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EINLEITUNG

1 Einleitung
11  Grundlagen

Die zervikale Lymphadenektomie (Neck Dissection) hat sich seit ihrer
EinfGhrung im Jahre 1888 von Jawdynski und durch Weiterentwicklungen unter
anderem von Crile Anfang des 20. Jahrhunderts als Behandlungsstandard in
der operativen Therapie von Kopf-Hals-Karzinomen etabliert [Crile, 1906, Ferlito
et al., 2007]. Die lokale chirurgische Therapie der Lymphabflusswege ist
ebenso integraler Bestandteil der onkologisch-operativen Therapie geworden
wie die  Tumorresektion mit entsprechendem  Sicherheitsabstand.
Daruberhinaus zahlen die Chemotherapie und die Strahlentherapie zu den
Saulen der Tumortherapie, die alleine oder in Kombination mit der Chirurgie
individuell fur jeden Patienten sowie fur die entsprechende Tumorentitat
ausgewahlt, adaptiert und angewandt werden. Zu den bekannten
Strahlenfolgen zahlen vor allem durch den Einfluss auf die extra-zellularen
Matrix kurz- und langerfristige strahlenbedingte Nebenwirkungen wie Mukositis
und Xerostomie [Mueller et al., 2010, Tribius et al., 2013]. Des Weiteren konnte
eine reduzierte Wundheilung mit gehauftem Auftreten von
Wundheilungsstérungen und Nahtdehiszenzen in Untersuchungen im Bereich
der Bauchwand nachgewiesen werden [Wang et al., 2006]. Auch wenn im
klinischen Alltag Patienten mit zervikalen Wundheilungsstérungen nach
stattgehabter Bestrahlung vorstellig werden (Abbildung 1.1), ist die Entstehung
von Wundheilungsstérungen im Bereich des Zugangs der Neck Dissection bei
bestrahlten Patienten im Kopf-Hals-Bereich noch nicht vollstandig geklart.
Die vorliegende Arbeit soll versuchen, den Risikofaktor Bestrahlung fur die
Entwicklung von Wundheilungsstérungen naher zu untersuchen. Zum einen soll
mit der praoperativen Messung von Gewebeperfusion und
-oxygenierung ein klinisches Instrument zur Risikoevaluation naher untersucht
werden. DarlUberhinaus soll versucht werden, anhand von intraoperativ
gewonnen Gewebeproben die histologischen, immunhistochemischen und
molekularbiologischen Veranderungen in bestrahltem zervikalen Gewebe zu
8



EINLEITUNG

beschreiben und ggf. auch hier Ansatzpunkte flr weitere wissenschaftliche aber

auch diagnostische oder therapeutische Untersuchungen herauszuarbeiten.

Abbildung 1.1 Zervikale Wundheilungsstorung nach selektiver Neck Dissection.

1.2 Das Mundhohlenkarzinom

Im untersuchten Patientenkollektiv der Klinik und Poliklinik fur Mund-, Kiefer-
und Gesichtschirurgie des Klinikums rechts der Isar der Technischen
Universitat Minchen stellt das Mundhdhlenkarzinom die mit groRem Abstand
am haufigsten zu Grunde liegende Tumorerkrankung, welche eine zervikale
Lymphadenektomie notwendig macht, dar. Im Folgenden soll auf diese Entitat
im Hinblick auf Epidemiologie, Atiologie, Diagnostik und Therapie, vor allem im

Bezug auf die Strahlentherapie naher eingegangen werden.
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1.2.1 Epidemiologie

Nach Schatzungen des Robert Koch-Institutes erkrankten im Jahr 2014 in
Deutschland etwa 13.800 Menschen an Krebserkrankungen der Mundhdhle
[Kaatsch et al.,, 2013]. Die Inzidenz und Mortalitat der Patienten mit
Mundhdhlenkarzinom variieren je nach Kultur und geographischer Region
[Sankaranarayanan et al., 1998]. Manner sind deutlich haufiger und bei einem
mittleren Erkrankungsalter von 61 Jahren, auch friher betroffen als Frauen (65
Jahre). Generell stellen Krebserkrankungen der Mundhodhle eine &aulerst
heterogene Gruppe von Neoplasien dar. Neben Plattenepithelkarzinomen
kommen zu etwas mehr als 5 Prozent Adenokarzinome, beispielsweise der
Speicheldrisen, vor. Weltweit wurden im Jahr 2000 rund 300.000 priméare
Plattenepithelkarzinome der Mundhohle neu erfasst [Kademani, 2007]. Damit
stellt diese Tumorentitdat mit 4,8 Prozent aller Krebserkrankungen die
vierthaufigste Tumorneuerkrankung in Deutschland dar [Hausamen, 2000].
Grundsatzlich ist die Inzidenz maligner Erkrankungen des Mund- und
Rachenraumes und deren krankheitsbedingte Mortalitdt nach Angaben des
Robert Koch-Institutes im zeitlichen Verlauf anndhernd unverandert [Kaatsch et
al.,, 2013]. Tabelle 1.1 fasst die wichtigsten epidemiologischen Daten zur
Tumorerkrankungen der Mundhdhle fur Deutschland zusammen.
Topographisch wird die Mundhoéhle in unterschiedliche anatomische Bezirke
entsprechend der International Classification of Diseases for Oncology (ICD-O)
der WHO unterteilt: Mundschleimhaut der Ober- und Unterlippe (C 00.3, 4),
Wangenschleimhaut (C 06.0), Retromolarregion (C 06.2), Sulcus
buccomandibularis und —maxillaris (C 06.2); oberer Alveolarfortsatz und Gingiva
(C 03.0); unterer Alveolarfortsatz und Gingiva (C 03.1); Hartgaumen (C 05.0);
Zunge mit Zungenrucken und —rand vor den Papillae vallatae (C 02.0, 1) und
Zungenunterseite (C 02.0); Mundboden (C 04.0) [Wittekind et al., 2005].

Die verschiedenen topographischen Lokalisationen gehen ebenfalls mit

unterschiedlichen Prognosen einher.

10



EINLEITUNG

Tabelle 1.1 Ubersicht iiber die wichtigsten epidemiologischen MaRzahlen fiir
Deutschland, ICD-10 C00-C14 [nach [Kaatsch et al., 2013]].

2009 2010 Prognose fiir 2014

Ménner Frauen Manner Frauen Maénner Frauen

Neuerkrankungen 9.480 3.480 9.340 3.490 9.900 3.900

rohe Erkrankungsrate! 23,6 8,3 23,3 8,4 24,9 9,5

stand. Erkrankungsrate’? 18,8 5,9 18,2 5,9 18,3 6,4
mittleres Erkrankungsalter? 61 64 61 65
Sterbefélle 3.813 1.169 3.816 1.206
rohe Sterberate 9,5 2,8 9,5 2,9
stand. Sterberate? 7,4 1,8 7,2 1,8
5-Jahres-Prévalenz 27.800 11.300 27.900 11.500
absolute 5-Jahres- 44 55
Uberlebensrate (2009-2010)* (40-46) (49-66)
relative 5-Jahres- 48 61
Uberlebensrate (2009-2010)* (44-50) (55-72)

1je 100.000 Personen 2altersstandardisiert nach alter Europabevélkerung 3 Median “4in Prozent (niedrigster und héchster Wert der einbezogenen Bundeslinder)

1.2.2 Atiologie

Grundsatzlich scheint der exogen bedingte Einfluss von Karzinogenen auf die
Mukosazellen und ihre DNA fur mehr als zwei Drittel der Tumorerkrankungen
im Bereich der Mundhohle verantwortlich zu sein [Kademani, 2007,
Sankaranarayanan et al., 1998]. Als Hauptrisikofaktoren fur die Entstehung von
malignen Neoplasien der Mundhodhle gelten hier vor allem chronischer Tabak-
und Alkoholabusus. Beide gehen mit einem bis zu sechsfach erhdhten Risiko
fur die Entstehung von Mundhdhlenkarzinomen einher. Die Kombination beider
Risikofaktoren erhdht das Erkrankungsrisiko um den Faktor 30 [Altieri et al.,
2002, Corrao et al., 2000, Talamini et al., 2002]. Daruberhinaus stellen
Kautabak sowie eine einseitige Ernahrung beispielsweise durch den
Ubermaligen Konsum von Fleisch oder gebratenen Speisen weitere
Risikofaktoren fur die Entstehung von Karzinomen im Bereich der Mundhdhle
dar [Bosetti et al., 2002, Critchley et al., 2003, Levi et al., 2000, Oreggia et al.,
2001]. WeiBliche Mundschleimhautveranderungen, die nicht einer anderen
Ursache zugeordnet werden kodnnen, werden als Leukoplakie bezeichnet.
Einzelne leukoplake Lasionen kénnen in ein Karzinom transferieren [Axell,
2001, van der Waal et al, 2011]. Prakanzerése Lasionen des

Mundhohlenkarzinoms werden nach der WHO-Klassifikation der Kopf-Hals-
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Karzinome aus dem Jahr 2005 zusammengefasst als squamdse intraepitheliale
Neoplasien (SIN) bezeichnet. Entsprechend der histologischen Dysplasiegrade
wird eine niedriggradige, maRiggradige und eine hochgradige SIN
unterschieden, welche alle mit unterschiedlichen Risiken fur die Entwicklung
eines Karzinoms vergesellschaftet sind [Macfarlane et al., 1992]. Die
Bedeutung einer Infektion mit dem humanen Papilloma-Virus (HPV 16) konnte
zudem als Risikofaktor fir das Mundhohlenkarzinom identifiziert werden [Cruz
et al., 2002, Dahlstrom et al., 2003, Herrero et al., 2003].

Erganzend dazu ist eine Vielzahl von Genen fur die Entstehung von
Mundhohlenkarzinomen  verantwortlich. Hierzu zahlen beispielsweise
Tumorsuppressoren wie Tp53 und p16, Wachstumsfaktoren und Zytokine wie
der Epidermal Growth Factor (EGF) [Koontongkaew et al., 2000, Kropveld et
al.,, 1999, Reimers et al., 2007, Schoelch et al., 1999]. Grundsatzlich ist die
endogene Karzinogenese bislang noch nur unzureichend wissenschaftlich
erforscht, als dass eine Modifikation oder Beeinflussung der Signalwege

maoglich ware.

1.2.3 Diagnostik

Verdachtig fur eine maligne Neoplasie der Mundhohle ist grundsatzlich jede
Veranderung der Mundschleimhaut, die mit einem Gewebelberschuss
und/oder Gewebedefekt, Farbveranderungen oder Verhartungen der
Schleimhaut einhergeht [Wolff et al., 2012]. Basisdiagnostisch steht die
eingehende klinische Untersuchung, vor allem in Hinblick auf etwaige
Symptome wie Zahnlockerungen, zervikale Lymphknotenschwellungen,
Einschrankungen der Mundoéffnung oder Schwierigkeiten beim Schlucken oder
Kauen, im Vordergrund. Diese sollte auch durch den niedergelassenen
Allgemeinmediziner und den behandelnden Hauszahnarzt sorgfaltig und
regelmaflig durchgefuhrt werden. Auf Grund der frihen Metastasierung in

lokoregionare Lymphknoten wird bei einer positiven Noxenanamnese ebenfalls

12
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eine hals-, nasen-, ohrenarztliche Spiegeluntersuchung oder endoskopische
Evaluation mdglicher synchroner Zweitkarzinome in der aktuellen S3-Leitline fur
das Mundhdhlenkarzinom empfohlen [Chow et al., 2009, Kesting et al., 2009a,
Kesting et al., 2009b, Kramer et al., 2004].

Allgemeinsymptome wie Gewichtsverlust, Nachtschweil3, Abgeschlagenheit
oder Fieber sollten ebenfalls umgehend eine weiterfihrende Diagnostik zur
Folge haben. Ebenso wie die in Tabelle 1.2 genannten klinischen Symptome,
bei deren Progession oder Persistenz in einem Zeitraum von Uber zwei Wochen
die Vorstellung bei einem Spezialisten dringend empfohlen wird [Hollows et al.,
2000, Jones et al., 2002, Pitiphat et al., 2002].

Tabelle 1.2 Klinische Symptome des Mundhoéhlenkarzinoms [nach [Pitiphat et al., 2002,
Wolff et al., 2012]].

Leukoplakie / Erythroplakie Schwierigkeiten beim Sprechen
Schleimhautdefekt / Ulzeration Verminderte Zungenbeweglichkeit
Schwellungen in der Mundhdhle Taubheitsgefihl

Unklare Zahnlockerungen Unklare Blutungen

Persistierendes Fremdkdorpergefiihl Schwellungen zervikal

Schmerzen Foetor ex ore

Schluckstérungen Veranderungen der Okklusion

Als obligater Bestandteil des Tumorstagings wird die bioptische Sicherung des
Befundes und die histopathologische Charakterisierung betrachtet. Dies ist vor
allem im Hinblick auf die Prognose und der aus dem Staging resultierenden
Therapieempfehlung entscheidend [Fortin et al., 2001, Spiro et al., 1999,
Weijers et al.,, 2002]. Im Rahmen der bildgebenden Diagnostik sollte zum
Primarstaging eine Computertomographie (CT) oder eine
Magnetresonanztomographie (MRT), eine konventionelle Réntgenuntersuchung
des Thorax oder ein Thorax-CT durchgefuhrt werden. Vor allem auch mit Blick
auf die Ausbreitungsdiagnostik im Bezug auf die Halslymphknoten. Des
Weiteren gehort ein  Orthopantomogramm (OPG) zur zahnarztlichen
Basisdiagnostik [Leslie et al., 1999, Vidiri et al., 2010, Vidiri et al., 2007, Wolff et
al., 2012].

