lamininexpression. Kontrolle. Zarte
Reaktionen i. B. laryngealer Muskeln (1) und
Nerveniste (11). Fokale Verdichtungen im Ner-
venrandbereich. X200

Abb. 44.2: Lamininexpression. 60 Gy-Exposition.
Deutlich kréftige Expression im Nervengewebe,
hier i. B. einer submukdsen Driise. X200

Einschub oben: Kréftige M. vocalis-Expression

Abb. 45.1: Fibronektinexpression. Kontrolle.
Sehr zarte subepitheliale Immunreaktion mit
Ubergang ins angrenzende Interstitium im Larynx
(Glottisregion). X200

Abb. 45.2: Fibronektinexpression. 40 Gy-
Exposition. Deutlich verbreiterte und intensivierte
subepitheliale Fiarbereaktion i. B. der ventralen
Glottisregion. X400



Tab. 57: Darstellung auffalliger Fibronektin-Expressionsverdnderungen unter Beriicksichtigung verschiedener
Lokalisationen bzw. Gewebearten in Bezug zu den Dosisgruppen

Vom Gesamtaspekt her aufféllige Expressionssteigerungen erhielten eine rote Unterlegung (auch wenn fiir eini-
ge Regionen verringerte bzw. mehr gleichbleibende Reaktionen nach 20 Gy-Exposition auftraten).

Dosisgruppen | Kontrollen 20 Gray 40 Gray 60 Gray
Lokalisation / Gewebeart
Subepithelialer Glottisbereich 2 2 2)-3 (2)-3*
Sinus piriformis (subepithelial mit 2 2 2)-3 2)-3
Ubergang ins Interstitium)
Subepithelialer Trachealbereich 2-(3) 2-((3)) 3-((4) 3-4
Tracheales Bindegewebe 2-(3) 2 3-((4) 3-(4)
Subepithelialer Osophagusbereich (-2 2 2)-3 2)-3
Supra- und Subglottis (subepithelial 2 2 2)-3 2)-3
mit Ubergang ins Interstitium)
Um tracheale Driisen und Driisengin- 2-(3) 2 3-((4)) 3-((4))
ge
Tracheales Perichondrium 3-(4) 3 34 (3)-4*
Um supra- und subglottische Driisen 2 2 2)-3 2)-3
Aryepiglottische Falte (subepithelial) 2 2 2)-3 2)-3
Laryngeales Perichondrium 3-(4) 3 34 (3)-4*
Osophageales Interstitium, incl. A- 2-(3) 2 (2)-3 2)-3
dventitia
Perifollikuléire Schilddriisenregion 2 2 2-3 3
Schilddriisenbindegewebe 2-(3) 2 2-3 3
Schilddriisenkapsel 2-(3) 2 2-3 (2)-3
Schilddriisenkapillaren 2 2 2-3 2-3
Kapillaren 2-(3) 2 2-3 (2)-3
Gefifladventitia 2-(3) 2 2-3 2)-3
Rekurrensneryv (epineural betont) 2-(3) 2 2-3 2)-3

Nachweisreaktion:
1 = kein Nachweis
5 = starke bis sehr starke Reaktion

* = einzelne Préparate oder Praparatabschnitte mit zum Teil starkerer Expression

2 = sehr zarte Reaktion

3 = leichte Reaktion

4 = moderate Reaktion




Abb. 46.1: CIII-
Expression. Kontrol-
le. Recht zarte sube-
pitheliale (oben:
Supraglottis)  und
periglanduldre CIII-
Expression i. B.
trachealer ~ Driisen
(unten). X200

Abb. 46.2: CII-
Expression. 60 Gy-
Exposition. Deutlich ver-
breiterte und stérkere CIII-
Expression periglandulér.
Immunreaktivititsverdich-
tung im angrenzenden
Perichondrium (f1). X200



Tab. 58: Darstellung auffilliger CIII-Expressionsverdanderungen unter Beriicksichtigung verschiedener Lokalisa-
tionen bzw. Gewebearten in Bezug zu den Dosisgruppen
Vom Gesamtaspekt her aufféllige Expressionssteigerungen erhielten eine rote Unterlegung