13
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1.2.4 Therapie

In der kurativen und palliativen Therapie primarer Mundhdhlenkarzinome
stehen grundsatzlich neben der chirurgischen Therapie die weiteren Saulen der
onkologischen Therapie, Chemotherapie und Bestrahlung und eine
Kombination der Methoden zur Verfugung. Generell sollte ein individuelles
Konzept flur den Patienten, angepasst an Lage und GroRe des Primartumors,
den Allgemeinzustand des Patienten, zu erwartende Morbiditaten sowie den zu
erwartenden Ansatz der Therapie nach ausfuhrlicher Aufklarung und Beratung
Uber mogliche Behandlungsfolgen, Risiken und Alternativen entwickelt werden.
Hierzu sind vor allem interdisziplinare Tumorkonferenzen mit Kollegen aus
unterschiedlichen involvierten Fachdisziplinen (Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie,
Strahlentherapie, = Hals-Nasen-Ohrenheilkunde, = Onkologie, = Pathologie,

Radiologie) von zunehmender Bedeutung.
1.2.4.1 Operative Therapie

Als Goldstandard gilt in der multimodalen Therapie des Mundhdhlenkarzinoms
zunachst die operative Tumorresektion mit ausreichendem Sicherheitsabstand.
Das Ziel der chirurgischen Tumortherapie ist die vollstandige Entfernung des
Tumors  einschlieBlich  etwaiger = Lymphknotenmetastasen. In  der
evidenzbasierten Evaluation der unterschiedlichen Therapieregime ist eine
eindeutige wissenschaftlich fundierte Empfehlung nicht abzuleiten, so dass
auch die aktuelle S3-Leitlinie zum Mundhohlenkarzinom empfiehlt, die Frage
der definitiven Lokaltherapie individuell zu beantworten [Wolff et al., 2012]. Eine
primare Defektdeckung sollte bei resektablen Befunden einzeitig angestrebt
werden [Wolff et al., 2012].

Die operative Tumorentfernung kann abhangig von Grolde, Lokalisation und
Ausdehnung des Primartumors, der Infiltrationstiefe, der Infiltration von
Nachbarstrukturen prinzipiell transoral, transfazial oder transzervikal erfolgen,
wobei die chirurgischen Zugangswege haufig kombiniert werden. Wichtig ist die

En-bloc-Resektion des Tumors mit einem Sicherheitsabstand von mindestens
14
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10-15 mm in alle drei Ebenen des Raumes [Haddad et al., 2008]. Als
tumorfreier Resektatrand (RO) wird ein Abstand von mindestens funf mm
zwischen Tumor und mit Tusche markiertem Schnittrand am formalinfixierten,
geschnittenen und HE-gefarbtem Praparat definiert [Rogers et al., 2009]. Der
definitive histologische Status der Resektatrander hat prognostisch eine
Uberragende Bedeutung [Kovacs, 2004, Loree et al., 1990, Parsons et al.,
1997]. Gelingt bei einer R1-Situation die Nachresektion mit tumorfreien
Absetzungsrandern, kann so nachweislich die Prognose und lokale

Tumorkontrolle verbessert werden [Bailey et al., 2001].

Tabelle 1.3 Metastasierungsfrequenz von Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich
[aus [Werner, 2002]].

Primdrtumorlokalisation Okkulte Metastasierung (%) Metastasierungsrate (%) Bilaterale Metastasierung (%)
Unterlippe 3-10 7-37 10-25
Gingiva 17-22 18-52 9-15
Bukkoalveolarkomplex 7-25 9-43 7-13
Mundboden 10-31 30-65 8-12
Zunge (oraler Anteil) 20-36 34-75 10-15
Zungengrund 22-38 50-85 20-50
Retromolare Region 10-30 32-45 6-12
Weicher Gaumen 22-30 30-68 20-32

1.2.4.1.1 Halslymphknotenausraumung (Neck dissection)

Integraler Bestandteil in der chirurgischen Therapie des Mundhdhlenkarzinoms
ist die Entfernung der Halslymphknoten. Abhangig von der praoperativen
Ausbreitungsdiagnostik konnen die lokoregionaren Lymphknotenstationen als
klinisch unauffallig, suspekt oder hoch verdachtig auf das Vorliegen von
Lymphknotenmetastasen kategorisiert werden. Allerdings konnte in mehreren
Untersuchungen gezeigt werden, dass selbst in einem klinischen NO-Hals, der
palpatorisch, sonografisch und mit Hilfe von anderen bildgebenden Verfahren
keinen Anhalt flr eine zervikale Metastasierung zeigt, histologisch in etwa 20-
30 Prozent trotzdem Lymphknotenmetastasen nachzuweisen waren [Crean et
al., 2003, McGuirt et al., 1995, Smith et al., 2004].

Die Lokalisation des Primartumors und seine Infiltrationstiefe sind Pradiktoren

fur das Auftreten okkulter Metastasen (siehe Tabelle 1.3). Bei der kurativ
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intendierten Form der Neck Dissection werden alle praoperativ auffalligen
Lymphknoten einschlie3lich weiterer Lymphknotengruppen entfernt. Dies kann
sowohl abhangig vom Staging als auch von der Lokalisation des Primartumors

ein- oder beidseitig durchgefuhrt werden.

Tabelle 1.4 Anatomische Grenzen der Level und Sublevel am Hals [nach [Hausamen et

al., 2012]].
Grenzen
Kranial Kaudal Anterior (medial) Posterior (lateral)
la Unterkiefersymphyse Zungenbeinkdrper Vorderer Bauch des Vorderer Bauch des
kontralateralen M. ipsilateralen M. digastricus
digastricus
b Unterkieferkorper Hinterer Bauch des M. Vorderer Bauch des M. M. stylohyoideus
digastricus digastricus
lla | Schddelbasis Horizontale Ebene durch M. stylohyoideus Vertikale Ebene definiert
Unterrand des Os durch N. accessorius
hyoideum
Ilb | Schadelbasis Horizontale Ebene durch Vertikale Ebene definiert Hinterrand des M.
Unterrand des Os durch N. accessorius sternocleidomastoideus
hyoideum
|l | Horizontale Ebene durch Horizontale Ebene durch Lateraler Rand des M. Hinterrand des M.
Unterrand des Os Unterrand der Cartilago sternohyoideus sternocleidomastoideus
hyoideum cricoidea bzw. Plexus cervicalis
|V | Horizontale Ebene durch Clavicula Lateraler Rand des M. Hinterrand des M.
Unterrand der Cartilago sternohyoideus sternocleidomastoideus
cricoidea bzw. Plexus cervicalis
Va | Spitzer Winkel zischen M.  Horizontale Ebene durch Hinterrand des M. Vorderrand des M.
sternocleidomastoideus Unterrand der Cartilago sternocleidomastoideus trapezius
und M. trapezius cricoidea bzw. Plexus cervicalis
Vb | Horizontale Ebene durch Clavicula Hinterrand des M. Vorderrand des M.
Unterrand der Cartilago sternocleidomastoideus trapezius
cricoidea bzw. Plexus cervicalis
VI Os hyoideum Sternum A. carotis communis A. carotis communis

Eine Indikation zur Ausraumung der kontralateralen Halsweichteile besteht bei
Verdacht bei

mittellinieniberschreitenden Tumoren und bei bekanntem hohem Risiko flr

praoperativem  klinischen auf eine Metastasierung,
eine kontralaterale Metastasierung (z.B. Zungenkdrper, retromolare Region,
Supraglottis, Uvula und andere Mittellinientumoren) [Bootz et al., 2008]. Die
Neck Dissection erfolgt regelhaft simultan mit der Entfernung des Primartumors.
2002 wurde vom Committee for Neck Dissection Classification der American
Head Neck gangige

Halslymphknoteneinteilung verodffentlicht. Diese Klassifikation nach Robbins

and Society  eine Klassifikation der

unterscheidet sechs verschiedene Lymphknotenlevel am Hals [Robbins et al.,
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2002]. Tabelle 1.4 definiert die anatomischen Grenzen der Level und Sublevel.

Tabelle 1.5 Nomenklatur der Halslymphknotenausrdumungen [nach [Robbins et al., 2002]

Klassifikation Charakteristika
Radikale Neck Dissection | Basisverfahren der
(RND) Halsweichgewebsausraumung der

Hauptlevel I-V mit Entfernung wichtiger
nichtlymphatischer Strukturen (M.
sternocleidomastoideus, V. jugularis
interna, N. accessorius)

Modifiziert radikale Entfernung der Hauptlevel I-V mit Erhalt
Neck Dissection (MRND) | einer oder mehrerer der wichtigen nicht
lymphatischen Strukturen (M.
sternocleidomastoideus, V. jugularis
interna, N. accessorius)

Selektive Neck Entfernung der Gewebe von mindestens 2,
Dissection (SND) aber <5 Halslevel. Der Umfang wird durch
die Benennung der Level und Sublevel
gekennzeichnet.

Erweitert radikale Neck | Radikale Neck Dissection und zusatzliche
Dissection (ERND) Entfernung von Lymphknotengruppen (z.B.
parotideale Lymphknoten) oder Strukturen
(z.B. Glandula parotis, N. hypoglossus, A.
carotis externa, dullere Haut), die bei der
RND nicht erfasst werden.

Abhangig von der Intention unterscheidet man in der Nomenklatur eine elektive
Neck Dissection, wenn im praoperativen Staging kein Anhalt fur eine
lymphogene Metastasierung vorliegt von einer kurativen Neck Dissection, wenn
bereits Hinweise flr Lymphknotenmetastasen vorliegen.

Des Weiteren werden je nach Ausmalld der Resektion verschiedene
Modifikationen der Neck Dissection unterschieden (Tabelle 1.5) [Robbins et al.,
2002]. Die selektive Neck Dissection (SND) der Level I-lll gilt beim klinisch
unauffalligen Hals als Goldstandard [Dias et al., 2001, Ho et al., 1992, McGuirt
et al., 1995, Wolfensberger et al., 2001]. Hier ist neben der Entfernung
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maoglicher okkulter Mikrometastasen auch das operative Staging das Ziel der
Intervention. Eine histologisch gesicherte Lymphknotenmetastase hat
grundlegenden Einfluss auf die Entscheidung, ob eine adjuvante Bestrahlung
oder Radiochemotherapie der Operation angeschlossen wird. Demnach hat die
Neck Dissection beim klinischen NO-Hals auch eine diagnostische und nicht nur
eine rein therapeutische Funktion. Die Level I-lll der betroffenen Halsseite
werden im Konzept der Klinik fur Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie des
Klinikums rechts der Isar der Technischen Universitat Munchen anschlielRend
intra operationem durch die Kollegen der Pathologie als Schnellschnitt-
Praparate untersucht. Zeigen sich hier in den untersuchten Praparaten
Lymphknotenmetastasen, so wird die Halslymphknotenausraumung noch in der
selben Operation auf die Level IV und V der ipsilateralen und die Level I-1ll der
kontralateralen Seite ausgeweitet [lype et al., 2008, Liaw et al., 2006].

In der operationstechnischen Durchfihrung der Neck Dissection erfolgt die
Entfernung der Halslymphknoten in der Regel vor der Tumorresektion.
Regelhaft wird bei der zu erwartenden Schwellung der Halsweichteile eine
temporare Tracheotomie zur Atemwegssicherung an den Beginn des Eingriffs
gestellt. Fur den chirurgischen Zugang zum Hals stehen verschiedene
Schnittfuhrungen zur Verfugung. Bei der Schnittfuhrung geben die Relaxed
Skin Tension Lines (RSTL), bestehende Hautfalten und Narben Modifikationen
der dargestellten Zugangswege vor. Fur die SND der Level I-lll verlauft die
Schnittfuhrung prinzipiell bogenformig vom Mastoid aus in einer Halsfalte etwa
zwei Querfinder kaudal des Unterkieferrandes, um den R. marginalis
mandibulae des N. facialis sicher zu schonen, nach anterior bis zur
Unterkiefersymphyse und zeigt nach medial hin leicht an. Bei einer geplanten
beidseitigen SND koénnen die Schnittfihrungen in der Mitte zusammenlaufen.
Dies ermdglicht daruberhinaus die Darstellung des Unterkieferkorpus und den
Durchzug von Mundboden- und Zungenweichgewebe im Sinne der pull-
through-Technik [Hausamen et al., 2012]. Werden weitere Lymphknotenlevel

entfernt bzw. soll eine Radikale Neck Dissection (RND) oder Modifiziert
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Radikale Neck Dissection (MRND) erfolgen, ist die Erweiterung der
Schnittfhrung im Sinne der Modifikation nach MacFee [Macfee, 1960] mdglich.
Modifikationen nach Crile [Crile, 1906] und Martin [Martin et al., 1951] werden
vor allem im Hinblick auf eine geplante adjuvante Strahlentherapie als kritisch
beurteilt [Hausamen et al., 2012]. Fir die RND wird weiterhin die
Hockeyschlager-Schnittfihrung empfohlen. In unserer Klinik wird die
Schnittfihrung der SND nach latero-kaudal hin im Sinne einer modifizierten
Schobinger-Schnittflhrung erweitert, wenn die Ausraumung der Level IV und V
indiziert sind. Hier ist vor allem darauf zu achten, den Winkel zwischen
horizontaler und vertikaler Schnittflhrung grof3er als 90° zu wahlen, um eine
ausreichende Perfusion des Haut-Platysma-Lappens zu gewahrleisten [Kesting,
2014].

Operationstechnische Komplikationen der Neck Dissection beinhalten
Schadigungen des R. marginalis n. facialis mit daraus resultierenden
Schwachen des M. depressor anguli oris und des M. depressor labii inferioris.
Klinisch fallen bei den betroffenen Patienten Asymmetrien im Bereich der
Mundwinkel auf. Durch die Verwendung des intraoperativen Nervmonitorings
und der SchnittfUhrung etwa zwei Querfinger kaudal des Unterkieferrandes
kann der Nerv sicher geschont werden. Im Durchschnitt verlauft der R.
marginalis n. facialis etwa 1,25 cm unterhalb des kaudalen Unterkieferrandes.
In einigen Fallen verlduft er aber auch bis zu vier cm kaudal des
Unterkieferrandes [Nason et al., 2007]. Des Weiteren kann es zu iatrogenen
Lasionen des N. hypoglossus mit resultierender Atrophie der Zungenmuskulatur
und Sprach- und Schluckschwierigkeiten kommen. Eine Schadigung des N.
lingualis geht mit dem Verlust von Geschmack und Geflhl im Bereich der
vorderen zwei Drittel der Zunge einher. Wird der N. accessorius im Rahmen der
Halslymphknotenausraumung geschadigt, kann der betroffene Patient den Arm
nicht Uber die Horizontale hinaus anheben (klinisches Zeichen der ,dropping
shoulder®). Seltenere Komplikationen sind Luftembolien nach iatrogener

Verletzung der V. jugularis interna oder ein Pneumothorax bei tiefer
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supraklavikularer Dissektion. Diese Komplikationen koénnen jedoch in den
meisten Fallen durch eine sorgfaltige subtile Praparationstechnik vermieden
werden. Bei Ausrdumung der Level IV und V der linken Halsseite kann es
darUberhinaus zum Auftreten einer Chylusfistel kommen. Ursachlich ist die
Verletzung des Ductus thoracicus beim Eintritt in den linken Venenwinkel. In der
Folge kommt es zu ausgepragten Elektrolyt- und Proteinverlusten mit einem
Volumenverlust von bis zu 4-5 | pro Tag. Auch die Entwicklung eines
Chylothorax kann die Folge sein. Daher wird die operative Unterbindung des
Ductus thoracicus bei bemerkter intraoperativer Verletzung desselbigen
empfohlen. In der Literatur ist diese Komplikation mit einer Inzidenz von 1-2.5
Prozent angegeben [Gregor, 2000]. Haufigere Komplikationen der Neck
Dissection sind Wundheilungsstérungen, wie Infektionen oder
Nahtdehiszenzen, vor allem bei vorgeschadigter Haut beispielsweise nach

stattgehabter Bestrahlung.
1.2.4.1.2 Defektdeckung

Durch die Tumorresektion mit entsprechendem Sicherheitsabstand entstehen
intra- und oder extraorale Defekte, die rekonstruktive MaRnahmen notwendig
machen. Im Vordergrund steht die Wiederherstellung bzw. der Erhalt von
Funktionen wie Kauen, Sprechen und Schlucken ebenso wie das asthetische
Gesamtbild. Abhangig von der Grofle des zu deckenden Defektes, seiner
Gewebemorphologie, topographischen Lage und Invasion von Nachbargewebe
stehen zur Rekonstruktion unterschiedliche Verfahren zur Verfigung. Kleine
Defekte konnen ggf. direkt primar verschlossen werden oder heilen per
secundam. Bei groleren Defekten kommen lokale Lappenplastiken zum
Einsatz. Die autogene Gewebetransplantation umfasst sowohl die freie Haut-
und Schleimhauttransplantation als auch mikrochirurgisch-reanastomosierte
Transplantate. DarlUberhinaus finden auch gestielte Regional- und
Fernlappenplastiken Anwendung in der Rekonstruktion von Defekten der Kopf-

Hals-Region. Als Goldstandard gilt heute die sofortige
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Weichgewebsrekonstruktion mit mikrovaskularem Gewebetransfer [Chiarini et
al., 2002, Hayden et al., 1999, Makitie et al., 2003]. In der Literatur werden
vollstandige Transplantatverluste in weniger als 1 Prozent der Falle, partielle
Nekrosen in 3 Prozent und eine perioperative Mortalitat von 1,3 Prozent
beschrieben [Suh et al., 2004].

1.2.4.2 Strahlentherapie

Die Bestrahlung ist grundsatzlich als primare Strahlentherapie bei
fortgeschrittenen Tumoren zur lokalen Tumorkontrolle indiziert, dies allerdings
meistens in Kombination mit einer Chemotherapie (siehe Kapitel 1.2.4.3). Je
nach Lokalisation kénnen Photonen- oder Elektronenstrahlen und interstitielle
Techniken alleine oder in Kombination angewendet werden [Rosenthal et al.,
2004]. Es wird empfohlen, die Gesamtbehandlungszeit wegen der Gefahr der
Repopulierung moglichst kurz zu halten. In diesem Zusammenhang scheinen
neuere Untersuchungen zu hyperfraktioniert-akzelerierten Radiochemotherapie
eine bessere lokale Kontrolle zu versprechen [Budach et al., 2005, Pignon et
al., 2000, Staar et al., 2001, Wendt et al., 1998]. Die strengere
Indikationsstellung zur adjuvanten Radiatherapie aufgrund der postoperativen
Tumorformel (PTNM), die sich auf histopathologische
Befunde stutzt, ermdglicht eine individuell exaktere Risikoanpassung der
Therapie. Als Indikationen gelten die lokale R1- und R2-Situation, wenn eine
Nachresektion nicht mdglich ist oder wenn der Sicherheitsabstand zu gering ist,
der Nachweis von zervikalen Lymphknotenmetastasen (=pN1) und fakultativ
pNO mit Lymphgefaldinvasion am Primartumor. Grundsatzlich erfolgt die
Applikation ionisierender Strahlen entweder von extern (perkutane
Strahlentherapie) oder nach Implantation spezieller Katheter im
Nachladeverfahren (Afterloading), die direkt in den Tumor eingebracht werden.
Bei der konventionellen Fraktionierung wird die Gesamtdosis auf tagliche
Einzeldosen von etwa 1,8 — 2 Gy funfmal pro Woche verteilt. Bei der

Hypofraktionierung werden sehr viel hdhere Einzeldosen verabreicht. Dies
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geschieht vor allem mit einer palliativen Intention. Dem gegenuber steht das
Konzept der Hyperfraktionierung. Hier wird haufiger mit geringeren Einzeldosen
bestrahlt. Dadurch kann eine héhere wdchentliche Gesamtdosis verabreicht
werden und insgesamt eine Verklrzung der Gesamtbehandlungszeit realisiert
werden. Tabellen 1.6 und 1.7 geben eine Ubersicht Uber die grundsatzlichen
Dosiskonzepte in der primaren und postoperativen Bestrahlung von

Mundhohlenkarzinomen.

Tabelle 1.6 Grundsatzliche Dosiskonzepte fiir Einzeldosen von 1,8-2 Gy in der primaren

Bestrahlung [nach [Thonnessen et al., 2012]].

Gesamtdosis Strahlenfeld

50-54 Gy Lymphabflusswege, bildgebend kein Hinweis auf Befall
65-70 Gy Tumor und befallene Lymphknoten
72-80 Gy Grol3e Tumoren, kleinvolumige Aufsattigung

Eine eindeutige Aussage zum Vergleich zwischen perkutaner Radiotherapie
und implantierbarer Bestrahlungsquelle (Brachytherapie) ist anhand der
Studienlage nicht zu treffen [Wolff et al., 2012]. Beschrieben sind Fallserien, die
fur initiale Tumorstadien (T1, T2) eine lokale Tumorkontrolle nach einem
Beobachtungszeitraum von funf Jahren von 65-97 Prozent und bei
fortgeschrittenen Tumoren von 49-70 Prozent beschreiben [Hareyama et al.,
1993, Lefebvre et al., 1994, Pernot et al., 1995, Pernot et al., 1994]. Als

optimale effektive Tumordosis werden 65 Gy angegeben [Mazeron et al., 1990].

Tabelle 1.7 Grundsiatzliche Dosiskonzepte fiir Einzeldosen von 1,8-2 Gy in der

postoperativen Bestrahlung [nach [Thonnessen et al., 2012]].

Gesamtdosis Strahlenfeld
50-54 Gy Lymphabflusswege, bildgebend kein Hinweis auf Befall
60 Gy Befallene Areale nach kompletter Resektion
>60 Gy Risikoareale, z.B. extrakapsuldre Ausbreitung oder Rest
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1.2.4.3 Radiochemotherapie

Eine alleinige Chemotherapie ist beim primaren Mundhdhlenkarzinom laut den
aktuellen S3-Leitlinien nicht indiziert [Wolff et al., 2012]. Eine Kombination von
Bestrahlung und Chemotherapie konnte in mehreren Untersuchungen einen
klaren Uberlebensvorteil nachweisen. Im Vergleich zur alleinigen Radiatio
betrug dieser 17 Prozent. Noch deutlicher zeigte sich dieser Effekt bei
Patienten in der Altersgruppe unter 60 Jahren (22-24%) im Vergleich zu den
60-70-Jahrigen (12%) [Bernier et al., 2004, Pignon et al., 2000]. Die
chemotherapeutische Behandlung kann neoadjuvant oder adjuvant nach
erfolgter Bestrahlung oder Operation erfolgen. Wird die Chemotherapie
neoadjuvant mit Cisplatin und 5-Fluoruracil (5-FU) appliziert, so zeigte sich eine
statistisch signifikante Verbesserung der 5-Jahres-Uberlebensrate um 5
Prozent bei Patienten mit nicht-metastasierten Kopf-Hals-Karzinomen [Pignon
et al., 2000]. Die Kombination aus Bestrahlung und Chemotherapie konnte im
Vergleich zur alleinigen Radiatio eine Verbesserung des 5-Jahres-
Gesamtuberlebens von 8 Prozent sowie eine verbesserte lokale Tumorkontrolle
von ebenfalls 8 Prozent erreichen [Pignon et al., 2000].
Nichtsdestotrotz werden die Nebenwirkungen der Strahlentherapie bei einer
Kombination mit Chemotherapeutika potenziert. Es kommt vor allem neben
vermehrten nachteiligen Auswirkungen auf das blutbildende System zur
Verstarkung der Mukositis sowie zu vermehrten Langezeitfolgen wie
beispielsweise Zahnschaden [Calais et al., 1999, El-Sayed et al., 1996,
Fountzilas et al., 2004, Henk et al., 2003]. Daher wird gefordert, die
Radiochemotherapie an Zentren durchzufuhren, die auf die Diagnostik und
Therapie strahlenbedingter Begleiterkrankungen spezialisiert sind [Wolff et al.,
2012]. Keine Indikation fur eine Radiochemotherapie besteht bei Initialstadien
oder kleinen Mundhdhlenkarzinomen. Patienten mit fortgeschrittenen operablen
Tumoren profitieren von einer adjuvanten Kombinationstherapie aus
Bestrahlung und Chemotherapie [Levendag et al., 1996, Rodgers et al., 1993].
Als Indikationen werden in-sano Resektionsrander von unter 5mm sowie
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extrakapsulares Tumorwachstum angesehen [Bernier, 2007]. In diesen Fallen
verbessert sich das Gesamtuberleben nach drei Jahren signifikant [Huang et
al., 1992]. Daruberhinaus wird das Risiko fur ein Tumorrezidiv im Bereich der
Lymphwege deutlich minimiert [Bartelink et al., 1983, Jesse et al., 1977,
Lundahl et al., 1998].

1.3 Radiotherapie
1.3.1 Strahlenbiologische Grundlagen

Die Grundlage fur das Verstandnis der Wirkung von ionisierender Strahlung auf
die Zelle war die Erkenntnis des Zellzyklus, den alle Zellen im Zuge ihrer
Vermehrung durchlaufen. Howard und Pelc definierten in den 1950er Jahren
folgende Phasen des ubiquitaren Zellzyklus: Go-, G4, S, G2-, und M-Phase
[Howard et al., 1951]. In der Gy-Phase findet die Produktion verschiedener
Enzyme vor der DNA-Synthese in der folgenden S-Phase statt. Nach der
Verdoppelung des Genoms werden in der G,-Phase RNA und Enzyme flr die
bevorstehende Mitose (M-Phase) hergestellt. Hier findet dann die eigentliche
Zellteilung statt. Eukaryonte Zellen kdénnen auch in einem teilungsinaktiven
Ruhestadium (Go-Phase) verweilen, um von dort aus jederzeit in den
Proliferationszyklus zurick zu kehren.

Die Wirkung von ionisierenden Strahlen auf die Zelle findet auf DNA-Ebene
statt. Die strahlentoxischen Wirkungen auf Enzyme und Proteine kénnen durch
ein intaktes Genom und einen intakten Proteinsyntheseapparat kompensiert
werden. Die durch die Strahlung entstehenden freien Radikale reagieren vor
allem in der M-, G»-, und frihen S-Phase mit Bestandteilen der Zellen und

fuhren zu folgenden Schadigungen an der DNA [Streffer, 1996]:

* Die Polynukleotidketten der DNA konnen unterbrochen werden. Dies
kann an einem Strang (Einzelstrangbruch) oder auch an beiden
Strangen (Doppelstrangbruch) geschehen.
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* Es kann zu Veranderungen oder Elimination von Nukleinsdurebasen,
seltener auch zu Veranderungen der Desoxyribose kommen. Hieraus

konnen Konformationsanderungen der DNA resultieren.