Dosisgruppen | Kontrollen 20 Gray 40 Gray 60 Gray

Lokalisation/Gewebeart

Tracheales Perichondrium 2-3 (2)-3 3 3-(4)
Laryngeales Perichondrium 2-(3) (2)-3 (2)-3 3-(4)
Um tracheale Driisen und -giinge 2 ((2))-3 ((2))-3 3-(4)
Tracheales Interstitium 2 ((2))-3 3 3-(4)
Osophagusadventitia 2-3 ((2))-3 ((2))-3 3-((4))
Schilddriiseninterstitium 2-(3) 2-(3) ((2))-3 ((2))-3
Tracheale Submukosa 2-3 2)-3 3 3-(4)

Nachweisreaktion:
1 = kein Nachweis
5 = starke bis sehr starke Reaktion

2 = sehr zarte Reaktion

3 = leichte Reaktion

4 = moderate Reaktion

Tab. 59: Darstellung auffalliger CIV-Expressionsveranderungen unter Beriicksichtigung verschiedener Lokali-
sationen bzw. Gewebearten in Bezug zu den Dosisgruppen

Vom Gesamtaspekt her erhielten auffillige Expressionssteigerungen eine rote, tendenzielle Expressionssteige-
rungen eine gelbe Unterlegung. Verminderte (auch tendenziell verringerte) Reaktionen wurden rosa markiert.
Griin unterlegt wurden auffillige Expressionsfluktuationen. Bei noch mehr heterogenem Expressionsverlauf
wurden zweifarbige Unterlegungen gewihlt, wobei die groBBere Fliche den Hauptaspekt am ehesten repréasentier-

te.

Dosisgruppen | Kontrollen 20 Gy 40 Gy 60 Gy
Lokalisation / Gewebeart
Trachealmuskulatur 2-(3) 2 (2)-3 2
Tracheales Perichondrium 2-(3) 2 2-3 2
Rekurrensnery ** (2)-3 3 3-4* 3
Osophagusmuskulatur 2-(3) ((2))-3 (2)-3 2-3
Kapillaren (2)-3 3 3 3%
Lamina propria (Glottisregion) 1 2-((3)) ((1))-2 2%
Glottische Nerveniiste** 2-3 (2)-3 2-3 (2)-3
Supra-/subglottische Nervenaste** 2-3 2-3 2-(3) 2)-3
Hypopharyngeale Nerveniste** 2-3 2-3 2-3 (2)-3
M. thyreoarytaenoideus / M. vocalis 2-3 2-((3)) 2 (1))-2
Andere Larynxmuskeln 2-3 2-((3)) 2-(3) 2
Hypopharynxmuskulatur 2-3 2-((3)) 2-(3) 2

Nachweisreaktion:
1 = kein Nachweis
5 = starke bis sehr starke Reaktion

* = einzelne Priparate oder Préparatabschnitte mit zum Teil starkerer Expression

** = mit perineuraler Betonung

2 = sehr zarte Reaktion

3 = leichte Reaktion

4 = moderate Reaktion




Abb. 47.1: CIV-Expression. Kontrolle. Nur sehr
zarte CIV-Reaktion in der subepithelialen Glottis-
region (V) und fokale hauchartige Farbung in der
Lamina propria (1). X400

Abb. 47.2: CIV-Expression. 60 Gy-Exposition.
Glottisregion. Die subepitheliale BM (V) zeigt
eine deutlich verbreiterte und gesteigerte CIV-
Expression. In der Lamina propria finden sich in
Assoziation zu Infiltrat- und Interstitiumzellen (1)
merkliche CIV-positive Verdichtungen Daneben
sind BM-Kondensationen nachweisbar (11). x200