* Es kénnen Vernetzungen der DNA innerhalb einer Einzelkette, zwischen

zwei Einzelketten oder zwischen DNA und Proteinen stattfinden.

Die Zelle ist in der Lage an definierten Punkten (sog. Checkpoints) des
Zellzyklus die Replikationsmechanismen anzuhalten: Gi-Phase-Block, Gg-
Phase-Block, S-Phase-Block. Nach Arrest des Zellzyklus kann die Zelle zum
einen Reparaturmechanismen in Gang setzen oder zum anderen bei infauster
Prognose die Apoptose einleiten [Bernhard et al., 1999, lliakis, 1997, Maity et
al., 1994].

Die Zelle halt unterschiedliche Reparaturmechnismen vor, um abhangig vom
eingetretenen Schaden reagieren zu kdnnen. Bei Einzelstrangbrichen oder
Veranderungen der DNA-Bestandteile (Basen oder Desoxyribose) ist die Zelle
in der Lage, die defekte Stelle durch Exzision zu entfernen und die Lucke
entsprechend des Komplementarstranges wieder aufzufillen [Christmann et al.,
2003]. Wesentlich  komplexer sind die Reparaturvorgange  bei
Doppelstrangbrichen. Hier stehen der Zelle prinzipiell zwei unterschiedliche
Mechanismen zur Verfligung. Neben der Nicht-Homologen Endverknupfung
(Non Homologous End Joining; NHEJ) kann die Zelle versuchen via Homologer
Rekombinationsreparatur (Homologous Recombination Repair; HRR) den
entstanden Schaden zu beheben [Jeggo, 1998, Thompson et al., 2002]. Beim
NHEJ werden die beiden freien Strangenden enzymatisch miteinander
verknlpft und die fehlerhaften Nukleotide entfernt. Dies geschieht nach einem
Zufallsprinzip und die DNA enthalt folglich im Bereich des Doppelstrangbruches
eine fehlerhafte Sequenz. Bei der HRR hingegen wird der Bereich des
Doppelstrangbruches durch Ablesen der fehlenden Sequenz von einer
homologen Stelle im Genom wieder aufgefullt. Die DNA wird demnach fehlerlos

wieder hergestellt. Eukaryonte Lebewesen verfugen Uber beiden Formen der
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DNA-Reparatur. Fir strahleninduzierte Doppelstrangbriche wird jedoch vor
allem die NHEJ eingesetzt. Die Rolle der HRR als Reparaturmechanismus bei
biologischer Strahlentoxizitat ist noch nicht abschlieRend geklart [lliakis et al.,
2003].

Sind die Reparaturmechanismen nicht erfolgreich bzw. Uberschreiten die
Schaden an der DNA ein gewisses Mal3, kommt es zum Zelltod. Grundsatzlich
lassen sich der Interphasetod der Zelle, sprich die Apoptose vor dem Eintritt in
die nachste Mitose, der reproduktive Zelltod, bei dem erst nach der ersten bis
spatestens funften Mitose nach Strahlenwirkung die Apoptose induziert wird
und die Nekrose unterscheiden. Bei der Nekrose geht die Zelle auf Grund einer
sehr starken Schadigung der Zellstrukturen mit einer Entzindungsreaktion
zugrunde. Apoptose, der programmierte Zelltod, bei dem die Zelle unter
Aktivierung spezieller Proteasen (Caspasen) in kleine apoptotische Vesikel
zerfallt, welche von Zellen des retikuloendothelialen Systems (RES)
phagozytiert werden, kann prinzipiell auf zwei unterschiedlichen Wegen
induziert werden. Zum einen verfligen Zellen Uber spezielle Apoptose-
Rezeptoren, Uber die von aul’en das Signal zur Einleitung des programmierten
Zelltodes vermittelt werden kann (extrinsischer Weg, ligandenvermittelte
Apoptose: TNF-a am p55-TNF-a-Rezeptor, CD95-L am CD95/Fas/Apo1-
Rezeptor und TRAIL am Death Receptor DR4 oder DR5). Zum anderen haben
Zellen die Fahigkeit, ohne Stimulus von auf3en den eigenen Zelltod einzuleiten
(intrinsischer, mitochondrialer Weg). Es konnte gezeigt werden, dass die
Bestrahlung eine erhdhte Expression von Zelltodrezeptoren und -liganden
verursacht, die Apoptoseeinleitung nach Bestrahlung jedoch hauptsachlich Gber
den intrinsischen Weg vermittelt wird [Lawen, 2003]. Hier scheinen vor allem
p53, Bax und Cytochrom C eine entscheidende Rolle zu spielen [Belka et al.,
2004, Lawen, 2003, Ryan et al., 2001]. Weitere wichtige Faktoren, die einen
Einfluss auf die strahleninduzierte Apoptose zu haben scheinen, sind die
Sauerstoffversorgung sowie der pH-Wert des Gewebes. Bei Azidose und

Hypoxie spricht das Tumorgewebe weniger gut auf eine Strahlentherapie an
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[Baumann et al., 2003].

Grundsatzlich sind die molekularen Mechanismen, die zum klinischen Erfolg
einer Strahlentherapie fuhren, sicherlich noch nicht vollstandig geklart und auch
nur schwer ermittelbar. In vielen Fallen Ilasst sich aber eine starke
Apoptoseinduktion von Tumorzellen durch Bestrahlung in-vitro auf eine hohe

Strahlensensibilitat in-vivo Ubertragen [Belka et al., 2003].

1.3.2 Strahlenbedingte Begleiterscheinungen

Nebenwirkungen einer Strahlentherapie entstehen durch unvermeidbare
Mitbestrahlung gesunden Gewebes. Grundsatzlich werden akute von
chronischen strahlenbedingten Nebenwirkungen unterschieden.

Die wichtigste akute Strahlenfolge bei einer Bestrahlung im Kopf-Hals-Bereich
ist die Mukositis, eine entzundliche und schmerzhafte Schadigung des
Schleimhautepithels und der Submukosa [Cox et al., 1995]. Mit steigender
Strahlendosis nimmt auch der Schweregrad der Mukositis zu, so dass die
Nahrungsaufnahme in fortgeschrittenen Stadien deutlich eingeschrankt sein
kann. Hier kann haufig bereits vor Beginn einer Strahlentherapie das Legen
einer perkutanen endoskopischen Gastrostomie-Sonde (PEG-Sonde) sinnvoll
sein. Neben dem Schleimhautepithel kann auch die aul’ere Haut im Sinne einer
Radiodermatitis vom akuten Strahlenschaden betroffen sein. Zu den
Spatschaden einer Strahlentherapie im Kopf-Hals-Bereich zahlt die sog.
Strahlenkaries. Hier sind eingehende zahnarztliche Untersuchungen,
Fokussanierungen vor einer geplanten Radiation und das Anfertigen einer
Fluoridierungs- bzw. Distanzschiene empfohlen [Denis et al., 2003, Epstein et
al.,, 1998]. Des Weiteren sind die Patienten von einer ausgepragten
Mundtrockenheit (Xerostomie) betroffen, insbesondere wenn die grol3en
Kopfspeicheldrisen im Bestrahlungsfeld liegen. Die Xerostomie fuhrt zu
weiteren funktionellen Einschrankungen wie Sprach- und Schluckstérungen.

Eine schwerwiegende Spatfolge einer Strahlentherapie im Kopf-Hals-Bereich
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stellt die Osteoradionekrose dar. Bei der infizierten Form dieser
strahlenbedingten Knochenentzindung, die etwa bei 5 Prozent aller bestrahlten
Patienten auftritt, kann der Teilverlust des Unterkiefers die Folge sein.
Nachvollziehbar ist das Risiko fur die Entstehung einer Osteoradionekrose
deutlich erhdht, wenn es zu einer Tumorarrosion am Unterkiefer gekommen ist
und dieser demnach im direkten Strahlenfeld liegt [Crean et al., 2003, Tong et
al.,, 1999, Turner et al., 1996]. Die chirurgische Therapie einer infizierten
Osteoradionekrose ist sehr komplex und oft nur durch einen mikrochirurgischen
Knochentransfer adaquat zu l6sen [Wolff et al., 2012].

Der Zusammenhang zwischen postoperativen Wundheilungsstérungen (WHS)
und einer stattgehabten Bestrahlung konnte in Untersuchungen flr
topographische Regionen wie die Bauchwand bereits nachgewiesen werden
[Wang et al., 2006]. Patienten, die nach einer Bestrahlung im Kopf-Hals-Bereich
eine operative Intervention in vorbestrahlten Gewebe bendtigen, sei es durch
ein lokales Rezidiv oder erst im Verlauf aufgetretene
Lymphknotenmetastasen, stellen ein Kollektiv mit einem erhéhten Risiko fur
das Auftreten von zervikalen Wundheilungsstdrungen dar. Untersuchungen von
Pellini und Mitarbeitern konnten die praoperative Radiochemotherapie sowie
die Art der durchgefuhrten Halslymphknotenausrdumung als pradiktive
Faktoren fur das Entstehen von Wundheilungsstdorungen nach Neck Dissection

herausarbeiten [Pellini et al., 2013]

1.4 Evaluation der Strahlenfolgen auf das Gewebe

lonisierende Strahlung fuhrt auf  zellbiologischer Ebene Zu
Endothelschadigungen und infolgedessen zu Gewebsischamien und -atrophien
[Hopewell et al., 1993]. Die Entwicklung einer Gewebsfibrose in vorbestrahltem
Gewebe lasst sich durch die durch Hypoxie induzierte, vermehrte Expression

von profibrotischen Zytokinen und einer vermehrten Kollagenbildung in-vitro
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erklaren [Falanga et al., 2002, Westbury et al., 2007].

1.4.1 Perfusion und Oxygenierung

Die Messung der Gewebeoxygenierung in bestrahlter Haut ist bereits in
mehreren Studien mit Hilfe von transkutanen Sauerstoff-Mikroelektroden erfolgt
und erfolgreich klinisch und wissenschaftlich etabliert. Eine Verminderung der
Sauerstoffkonzentration in bestrahltem Gewebe konnte hier nachgewiesen
werden. Nichtsdestotrotz sind die Ergebnisse uneinheitlich [Rudolph et al.,
1994, Thorn et al., 1997, Westbury et al., 2007]. Die Moglichkeit, mittels eines
non-invasiven Messverfahrens unter der simultanen Anwendung zweier
Messtechniken, der Laser-Doppler-Spektroskopie und der
Gewebespektrometrie, Messwerte zur Hamogloginoxygenierung, zur relativen
Hamoglobinkonzentration, zum tiefenselektiven Blutfluss (Flow) sowie zur
tiefenselektiven Blutflussgeschwindigkeit (Velocity) zu generieren, ist bereits in
vorhergehenden Studien genutzt und auf ihre Genauigkeit, Reliabilitdt und

klinische  Anwendbarkeit gepruft worden [Holzle et al, 2006].

1.4.2 Antimikrobielle Peptide (AMP)

Im Rahmen von Wundheilungsstorungen ist die Rolle von antimikrobiellen
Peptiden bereits Gegenstand mehrerer Untersuchungen gewesen [Kesting et
al., 2012, Kesting et al., 2010]. Das angeborene Immunsystem und hier vor
allem die host defence Peptide (HDP), auch als antimikrobielle Peptide (AMP)
bezeichnet, scheinen in der mikrobiellen Abwehr von bakteriellen, viralen und
fungiziden Infektionen eine wichtige Rolle zu spielen [Braff et al., 2005, Kaus et
al., 2008, Schittek et al., 2008]. Die besondere Bedeutung einer Untergruppe
der AMP, der humanen B-Defensine (hBD), im Rahmen der Wundheilung ist
bereits in mehreren Studien untersucht worden [Steinstraesser et al., 2008].

HBD sind in der Lage, die Permeabilitdt der Zellwande ihrer Zielzellen zu
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verandern, und somit bei epidermalen Verletzungen die mikrobielle Infektion zu
unterdricken oder zumindest deren Fortschreiten zu verlangsamen [Gallo et
al., 1998, Lehrer et al., 1989]. Die unterschiedlichen Subtypen der hBD zeigen
ebenfalls verschiedene Angriffspunkte im Rahmen von Hautinfektionen. HBD-1
(DEFB1) wird von den Keratinozyten, unterschiedlichen Hautanhangsdrisen
und CD4'/CD8"-T-Zellen gebildet und richtet sich in der antimikrobiellen
Wirkung vor allem gegen Gram-positive und Gram-negative Bakterien. HBD-2
(DEFB4A) zeigt neben der Aktivitat gegen Bakterien (Gram-positiv und Gram-
negativ) auch eine Wirkung gegen fungizide Infektionen. HBD-2 wird ebenfalls
von Keratinozyten, Hautanhangsdriisen und CD4"/CD8"-T-Zellen gebildet. Bei
gleichem Wirkspektrum wird hBD-3 (DEFB103A) von Keratinozyten, Monozyten
und CD4'-T-Zellen gebildet [Harder et al., 1997, Kaus et al., 2008,
Steinstraesser et al., 2008, Stoeckelhuber et al., 2006]. Neben den
beschriebenen hBD zeigt eine Reihe von Untersuchungen die Bedeutung eines
weiteren Peptides fur die antimikrobielle Wirkung von AMP in Infektionen der
Haut. Psoriasin (ST100A7) wird ebenfalls in Keratinozyten gebildet und zeigt
Aktivitat gegen Gram-negative und -positive Bakterien [Fulton et al., 1997, Kaus
et al., 2008, Steinstraesser et al., 2008]. Psoriasin wurde erstmals bei Patienten
mit Schuppenflechte beschrieben und zeigt einen ahnlichen Wirkmechanismus
wie die hBD, indem es Permeabilitdtsveranderungen an der bakteriellen
Zellmembran hervorruft und eine Chemotaxis von Leukozyten auslésen kann
[Madsen et al., 1991, Michalek et al., 2009, Wolf et al., 2008].

1.4.3 Strahleninduzierte Fibrose (SIF)

Der Einfluss von ionisierender Strahlung auf die GefaRarchitektur zeigte in
Studien von Schultze-Mosgau et al. eine Abhangigkeit im Bezug auf die
biologische Strahlendosis [Schultze-Mosgau et al., 2000, Schultze-Mosgau et
al., 2002a]. Es konnten keine strukturellen Veranderungen bei Dosen in Hohe

von 40 bis 50 Gy nachgewiesen werden. Ab biologischen Strahlendosen von 60
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bis 70 Gy zeigten sich Dehiszenzen in der Gefalintima, Hyalinose sowie eine
generelle Verminderung der Media in den untersuchten Arterien [Schultze-
Mosgau et al., 2002a, Schultze-Mosgau et al., 2002b]. Dartberhinaus hat die
reduzierte Vaskularisation ebenfalls einen signifikanten Einfluss auf das
Bindegewebe. Eine perikapillare Fibrose im Bereich des Transplantatlagers bei
mikrochirurgischen Transplantaten, eine unregelmalige Verteilung der
Kapillaren sowie eine generelle Verminderung der Kapillaren konnte in
tierexperimentellen Studien nachgewiesen werden [Schultze-Mosgau et al.,
2002b].

lonisierende Strahlen steigern die reaktive Expression bestimmter Zytokine wie
beispielsweise des Transforming-Growth-Factor-p-1 (TGF-p-1). TGF-3-1 spielt
eine entscheidende Rolle hinsichtlich der Stimulation oder auch Inhibition von
Fibroblasten und der Angiogenese [Fajardo et al., 1996, Randall et al., 1995,
Vegesna et al., 1995]. Andere Studien konnten nachweisen, dass eine erhdhte
Expression von TGF-3-1 zu einer signifikant gesteigerten Gewebsfibrose fuhrt
[Border et al., 1994]. Nichtsdestotrotz scheint die Forschungslage
widersprichlich zu sein. [n-vitro Studien konnten eine Inhibition der
Endothelzellmigration und —proliferation nachweisen, wahrend in-vivo
Untersuchungen eine Stimulation der Angiogenese zeigen konnten [Baird et al.,
1986]. Erhdhte Expressionmuster von TGF-p-1 wurden in bestrahlter humaner

und porciner Haut nachgewiesen [Martin et al., 2000, Martin et al., 1993].

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit versucht, auf Grundlage von klinischen Daten,
Messungen der Gewebeperfusion und —oxygenierung, sowie durch die Analyse
spezifischer Markerproteine in histologischen, immunhistochemischen und
molekularbiologischen Verfahren Aussagen Uuber den Einfluss einer
praoperativen Bestrahlung auf die zervikale Haut zu treffen. Hierbei soll neben

der Gewebsfibrose auch die Rolle der antimikrobiellen Peptide in diesem
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Zusammenhang naher untersucht werden. Daruberhinaus soll anhand der
Datenlage sowie der Ergebnisse der klinischen Diagnostik und Labormethodik
Erkenntnisse Uber das Auftreten postoperativer Wundheilungsstérungen und
dem Zusammenhang zu einer praoperativen Strahlentherapie gewonnen

werden.
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2 Material und Methoden

21  Material

211 Gerate

BioPhotometer plus (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

Cooling Plate mod. PF 100 (Bio Optica, Mailand, Italien)

Disposable scalpel standard (Feather Safety Razer Co., Osaka, Japan)
Einbettautomat TES-1 (Wendt GmbH & Co. KG, Georgsmarienhlitte, Deutschland)
Embedding Unit — Pro Optica Paraffin dispenser — type DP 500 (Bio Optica, Mailand, Italien)
Embedding Unit — Pro Optica Thermal unit — type UT200L (Bio Optica, Mailand, Italien)
Eppendorf MiniSpin® plus (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

Eppendorf Reference® Pipetten 0,5-10 ul (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
Eppendorf Reference® Pipetten 10-100 wl (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
Eppendorf Reference® Pipetten 100-1000 ul (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
Inkubationskammer (Weckert Labortechnik, Kitzingen, Deutschland)

Fischer FI3100 Elektronische Halbmikro-, Analysen und Prazisionswaage (Willi Fischer oHG,
Frankfurt, Deutschland)

Heidolph MR 3001 Magnetriuhrer (Heidolph, Schwabach, Deutschland)

inoLab® pH 720 Labor-pH-Meter (Wissenschaftlich-Technische Werkstétten, Weilheim,
Deutschland)

LightCycIer® 1.0 Real-time Detection System Miccra D-9 (Roche, Mannheim, Deutschland)
Mikrotom pfm Rotary 3002 (pfm Produkte fiir die Medizin AG, Kéln, Deutschland)

Mikrowelle Intellowave (LG Electronics Deutschland GmbH, Ratingen, Deutschland)
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Milli-Q Water Purification System (Millipore GmbH, Schwalbach, Deutschland)
Nikon Eclipse 80i Mikroskop (Nikon, Diisseldorf, Deutschland)

Paraffin-Streckbad GFL-1052 (GFL-Gesellschaft fiir Labortechnik mbH, Burgwedel,
Deutschland)

Sartorius Extend Elektronische Analysen-, Prazisions- und Edelmetallwaage (Sartorius,

Gottingen, Deutschland)
SenTix® 41 pH Elektrode (Wissenschaftlich-Technische Werkstétten, Weilheim, Deutschland)
Sub-Cell® GT Agarose Gel Electrophoresis (Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland)

ThermoStat plus (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

2.1.2 Verbrauchsmittel

1kb Plus DNA Ladder (/nvitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
2-200ul Pipettenspitzen (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
2-Mercaptoethanol (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

3,3-Diaminobenzidin tetrahydrochlorid Tabletten; DAB Tablette (Sigma-Aldrich, Miinchen,
Deutschland)

50-1000ul Pipettenspitzen (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
Agarose (Eurobio, Les Ulis, Frankreich)

bovine Serum Albumin; BSA (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland)
Bromphenolblau (AppliChem, Darmstadt, Deutschland)

Citronensduremonohydrat; CgHgO7 x HoO (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat; NaoHPO42H>O (Merck, Darmstadt, Deutschland)

DNasel Ldsung (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland)
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DPX Mountant for histology (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland)
Einbettkassetten (Sanowa Laborprodukte, Leimen, Deutschland)
Eppendorf Reaktionsgefal® 3810X (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
Essigsaure 100% (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Ethanol; EtOH (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Ethylendiamintetraacetat; EDTA (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland)
Formaldehyd-Ldsung 3,5-3,7% (Fischar, Saarbriicken, Deutschland)
Gelstar (Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf, Deutschland)

Glycerin ROTIPURAN® (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

LightCycIer® FastStart DNA Master SYBR Green | reaction mix (Roche, Mannheim,
Deutschland)

Mayer hematoxylin (Bio Optica, Mailand, Italien)
Natriumchlorid; NaCL (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Natriumdihydrogenphosphatmonohydrat; NaHoPOy4 (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Natriumhydroxid; NaOH (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Normal Goat Serum (Vector Laboratories, Burlingame, USA)

P 10 UVpette Pipettenspitzen (Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf, Deutschland)
Proteinase K (Dako Deutschland, Hamburg, Deutschland)

QIAquick Nucleotide Removal Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)

RNase free dnase set (Qiagen, Hilden, Deutschland)

RNeasy® Protect Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)

Salzsaure; Chlorwasserstoffsaure; HCL 37% (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
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Streptavidin (Vector Laboratories, Burlingame, USA)

Superfrost® Plus Objekttrager (Menzel, Braunschweig, Deutschland)

SuperScriptTM First Strand Synthesis System flr RT-PCR (/nvitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
Tissue Embedding Medium (Paraplast® Regular) (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland)

Trinatriumcitratdihydrat; CgHgNa3O7 x 2HoO (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Tris-hydroxymethyl-aminomethan; TRIS (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland)
Vectastain® ABC Kit (Vector Laboratories, Burlingame, USA)

Wasserstoffperoxid 30%; HoOo (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Xylenblau (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Xylol (Aug. Hedinger, Stuttgart, Deutschland)

2.2 Methodik
2.2.1 Patientenkollektiv

Insgesamt wurden 91 Patienten in die Studie eingeschlossen. Alle Patienten
wurden im Zeitraum vom 01.01.2012 bis zum 31.12.2012 an der Klinik und
Poliklinik fur Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie des Klinikums rechts der Isar
der Technischen Universitat einer operativen Therapie der Halslymphknoten
unterzogen. DarlUberhinaus erfolgte abhangig von der Grunderkrankung die
Tumorresektion, primare oder sekundare Rekonstruktion mit freien
Transplantaten, gestielten Nah- oder Fernlappen oder mikrochirurgischem
Gewebetransfer.

Die klinische Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat
der Technischen Universitat Minchen genehmigt (Nr. 263309) und entspricht in
Aufbau und Durchfihrung den Regularien der Deklaration von Helsinki. Alle

Patienten wurden nach sorgfaltigem Screening ausfuhrlich schriftlich und
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madndlich Uber ihre Teilnahme an der Studie aufgeklart. Eine schriftliche
Einverstandniserklarung wurde sowohl vom aufklarenden Arzt wie auch vom
Patienten unterschrieben und dem Patienten in Kopie ausgehandigt. Am Abend
vor der geplanten Operation wurden alle rekrutierten Patienten Kklinisch
untersucht und allgemeine Daten zu Vorerkrankungen, stattgehabter
Strahlentherapie und Voroperationen erhoben. Noch am selben Abend erfolgte
die Messung der Sauerstoffsattigung und Mikroperfusion mit Hilfe eines
tragbaren Messsytems (O2C; Lea Medizintechnik, Gielden, Deutschland; siehe
Kapitel 2.2.2). Im Verlauf des stationaren Aufenthaltes sowie anhand der
Aktenlage wurden potentiell auftretende Wundheilungsstérungen Uber einen
Beobachtungszeitraum von 30 Tagen dokumentiert und fur die statistische
Auswertung dichotomisiert (Auftreten irgendeiner Form von
Wundheilungsstorungen vs. keine Wundheilungsstorung). Grundsatzlich
wurden die Patientendaten anonymisiert gespeichert und konnten lediglich vom
Verfasser selbst sowie von anderen autorisierten Priufarzten eingesehen

werden.

2.2.2 Praoperative Messung der Gewebeoxygenierung und -perfusion

Samtliche Messungen wurden mit dem tragbaren Messsystem O2C (oxygen to
see) der Firma LEA Medizintechnik (Gie8en, Deutschland) durchgefuhrt (siehe
Abbildung 2.1).

2.2.2.1 Messprinzipien und Geratetechnik

Dieses optische Diagnosegerat dient der transkutanen Messung der

Gewebeoxygenierung sowie der Gewebeperfusion in bestimmten definierten

Tiefen. Hierbei wird die Laser-Doppler Spektroskopie mit der

Gewebespektrometrie kombiniert [Rau, 2005].

Das Prinzip der Laser-Doppler Spektroskopie bedient sich der Doppler-Technik,

wobei Licht, welches an bewegten korpuskularen Strukturen, wie beispielsweise
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Erythrozyten reflektiert wird, einer Frequenzverschiebung unterliegt, welche mit
der Erythrozytenbewegung in einem linearen Zusammenhang steht. Als
Lichtquelle wird ein Diodenlaser der Schutzklasse 3B verwendet, dessen
maximale Leistung 30 mW nicht Uberschreitet. Die Wellenlange des emittierten
Lichtes betragt 820 nm. Die Glasfasersonde ist zum einen in der Lage die
Messstelle mit Laserlicht zu beleuchten, zum anderen kann sie das vom

Gewebe reflektierte Laserlicht entsprechend reflektieren.

Abbildung 2.1 02C-Gerat der Firma LEA Medizintechnik GmbH (GieBen, Deutschland)

a. Tragbares Monitoring-System; b. Detaildarstellung der verwendeten Lasersonde

Zur  Analyse des reflektieten  Lichtes wird die  heterodyne
Lichtschwebungstechnik angewandt. Bei dieser Methode wird reflektiertes
Licht, nichtfrequenzverschobenes Licht mit dem reflektierten,
frequenzverschobenen Licht uberlagert und die entstehenden
Schwebungsfrequenzen werden analysiert. Die errechnete
Frequenzverschiebung wird vom O2C-Messsytem ausgewertet und als
Parameter Blutflussgeschwindigkeit (velocity) dargestellt. Neben der reinen
Erythrozytenbewegung wird das reflektierte Licht auflerdem noch durch die
Anzahl der Erythrozyten beeinflusst. Mit steigender Anzahl von Erythrozyten
nimmt auch die Intensitat des reflektierten Lichtes zu. Diese Intensitat wird
zusammen mit der Blutflussgeschwindigkeit als Parameter Blutfluss (flow)
verrechnet und vom O2C-Messsytem entsprechend ausgewertet. Durch eine

spezielle geometrische Anordnung der Dioden ist es mdglich, die Parameter
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LHow“ und ,velocity“ tiefenselektiv in einer Tiefe von 2 mm sowie in einer Tiefe
von 8 mm anzugeben.