Tab. 60: Pathohistologische, enzymhistochemische, elektronenmikroskopische und immunhistologische Befun-
de nach den Literaturdaten (Chomette et al. 1981, Sholley et al. 1974, Stern et al. 1976, Stephens et al. 1986a,
Saitoh et al. 1992, Aalto et al. 1998 & 1997, Forsgren et al. 1994, Nagler 1998, O’Connell et al. 1999, Paarde-
cooper et al. 1998, Seifert 1996, Vissink et al. 1991a, Zeilstra et al. 2000, Lotz et al. 1990, Norberg & Lundquist
1989, Sagowski et al. 2003)

Friihe Strahlenreaktionen  bis 90 Tage post RT — ,,Tage bis Wochen nach RT*

Bis etwa 10 Tage

Azinuszellen /Azini (AZ): Fokale Zytoplasmadegradationen mit groflen Zytolysosomen

*sNekrosen (ausgedehnt):

*mit Vakuolen, in denen Kernreste, Fragmente des ER und Sekretgranula enthalten sind (MA: nach 2 Tagen)

*mit Schrumpfung und Fragmentierung der Zellkerne, Kernpyknosen, Kondensationen des Zytoplasmas, membranbe-
grenzten Vakuolen mit Organellenresten, Phagozytose durch Infiltratzellen (,,Apoptosezeichen®)

*mit weitgehender Zerstdrung der Lappchenstruktur (abhéngig vom Granulagehalt)

*sNekrosen (selektiv):

emit einzelnen Degenerationen, Erweiterung der interzelluldren Spaltrdume, apikaler Sekretanreicherung, einzelnen
basalen ballonierten Zisternen (unter radioprotektivem Schutz)

ssApoptosezeichen (in wenigen Zellen): Chromatinverplumpungen und lobulierte Kernfragmente

AtrophiesLipidvakuolen+KristalloidesReduzierte und zusammenflieBende SekretgranulasFibrillire Schleimproduktkon-
densationen  (mukose  Zellen)*Geschwollene  Zellorganellen*ER-Zisternenerweiterung  und  Fragmentatio-
nen*MitochondriendegenerationeKariolysekdrper in Form von osmiophilen, granuldren Kondensationen (nach 6-
9Tagen)-Intrazytoplasmatische pleomorphe Einschliisse mit sequestrierten Organellen und Sekretresten (bis 4 Ta-
ge)*Grofie Autophagosomen/autophage Vakuolen mit Membranresten und degenerativ verdndertem Sekretmaterial
(spéter als 4 Tage)*Membrangebundene klare intrazytoplasmatische Korper mit Organellenresten (Fragmente des ER,
aufgebrochene Mitochondrien, Membranschlangen, verdichtete Kernreste)

Aber auch: Bis 30 Tage kein wesentlicher Zellverlust
Sekretorische Tubuli (ST): DegranulierungsRegranulierung (ab 6. Tag)

Streifenstiicke (STR): fokale Nekrosen*Mitochondrienschédden (Matrixvakuolen, Cristenlysis, ballonierende Degenera-
tion)*MitochondrienverringerungeVerlust der basalen Membraneinfiltelungen

Tab. 60: Fortsetzung

Bis etwa 10 Tage

Makrophagen: EinwanderungeIntrazelluldre aus longitudinalen, membranbegrenzten, fibrilliren Biindeln bestehende
Kristalloide (bis 4 Tage)

MastzellreduktionesVermehrte Kernverdichtungen bei vielen Zellen
Nervenendigungen: AxonschwellungeneAuflosung der Neurofilamente und Verminderung der synaptischen Vesikel
BM-RestesAber auch: Erhaltene lineare BM

Gelegentlich moderate interstitielle entziindliche Reaktionen
Keine mikrovaskuldren Alterationen

vermehrte Substanz P-ImmunreaktivititeAnstieg der Hydrolaseaktivitit*Reduktion der oxydativen Enzymaktivitit des
Gangsystems*Expressionsanstieg des PNCA (proliferating cell nuclear antigens) in AZ, SCH und STReReduktion der
neuronenspezifischen Enolase in ST und STReVermehrte Neuropeptidexpression (Enkephalin und Bombesin)

aber auch: Verringerte Bombesinexpression

Regenerationszeichen (nach 9 Tagen): Reichlich vorhandene, groBe Zellkerne, reichlich entwickeltes ER, Zellteilun-
gen, bes. in SCH