Neben der Laser-Doppler Spektroskopie verwendet das O2C-Messystem noch
das Prinzip der Gewebespektrometrie, um Daten zur Hamoglobinoxygenierung
und die relative Hamoglobinkonzentration zu ermittelt. Mit Hilfe der
Glasfasersonde wird zum einen das zu untersuchende Gewebe beleuchtet und
zum anderen das reflektierte Licht in einem Spektrum von 500-630 nm
detektiert. Die Fasern der Sonde zur Beleuchtung und zur Photodetektion mit
einem Durchmesser von 400 uym sind in einem Abstand von 2 mm angeordnet.
Durch Variation des Abstandes ist eine Anderung der Messtiefe moglich. Somit
betragt die Messtiefe der O2C-Sonde 2-4 mm, wobei leichte Abweichungen
durch Strukturunterschiede des Gewebes moglich sind. Grundlage des
Verfahrens der Gewebespektrometrie ist die Emission einer Weilllichtquelle
(Halogenlampe 21 W), deren Licht zu unterschiedlichen Teilen reflektiert,
gestreut oder absorbiert wird. Die Absorptionseigenschaften des Hamoglobins
stehen in engem Zusammenhang mit seiner Oxygenierung. Der nicht
absorbierte Teil des Lichts wird durch Hamoglobin spektral verandert und diese
veranderten Spektren werden in der Messsonde registriert und mit den
bekannten Spektren von voll oxygeniertem Hamoglobin (Absorptionsmaxima
von 542 und 577 nm) und desoxygeniertem Hamoglobin (Absorptionsmaximum
von 556 nm) verglichen. Der auf diese Weise ermittelte Wert gibt die
Sauerstoffsattigung des Hamoglobins in den Kapillaren, Arteriolen und Venolen
an. Die relative Hamoglobinkonzentration stellt ein Mall fir die
Gesamtblutmenge im beleuchteten Gewebevolumen dar und erfasst alle
Erythrozyten, unabhangig davon, ob sie sich in Bewegung befinden oder
nicht.Um bei der Messung etwaige Einflussfaktoren auf die generierten Werte

zu minimieren, sollten die folgenden Aspekte unbedingt Beachtung finden:

* Bewegungen des Patienten oder des Untersuchers bei der Messung
sollten unbedingt vermieden werden, um eine Dislokation der

Messsonde zu vermeiden.
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* Durch eine kurzfristige Fixation der Messsonde an der duferen Haut mit
Hilfe eines Klebestreifens kdnnen zum einen Bewegungsartefakte
minimiert werden, zum anderen kann auf diese Weise ein konstant
gleicher Druck auf die Sonde im Bereich der Messstelle sicher gestellt

werden.

* Der Einfluss aufRerer Lichtquellen sollte durch Abschirmung der

Messstelle reduziert werden.

Die Messstelle zervikal wurde am Vorabend der Operation entsprechend
markiert. Aus dem Bereich der Markierung wurde dann intraoperativ die
Gewebeprobe gewonnen, um die histologischen und molekularbiologischen

Daten mit den klinischen Auswertungen korrelieren zu konnen.

2.2.3 Gewinnung der Gewebeproben

Alle eingeschlossenen Patienten wurden einer selektiven Neck Dissection
unterzogen. Diese wurde unter standardisierten Bedingungen ausgefuhrt. Im
Rahmen des operativen Zugangs erfolgte die Entnahme einer Gewebeprobe im
Bereich der Markierung. Die Gewebeproben wurden in Formalin und
entsprechend in einem Lagermedium (Allprotect Tissue Reagent; Qiagen,
Venlo, Niederlande) fur die molekulare Diagnostik unter sterilen Kautelen
gewonnen, dokumentiert und zur weiteren Verarbeitung eingebettet oder bei
-80°C gelagert.

2.2.4 Histologie

Alle histologischen, immunhistochemischen und molekularbiologischen
Farbungen, Untersuchungen und Analysen erfolgten im Labor der Klinik und

Poliklinik fur Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie des Klinikums rechts der Isar
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der Technischen Universitat Manchen.

Nach Einbettung der Formalin-fixierten Praparate in Paraffin wurden die Proben
etwa 4 pym dick geschnitten. Es wurden konventionell histologische Farbungen
zur Darstellung unterschiedlicher Gewebestrukturen durchgefihrt. Tabelle 2.1

gibt einen Uberblick Uber die verwendeten Farbungen.

Tabelle 2.1 Verwendete histologische Farbungen

Farbung Gefarbtes Gewebe
Hamatoxylin-Eosin (HE) Blau: Zellkerne, raues endoplasmatisches
Retikulum

Rot: Zellplasmaproteine, Mitochondrien,
glattes endoplasmatische Retikulum,
Kollagen, Keratin

Masson-Trichrome (MT) Blau: Kollagen

Rot: Keratin, Muskelfasern
Braun-schwarz: Zellkerne

Van Gieson Elastica (EvG) Rot: kollagene Fasern

Braun: elastische Fasern

Alle gefarbten Gewebeschnitte wurden anschlieend mit Hilfe des
Lichtmikroskopes (AxioCam HRC; Zeiss, Jena, Deutschland) qualitativ
ausgewertet.

In den HE-Schnitten wurde die Dicke der Epidermis an zehn unterschiedlichen
Hauptgesichtsfeldern (HPF, high-power field) gemessen und die Ergebnisse

zwischen den Patientengruppen verglichen.

2.2.5 Immunhistochemie

Zur Charakterisierung der Expression verschiedener Marker der Fibrose und
Angiogenese sowie des angeborenen Immunsytems wurden neben den
konventionellen histologischen Farbungen noch immunhistochemische

Verfahren angewandt.
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2.2.5.1 Fixierung, Einbettung und histologischer Schnitt

Die in Formalin gelagerten Gewebeproben (siehe Kapitel 2.2.3) wurden
anschlieRend mit Hilfe des  Einbettautomaten (TES-1; Wendt,
Georgsmarienhlitte, Deutschland) in Paraffin (Tissue Embedding Medium
Paraplast® Regular; Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland) eingebettet. Das
automatisierte Einbettprogramm durchlauft in Zyklen von jeweils vier Stunden
zunachst eine aufsteigende Alkoholreihne (EtOH; Merck, Darmstadt,
Deutschland) und die Behandlung mit Xylol (Xylol; Hedinger Stuttgart,
Deutschland). Die entwasserten Proben wurden nun entsprechend der
gewlnschten  Schnittrichtung in  Einbettkassetten (Sanowa, Leimen,
Deutschland) positioniert und anschlieRend mit Paraffin eingebettet.

Die Paraffinblocke wurden nun auf Schichtdicken von 4 um geschnitten (pfm
Rotary 3002; pfm, KoéIn, Deutschland) und auf glaserne Objekttrager
aufgezogen (Superfrost® Plus; Menzel, Braunschweig, Deutschland) und fiir
eine Nacht im Warmeschrank (Heraeus Function Line; Fisher Scientific,
Schwerte, Deutschland) bei 48°C getrocknet.

2.2.5.2 Immunhistochemische Farbungen

Das Entparaffinieren erfolgte fir zehn Minuten in Xylol gefolgt von jeweils funf
Minuten in absteigender Alkoholreihe (100%, 96%, 80%, 70%, 50%). Danach
wurden die Schnitte in Aqua dest. oder Tris gepufferter Salzlésung (0,05 mol,
pH=7,6) gespult. Anschlie3end erfolgte die Behandlung in Citratpuffer (pH 6,0)
fur 3x5 Minuten bei 600 Watt in der Mikrowelle (LG Electronics Deutschland,
Rating, Deutschland). Um die endogene Peroxidase zu hemmen und falsch
positive Ergebnisse zu vermeiden, wurden die Proben flr 20 Minuten in 200m|

Methanol und 50 ml H,O, belassen.
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Tabelle 2.2 Ubersicht der verwendeten Antikérper

Antikorper Hersteller Verdlinnung Sekundar-Antikorper
hBD-1 Santa Cruz 1:100 Anti-rabbit

Biotechnology, USA Vector Lab., USA
hBD-2 Santa Cruz 1:100 Anti-rabbit

Biotechnology, USA Vector Lab., USA
hBD-3 Novus Biologicals, 1:100 Anti-rabbit

USA Vector Lab., USA
Psoriasin Imgenex, 1:50 Anti-rabbit

USA Vector Lab., USA
vWF DakoCytomation, 1:200 Anti-rabbit

Dankemark Vector Lab., USA

Die Schnitte wurden mit H,O gespdult, in PBS-Puffer gelegt, abgetupft und in
einer Inkubationskammer (Weckert Labortechnik, Kitzingen, Deutschland) fur
60 Min. mit Normal Goat Serum (Vector Laboratories, Burlingame, USA)
geblockt. Hierzu wurden 30ul Goat Serum mit 1 ml PBS-Puffer vermischt.
Durch den Vorgang des Blockens soll die Bildung unspezifischer Bindungen der
Primarantikorper vermindert werden, indem stark geladene Kollagene und
Bindegewebsbestandteile blockiert werden. AnschlieBend wurden das Goat
Serum verworfen und die Primarantikdrper aufgetragen (siehe Tabelle 2.2). Die
Negativkontrollen wurden lediglich mit PBS behandelt. Die Inkubation der
Primarantikorper erfolgte 60 Min. bei Raumtemperatur und anschlielRend uber
Nacht bei 4°C. Nach entsprechender Inkubation wurden die Schnitte langsam
auf Raumtemperatur gebracht, die Primarantikrperlésung entfernt und dreimal
fur funf Min. mit PBS-Puffer gewaschen. Nun wurden die entsprechenden
Sekundarantikérper aufgebracht (Vector Laboratories, Burlingame, USA). Die
Inkubationszeit betrug jeweils 60 Min. AnschlieBend wurden die
Sekundarantikdrperlosung verworfen und die Schnitte erneut dreimal funf Min.
in PBS-Puffer gespult. Anschlielend wurde die Avidin-Peroxidase-Losung
(Vectastain® ABC Kit, Vector Laboratories, Burlingame, USA) aus jeweils 10 pl
Avidin und biotinylierte Meeretichperoxdiase mit 1 ml PBS-Puffer hergestellt

und far 45 Min. auf die Schnitte aufgetragen. Im Anschluss erfolgte eine
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erneute dreimalige Spulung fur jeweils funf Min. mit PBS-Puffer. Die Schnitte
wurden mit Peroxidase konjugiertem Streptavidin (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) 45 Min inkubiert. Die Entwicklung erfolgte mittels
Diaminobenzidin (DAB). 500ul DAB-L6sung wurden mit 1 ul H,O, gemischt und
anschlie3end bis zum Eintritt der Farbung auf die Schnitte appliziert. Die DAB-
Lésung wurde mit H,O abgespult und die Schnitte anschlie®end in einer
aufsteigenden Alkoholreihe und abschlieend mit Xylol dehydriert und
gedeckelt (DPX Mountant for histology, Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen,
Deutschland).

2.2.5.3 Auswertung

Die Auswertung der immunhistochemischen Farbungen erfolgte qualitativ-
deskriptiv. Die Farbungen auf von-Willebrand-Faktor (vVWF) wurden
daruberhinaus noch quantitativ ausgewertet. In insgesamt 10 HPF wurden bei
einer definierten Vergroflerung und konstanten Einstellungen des Mikroskopes
die Anzahl an sicher positiv gefarbten Gefalken numerisch ausgezahlt und in

den unterschiedlichen Untersuchungsgruppen miteinander verglichen.

2.2.6 Quantitative Echtzeit-Polymerase Kettenreaktion (Polymerase-Chain
Reaction, qRT-PCR)

2.2.6.1 Herstellung von Standards

Zur relativen Quantifizierung der Ergebnisse der qRT-PCR wird eine interne
Kontrolle bendtigt. Dies kann beispielsweise ein Gen-Transkript sein, dessen
Signal verwendet wird, um Variationen in der Ausgangsmenge der eingesetzten
Ribonukleinsaure (ribonucleic acid, RNA) auszugleichen. Als Haushaltsgen
(housekeeping gen, HKG) wurde in dieser Studie Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) verwendet. Durch den Mengenvergleich zwischen
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HKG und Expression wird die qRT-PCR normiert. Im Weiteren lasst sich durch
die lineare, umgekehrt proportionale Beziehung zwischen dem Logarithmus der
eingesetzten Menge und dem Ct-Wert (Cycle Threshold, Schwellenwert-
Zyklus), der den Zyklus beschreibt, an dem die Fluoreszenz erstmals signifikant
Uber die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt, die relative Quantifizierung anhand
einer Standard-Kurve berechnen. Ist die Ausgangsmenge bekannt, kann somit
eine Standard-Kurve durch Auftragen des Logarithmus der Ausgangsmenge
gegen den Ct konstruiert werden. Nach anschlieRender Normierung durch
Division der errechneten Kopienzahl des Targetgens durch die Kopienzahl des
HKG kann somit die unterschiedliche Expression des untersuchten Gens in
verschiedenen Studiengruppen quantifiziert werden.

Hierzu wurden fur das HKG GAPDH sowie fur alle verwendeten Primer
Standard-Verdunnungsreihen hergestellt. Die Proben wurden im ersten Schritt
mit Hilfe des RNeasy® Protect Mini Kit (Qiagen, Hilden Deutschland), des
RNase-free DNase Kit (Dako, Hamburg, Deutschland), Proteinkinase K (Dako,
Hamburg, Deutschland) sowie SuperScript™ First Strand Systems fiir RT-PCR
(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) gemal Herstellerangaben behandelt. Die
Konzentration der DNA wurde anschlieend photometrisch bestimmt und
Standardkurven aus den Verdunnungsreihen von 1:10 bis 1:100.000

hergestellt.
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2.2.6.2 Gelelektrophorese

Um die Spezifitdt der verwendeten Primer zu uUberpriufen, wurde eine
Gelelektrophorese durchgefuhrt. Abbildung 2.2 zeigt dies exemplarisch fir a-
Prokollagen. Tabelle 2.3 fasst die in dieser Studie verwendeten Primer
zusammen.

Fir die Herstellung des Agarosegels wurde ein 50x Tris-Acetat
Ethylendiamintetraessigsaure-Puffer (TAE-Puffer) mit einem pH von 8,0
verwendet. Hierfur wurden zunachst 14,6 g Ethylendiamintetraacetat (EDTA;
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland)
abgewogen und in 60 ml H,O geldst.
Zur Einstellung des gewilnschten pH-
Wertes von 8,0 wurde entsprechend
Natriumhydroxid (NaOH; Merck,
Darmstadt, Deutschland) hinzugeflugt
und der pH mit dem inoLab® pH 720
Labor-pH-Meter (Wissenschatftlich-
Technische Werkstéatten, Weilheim,
Deutschland) gemessen. Anschliel3end
wurden 1000 ml H20 zur Einstellung der

gewlnschten  Molaritat von 0,5M

hinzugegeben.

Abbildung 2.2 Agarose
Gelelektrophorese fiir a-lI-Prokollagen
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Tabelle 2.3 Ubersicht der verwendeten Primer  fir die qRT-PCR

A=Adenin; C=Cyosin; G=Guanin; T=Thymin
Gen GenBank® Sequenz 5'nach 3
Accession no.

Humanes Prokollagen alpha
1 (a-PK)

Tumor growth factor beta 1 | NC_010448.3 Vorwirts

(TGF-B-1) TGGCGATACCTCAGCAACC
Riickwdrts
CTCGTGGATCCACTTCCAG

humaner von Willebrand
Factor (VWF)

Humanes Beta Defensin-1 NM_005218.3 Vorwéirts
(hBD-1, DEFB1)
TTGTCTGAGATGGCCTCAGGTGGTAAC

Riickwdirts

ATACTTCAAAAGCAATTTTCCTTTAT
Humanes Beta Defensin-2
(hBD-2, DEFB4A)

Humanes Beta Defensin-3 NM_018661.3
(hBD-3, DEFB103A)

Vorwdrts

CTGTTTTTGGTGCCTGTTCC

Riickwdirts
CTTTCTTCGGCAGCATTTTC
Psoriasin (S100A7)

GAPDH NG_007073.2 Vorwéirts

GAGTCAACGGATTTGGTCGT

Riickwdrts
TTGATTTTGGAGGGATCTCG
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242g 2M Tris-hydroxymethyl-aminomethan (TRIS; Sigma-Aldrich, Miinchen,
Deutschland) wurden mit 57,1 ml Essigsaure (Merck, Darmstadt, Deutschland),
100 ml 0,5M EDTA pH 8,0 und 100 ml H,O zu einem 50x TAE-Puffer gemischt.
1ml 50x TAE-Puffer wurden anschlieRend mit 49 ml H,0 gemischt. In dieser
Lésung wurde 0,5 g Agarose (Eurobio, Les Ulis, Frankreich) durch Erhitzen in
der Mikrowelle (LG Electronics, Ratingen, Deutschland) geldst und 5 pl Gelstar
(Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf, Deutschland) hinzugefugt. Das Gel
wurde anschlieRend blasenfrei in die entsprechende Schale des Sub-Cell® GT
Agarose Gel Electrophoresis System (Bio-Rad Laboratories, Miinchen,
Deutschland) gegossen und zur Aushartung gebracht. Das vollstandig
ausgehartete Gel wurde mit 1x TAE Puffer bedeckt. Es wurde ein Gelladepuffer
hergestellt: 0,25% Bromphenolblau (AppliChem, Darmstadt, Deutschland),
0,25% Xylenblau (Merck, Darmstadt, Deutschland) und 30% Glycerin
Rotipuran® (Roth, Karlsruhe, Deutschland). AnschlieRend wurden 10 pl der
Probe mit 2 ul des wie oben beschrieben zuvor hergestellten Gelladepuffers
gemischt. Als DNA-Marker wurden 5 pl 1kb Plus DNA Ladder (/nvitrogen,
Karlsruhe, Deutschland) verwendet. Proben und Marker wurden nun in die
entsprechenden Slots auf das Gel geladen. Die Gelelektrophorese wurde bei
110V far 60 Min. durchgefuhrt.

2.2.6.3 RNA-Isolierung

Die in Allprotect® (Allprotect Tissue Reagent; Qiagen, Venlo, Niederlande) bei
-80°C gelagerten Gewebeproben wurden zunachst aufgetaut und zur weiteren
Verarbeitung auf Eis gelagert. Zur Isolation der RNA wurde das RNeasy®
Protect Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) gemaly Herstellerangaben
verwendet. Von jeder Probe wurden 10 mg abgewogen und zur weiteren
Verwendung zunachst mit einem sterilen Skalpell (Feather Safety Razer,
Osaka, Japan) manuell zerkleinert. Anschlielend erfolgte die weitere
Zerkleinerung mittel Mdrsers und Pistill mit Hilfe von flissigem Stickstoff

(Klinikum rechts der Isar, Miinchen, Deutschland) bis zur pulverigen Konsistenz
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der Probe. Der Probe wurde nun 300 pl RLT-Puffer aus dem RNeasy® Protect
Mini Kit zugesetzt. Vor dem ersten Gebrauch wurden zu je 1ml des RLT-Puffers
10yl 2-Mercaptoethanol (Roth, Karlsruhe, Deutschland) hinzugegeben.
AbschlieRend erfolgte die Probenhomogenisierung in einem Rotor Stator
System Miccra D-9 (ART Prozess- und Labortechnik, Miilheim, Deutschland).
Zwischen den einzelnen Homogenisationsschritten wurden die Proben immer
wieder auf Eis gelagert, um eine zu starke Uberhitzung und Denaturierung zu
vermeiden. Dem Homogenisat wurden 590 ul H20, 10 pl Proteinkinase K (Dako,
Hamburg, Deutschland) hinzugeflgt und vorsichtig durchmischt. Anschliel3end
erfolgte die Inkubation im Warmeblock ThermoStat plus bei 55°C fur 10 Min.
und dann die Zentrifugation fiir 3 Min. bei 12,5 rpm. Der Uberstand wurde in ein
neues Eppendorf-Reaktionsgefal® pipettiert und mit dem 0,5-fachen Volumen
mit Ethanol (EtOH; Merck, Darmstadt, Deutschland) vermischt. Hiervon wurden
nun wiederum 700 pl in ein 2ml collection Tube (aus dem RNeasy® Protect Mini
Kit) auf die RNeasy® mini spin column (aus dem RNeasy® Protect mini Kit)
Uberfuhrt und fur 15 Sek. bei 10 rpm zentrifugiert. Das Eluat wurde verworfen,
der restliche Teil der Probe ebenfalls zentrifugiert und das Eluat wiederum
verworfen. Nun wurden 350 pul RW1 Puffer aus dem RNeasy® Protect mini Kit
auf die aus dem RNeasy® mini spin collum pipettiert und anschlieRend fiir 15
Sek. bei 10 rpm zentrifugiert. Das entstandene Eluat wurde ebenfalls
verworfen. Nach Mischen von 10 yl DNase-l Losung (Sigma-Aldrich, Miinchen,
Deutschland) mit 70 pyl RDD Puffer aus dem RNase-free DNase Kit (Dako,
Hamburg, Deutschland) erfolgte das Mischen durch leichtes Schwenken des
Eppendorf Tubes. Die Lésung wurde auf die RNeasy® Silica-Gel Membran
pipettiert und bei 25°C fur 15 Min. inkubiert. Anschliel}end wurden 350 ul RW-1
Puffer hinzugegeben und bei 10 rpm fur 15 Sek. zentrifugiert. Das Eluat wurde
verworfen und die Membran in ein neues Eppendorf Tube Uberfuhrt.
AnschlieRend wurden erneut 500 pl RPE-Puffer aus dem RNeasy® Protect mini
Kit, nach Auffillen mit 100% EtOh gemal Herstellerangaben vor der ersten

Verwendung, hinzupipettiert, das Tube bei 10 rpm fur 15 Sek. zentrifugiert und
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das Eluat verworfen. Nun wurden erneut 500 ul RPE-Puffer hinzugegeben, 15
Sek. bei 10 rpm zentrifugiert und das Eluat verworfen. Das Tube wurde nun bei
14,5 rpm fur 120 Sek. zentrifugiert und anschliefend die Membran in ein neues
Eppendorf Tube Uberfiihrt. 30 pl RNase freies Wasser (aus dem RNeasy®
Protect mini Kit) wurden auf die Membran pipettiert und fur 60 Sek. bei 14,5 rpm
zentrifugiert. Das Eluat wurde anschlieBend wiederum auf die Membran
pipettiert und der Vorgang wiederholt. Die Bestimmung der RNA Konzentration
erfolgte nun mit Hilfe der Photometrie (260 nm). Hierzu wurden 49 pl RNase
freies Wasser mit 1 yl RNA vermischt. Die RNA wurden nun in entsprechend

gekennzeichneten Tubes bei -20°C gelagert.
2.2.6.4 Reverse Transkription

Mit Hilfe des SuperScript™ First Strand System fiir RT-PCR (/nvitrogen,
Karlsruhe, Deutschland) kann die gewonnene RNA nun in cDNA
(complementary deoxyribunucleic acid) umgeschrieben werden. Nach
photometrischer Bestimmung der Konzentration der gewonnen RNA kann nun
die bendtigte Menge fir 1 ug RNA errechnet werden. Die RNA/Primer Ldsung

wurde nach Herstellerangaben vermischt (Tabelle 2.4).

Tabelle 2.4 RNA/Primer Mischungsverhiltnisse

Komponente Probe No RT Kontrolle RNA Kontrolle
RNA (1ug) X ul X ul -
Control RNA - - 1l
10mM dNTP Mix 1 ul 1ul 1ul
Random Hexamers 1wl 1-5pl 1-5pl
DEPC-treated water | Auffullen bis 10 ul  Auffullen bis 10 ul  Auffullen bis 10 pl

1 yg RNA jeder Probe wurde mit 1 yl 10mM Deoxyribonucleotide triphosphat
(dNTP-Mix) und den Primern ,1 pl random Hexamers® [50 ng/pl] gemischt und
mit Diethylpyrocarbonat behandeltem Wasser (DEPC-treated water; alle
Komponenten aus dem SuperScript™ First Strand Synthesis System fur RT-

PCR) auf 10 ul aufgefullt. Die Proben wurden anschlie3end bei 65°C fur 5 Min.
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inkubiert und 60 Min. auf Eis gekuhlt. Fur jeden Ansatz wurden nun 2 pl 10xRT
Puffer, 4 yl 25 mM Magnesiumchlorid (MgCI2), 2 ul 0,1M 1,4-Dithiothreit (DTT)
und 1 pl RNaseOUT™ (alle aus dem SuperScript™ First Strand Synthesis
System flir RT-PCR) zu einer Reaktionsmischung pipettiert. Dies wurde dem
RNA/Primer-Gemisch hinzugeflgt und fur 120 Sek. bei 25°C inkubiert. Dann
wurde jedem Reaktionsgefald 1 uyl SuperScript Il RT (aus dem SuperScript™
First Strand Synthesis System fir RT-PCR) beigemengt und zuerst 10 Min. bei
25°C inkubiert, danach 50 Min. bei 42°C und weitere 15 Min. bei 70°C inkubiert.
Die Proben wurden auf Eis heruntergekuhlt und bei -20°C gelagert.

2.2.6.5 qRT-PCR

Die gRT-PCR wurde mit einem LightCycler® 1.0 Real-time Detection System
(Roche, Mannheim, Deutschland) durchgefuhrt. Fir das Targetgen sowie das
HKG wurde jeweils ein Reaction-Mix mit den entsprechenden Primern
hergestellt. Hierzu wurden 2 pl LightCycler® FastStart DNA Master SYBR
Green | (Roche, Mannheim, Deutschland), jeweils 1 ul Forward und Reverse
Primer (0,5mM), sowie 1,6 pl MgCI2 und 12,4 yl RNase freies Wasser zu einem
Gesamtvolumen von 18 ul vermischt. In jede Glaskapillare wurden 18 ul des

Reaction-Mixes sowie 2 ul der asservierten cDNA pipettiert.