Tab. 60: Fortsetzung

Nach ca. 45 Tagen

Azinuszellen /Azini: nur noch wenige VakuolenkdrpereKariolysekorper vor allem extrazelluldr in der BM oder in
LymphozyteneAnomalien der Sekretgranula (intrazytoplasmatisch tiberreichlich akkumuliert mit Verdringung des
Kerns zur Zellbasis: Aspekt der verstopften Zelle mit einigen Nekrobiosen, Kernpyknosen und fragmentiertem
ER)eReichliches entwickeltes ER

Sekretorische Tubuli: Uneinheitliche Gro3e und Dichte der Sekretgranula

Streifenstiicke: keine basalen MembraneinféltelungeneGeschwollene und mit lytischenVakuolen angefiillte Mito-
chondrien

Nervenendigungen: GeschwolleneAbnorm wenige NeurofilamenteeSpérliche synaptische Vesikel ohne dichtes Materi-
al

Tab. 60: Fortsetzung

Nach ca. 70 Tagen

Azinuszellen /Azini: Sekretorische VerstopfungeZytolysis

Streifenstiicke: wenige vakuolisierte Mitochondrienegroe Anzahl lysosomaler Korper, ansonsten normaler As-
pekte(wieder vorhandene) basale Memraneinfiltelungen

Nervenendigungen: Abnormalititen wie nach 45 Tagen
Sehr selten chronisch sklerosierende Entziindung mit endoduktaler Eiterung

Verlauf: schnelle Regeneration initialer Zytolyseneresiduale Sekretionsanomalienepersistierende Alterationen der Ner-

venendigungen




Tab. 60: Fortsetzung

Spite Strahlenreaktionen ,,Wochen bis Monate nach RT*

ab 90 Tage post RT

Azinuszellen/Azini

VerkleinerungeReduzierung bis moderater bzw. kompletter ZellverlustAber auch: nur einige degenerierte Zellen mit
Lysosomen und kariolytischen KerneneVerringerter Granulagehalt bis DegranulierungsVakuoleneVergroBerte Kerne
mit Chromatinverklumpungen*Gelegentlich bizarre KernformeneSelten KariolysiseBallonierte Zisternen des Golgiappa-
rates und des ER

Gangsystem
Abnorme adenomartige / adenomatdse Regenerate mit atypischen Mitosen (teilweise im Sinne einsetzender Regenerati-
onsprozesse)

Schaltstiicke
Relativ guter GroBenerhalt (groBeres relatives Volumen im Gewebeverband)sProliferate mit Ektasien, endotheldhnli-
chen, abgeflachten Epithelien und vergroBerten Kernen

Sekretorische Tubuli
Verringerter Granulagehaltemoderater ZellverlusteVerschmélerung (gleiches relatives Volumen m Gewebeverband)

Streifenstiicke

Dilatationen*Abgeflachte Zellen mit zumeist komplettem Verlust der basalen Streifung / Membraneinfaltelun-
geneVerringerte Mitochondrienzahl (vornehmlich lokalisiert am basalen Zellpol)*Reichlich Becherzellmetapla-
sien*Gelegentlich EpitheldysplasieneSelten Plattenepithel-Metaplasien

Abnahme der Driisengrofie und des DriisengewichteseDriisenatrophiesParenchymatrophiesZerstdrung der Lappchen-
struktureInterstitielle Fibrose/BindegewebsersatzeFettgewebsproliferateeSehr selten MikrolitheneDiffuse Infiltrationen
von Lymphozyten und PlasmazelleneSparliche Infiltrationen von eosinophilen GranulozyteneGeringe Gefa3- und Kapil-
larverdnderungeneKonzentrische Intimaproliferationen kleiner Arteriolen*Einige Obliterationen schmaler Blutgefadf3e
Wieder normale Neuropeptidexpression
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