Tabelle 2.5 Algorithmus der qRT-PCR

Schritt Vorgang Zeit Temperatur Temperatur Zyklen
(Sek.) (°C) Wiederholung (n)
(°C/Sek.)
1 Enzymaktivierung 600 95 20 1
2 Denaturierung 15 94 20
Annealing 10 60 20 40
Amplifikation 10 72 20
3 Schmelzkurvenanalyse 15 65 20 1
4 Abkiihlungsphase 30 40 20 1

Fur die Negativkontrollen wurden anstelle der cDNA 2 pl H,O in die
Glaskapillaren pipettiert und diese sicher mit den entsprechenden Stopfen

verschlossen. Anschlieliend wurden die Kapillaren kurz anzentrifugiert und in
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das Karussell des LightCyclers fixiert und die qRT-PCR gemal} dem in Tabelle
2.5 dargestellten Algorithmus gestartet. Nach der Amplifikation wurden
Schmelzkurven (95°C flur 0 Sek. bei einer ramp speed von 20°C/s, 65°C fur 15
Sek. bei einer ramp speed von 20°C/s, 95°C fur 0 Sek. bei einer ramp speed
von 0,1°C/s, gefolgt von einer Abkuhlungsphase bei 40°C fur 30 Sek. bei einer
ramp speed von 20°C/s) aufgezeichnet, um die Homogenitdt der cDNA
Fragmente zu kontrollieren. Die Fluoreszenz wurde am Ende jeder Annealing
Phase gemessen und die gemessenen Zykluswerte mit einer Referenzkurve
verglichen. Das HKG GAPDH wurde bei jeder Probe zur Normierung
mitbestimmt. Dartberhinaus wurden jeweils zwei cDNA-Standards einer zuvor
hergestellten  Verdunnungsreihe ebenfalls mitbestimmt. Die relative
Quantifizierung erfolgte somit mit Hilfe der Standardkurven. Eine
Negativkontrolle zur Detektion mdglicher Verunreinigungen wurde als weitere
Probe mitbestimmt. Es wurde eine Dreifachbestimmung der Proben
durchgefuhrt.

2.2.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe von SPSS (IBM SPSS Version
22.0; IBM, Armonk, USA). Fur die deskriptive Statistik wurden Maxima, Minima,
Median, Mittelwerte und Standardabweichungen (SD) berechnet. Tests zur
statistischen Signifikanz wurden durchgefihrt und sind entsprechend
ausgewiesen. Alle p-Werte sind zweizeitig. Das Signifikanzniveau wurde auf

a=0,05 festgelegt.
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3 Ergebnisse
3.1 Patientendaten

Die Ergebnisse der klinischen Daten sind in Tabellen 3.1 sowie 3.2
zusammengefasst und nach dem  Auftreten von postoperativen
Wundheilungsstérungen und einer praoperativen Strahlentherapie unterteilt.
Hinsichtlich der Parameter Alter, Geschlecht, Nikotin- oder Alkoholabusus,
Strahlentherapie oder Wundheilungsstérung zeigten sich keine statistisch
signifikanten Unterschiede. Eine multivariate Analyse ist in Tabelle 3.3 gezeigt,
wobei potentielle Risikofaktoren fur die Entwicklung postoperativer
Wundheilungsstoérungen untersucht werden. Hierbei stellt die Bestrahlung einen
signifikanten Risikofaktor mit einer Erhdhung des relativen Risikos auf das etwa
3-fache dar (p=0.035).

Tabelle 3.1 Vergleich klinischer Daten zwischen Patienten mit und ohne praoperativer
Strahlentherapie [Rohleder, 2015, Rohleder et al., 2014]

Alle Patienten Keine Bestrahlung Bestrahlung
n (%) n (%) n (%)

Anzahl 91 (100) 67 (73,6) 24 (26,4)
Alter in Jahren®

Mittelwert 59,9 60,6 57,8

Median 60 61 58,5

Spanne? 20-86 20-86 29-86
Geschlecht®

Ménnlich 61 (67,0) 46 (75,4) 15 (24,6)

Weiblich 30(33,0) 21(70,0) 9 (30,0)
Alkoholabusus® 41 (45,1) 32(78,0) 9(22,0)
Nikotinabusus® 54 (59,3) 40 (74,1) 14 (25,9)
\I:;,::\:‘I)\:Ia:r:’gesstﬁrungb 25(27,5) 15(60,0) 10 (40,0)

a Mann-Whitney U Test; b Fischer Exact Test
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Tabelle 3.2 Vergleich klinischer Daten zwischen Patienten mit und ohne postoperativen

zervikalen Wundheilungsstérungen [Rohleder, 2015, Rohleder et al., 2014].

keine
Alle Patienten Wundheilungsstorung Wundheilungsstérung
n (%) n (%) n (%)

Anzahl 91 (100) 67 (72,5) 25 (27,5)
Alter in Jahren?

Mittelwert 59,9 59,4 60,9

Median 60 60 60

Spanne 20-86 20-86 43-86
Geschlecht®

Ménnlich 61 (67,0) 41 (67,2) 20 (32,8)

Weiblich 30(33,0) 25 (83,3) 5(16,7)
Alkoholabusus® 41 (45,1) 27 (65,9) 14 (34,1)
Nikotinabusus® 54 (59,3) 36 (66,7) 18 (33,3)
Strahlentherapie® 24 (26,4) 14 (58,3) 10 (41,7)

a Mann-Whitney U Test; ® Fischer Exact Test

Tabelle 3.3 Multivariate Analyse von Faktoren im Bezug auf die

postoperativen zervikalen Wundheilungsstérung (WHS).

Entwicklung einer

Faktor Patienten WHS Odds Ratio p-Wert
n (%) n (%) (95% Kil)
Alter (Jahre)
270 21 (26.9) 7 (33,3) 1,536 0,445
<70 57 (73,1) 14 (66,7) (0,517-4,565)
Nikotin
Ja 36 (46,2) 11 (52,4) 1,408 0,509
Nein 42 (53,8) 10 (47,6) (0,516-3,841)
Alkohol
Ja 49 (62,8) 15 (71,4) 1,691 0,346
Nein 29 (37,2) 6(28,6) (0,572-5,003)
Strahlentherapie
Ja 20 (25,6) 9 (45,0) 3,136 0,035 *
Nein 58 (74,4) 11 (55,0) (1,059-9,292)

WHS: Wundheilungsstérung; KI: Konfidenz-Intervall
Zahlen in Klammer sind Prozentangaben, aufer anders gekennzeichnet
* statistisch signifikant bei a=0,05
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3.2 02C-Messungen
Die Ergebnisse der praoperativen O2C-Messungen sind in Abbildungen 3.1 und

3.2 sowie in den Tabellen 3.4 und 3.5 veranschaulicht.
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Abbildung 3.1 Box-plot Diagramm der Ergebnisse der 0O2C-Messungen, zur
Veranschaulichung des Vergleichs unterschiedlicher Parameter gemessen mittels
simultaner Gewebespektrometrie sowie Laser-Doppler Spektroskopie in zervikaler Haut
in Patienten mit und ohne Strahlentherapie (ST) in der Anamnese. Saulen stellen die
Parameter Sauerstoffsattigung in Prozent (A), relative Hamoglobinkonzentration in
Arbitrary Units (AU) (B), Blutfluss in AU (C) und Blutflussgeschwindigkeit in AU (D) dar.
Die obere Reihe zeigt die Messergebnisse in einer Eindringtiefe von 2 mm, in der unteren
Reihe sind die Messergebnisse in einer Messtiefe von 8 mm dargestellt. Die Linie
innerhalb der Box stellt den Median, die obere Abgrenzung die 75%-Perzentile, die untere
Abgrenzung die 25%-Perzentile dar. Der Messbereich ist als vertikale Linie dargestellt,
Extremwerte sind nicht beriicksichtigt. Ein statistisch signifikanter Unterschied zeigte
sich im Bezug auf die Blutflussgeschwindigkeit in 2 mm Eindringtiefe: 17,57 AU bei
Patienten ohne ST vs. 14,77 AU bei Patienten mit einer praoperativen ST in der

Anamnese (p=0,016). Alle anderen untersuchten Parameter zeigten im Bezug auf eine
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stattgehabte Strahlentherapie keine statistisch signifikanten Unterschiede [Rohleder,

2015, Rohleder et al., 2014].

Tabelle 3.4 Vergleich unterschiedlicher

Parameter

gemessen mittels simultaner

Gewebespektrometrie sowie Laser-Doppler Spektroskopie in zervikaler Haut in Patienten

mit und ohne Strahlentherapie (ST) in der Anamnese.

Parameter keine ST ST p
(Median; Bereich) (Median; Bereich)
Sauerstoffsattigung (%)
2mm Messtiefe 51,7; 28,95-69,81 54,92; 8,51-75,14 0,307
8mm Messtiefe 72,49; 19,41-87,53 72,48; 9,76-564,94 0,488
Relative
Hamoglobinkonzentration (AU)
2mm Messtiefe 67,08; 43,01-91,05 64,46; 37,01-81,26 0,234
8mm Messtiefe 43,49; 25,80-67,71 43,77, 28,77-70,31 0,505
Blutfluss (AU)
2mm Messtiefe 78,33;9,79-170,34 71,49; 13,59-446,58 0,608
8mm Messtiefe 173,36; 45,92-365,19  141,51; 59,65-262,95 0,062
Blutflussgeschwindigkeit (AU)
2mm Messtiefe 17,57;9,63-27,35 14,77;9,09-50,17 0,016*
8mm Messtiefe 29,23; 12,70-50,02 24,85; 13,35-76,14 0,156

ST: Strahlentherapie; AU: Arbitrary Units

Tabelle 3.5 Vergleich unterschiedlicher

Parameter

gemessen mittels simultaner

Gewebespektrometrie sowie Laser-Doppler Spektroskopie in zervikaler Haut in Patienten

mit und ohne postoperativen Wundheilungsstorungen (WHS).

Parameter keine WHS WHS P
(Median; Bereich) (Median; Bereich)
Sauerstoffsattigung (%)
2mm Messtiefe 51,89; 8,51-75,14 52,21; 23,32-68,06 0,588
8mm Messtiefe 73,08; 33,37-87,53 70,54; 9,76-564,94 0,126
Relative
Hamoglobinkonzentration (AU)
2mm Messtiefe 64,64; 43,01-91,05 70,52; 37,01-83,28 0,174
8mm Messtiefe 40,34; 25,80-67,71 44,54; 28,77-70,31 0,284
Blutfluss (AU)
2mm Messtiefe 70,41; 9,79-196,59 97,62; 26,29-446,58 0,018*
8mm Messtiefe 161,19; 45,92-365,19  157,74; 84,99-262,95 0,255
Blutflussgeschwindigkeit (AU)
2mm Messtiefe 16,28; 9,09-27,35 17,35; 10,37-50,17 0,139
8mm Messtiefe 27,71; 12,70-50,02 31,41;17,73-76,14 0,197

WHS: Wundheilungsstorung; AU: Arbitrary Units
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Abbildung 3.2 Box-plot Diagramm zur Veranschaulichung der Ergebnisse des Vergleichs
unterschiedlicher Parameter gemessen mittels simultaner Gewebespektrometrie sowie
Laser-Doppler Spektroskopie in zervikaler Haut in Patienten mit und ohne postoperativen
zervikalen  Wundheilungsstérungen  (WHS). S&dulen stellen die Parameter
Sauerstoffsattigung in Prozent (A), relative Hamoglobinkonzentration in Arbitrary Units
(AU) (B), Blutfluss in AU (C) und Blutflussgeschwindigkeit in AU (D) dar. Die obere Reihe
zeigt die Messergebnisse in einer Eindringtiefe von 2 mm, in der unteren Reihe sind die
Messergebnisse in einer Messtiefe von 8 mm dargestellt. Die Linie innerhalb der Box
stellt den Median, die obere Abgrenzung die 75%-Perzentile, die untere Abgrenzung die
25%-Perzentile dar. Der Messbereich ist als vertikale Linie dargestellt, Extremwerte sind
nicht beriicksichtigt. Ein statistisch signifikanter Unterschied zeigte sich im Bezug auf
den Blutfluss in 2mm Eindringtiefe: Median von 70,41 AU bei Patienten ohne WHS vs.
97,62 AU bei Patienten mit einer postoperativen WHS (p=0,018). Alle anderen
untersuchten Parameter zeigten im Bezug auf eine postoperative WHS keine statistisch
signifikanten Unterschiede [Rohleder, 2015, Rohleder et al., 2014].
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Abbildung 3.3 A bis H, Receiver Operating Characteristic (ROC) Kurven Analyse von
Parametern hinsichtlich des pradiktiven Wertes im Bezug auf die Entwicklung einer
Wundheilungsstorung (WHS). ROC-Kurven stellen die Sensitivitat (richtig-positive der

positiven) dem Wert der 1-Sensibilitit (falsch-positiven der positiven) zu
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unterschiedlichen definierten Punkten gegeniiber. Dariiberhinaus wurden die Flachen
unter der Kurve im Hinblick auf die Qualitat eines untersuchten Parameters berechnet.
Der Parameter ,,Blutfuss in 2 mm Tiefe”“ wurde demnach als pradiktiver Parameter fiir
das Entstehen von postoperativen WHS identifiziert (p=0,018) [Rohleder, 2015, Rohleder
et al., 2014].

Tabelle 3.6 Ergebnisse der Receiver Operating Characteristic (ROC) Kurven Analyse von
Parametern hinsichtlich des pradiktiven Wertes im Bezug auf die Entwicklung einer
Wundheilungsstérung (WHS) ermittelt durch Gewebespektrometrie und Laser-Doppler-
Flowmetrie [Rohleder, 2015, Rohleder et al., 2014].

Parameter Flache Mean Konfidenz- Konfidenz- P
unter der error intervall intervall
Kurve niedrig hoch

Sauerstoffsattigung

2mm Messtiefe 0,463 0,066 0,334 0,592 0,588

8mm Messtiefe 0,396 0,067 0,264 0,527 0,126
Rel. Himoglobinkonzentration

2mm Messtiefe 0,593 0,070 0,455 0,730 0,174

8mm Messtiefe 0,573 0,068 0,440 0,706 0,284
Blutfluss

2mm Messtiefe 0,661 0,063 0,536 0,785 0,018*

8mm Messtiefe 0,578 0,065 0,450 0,705 0,255
Bluttflussgeschwindigkeit

2mm Messtiefe 0,601 0,067 0,470 0,731 0,139

8mm Messtiefe 0,588 0,064 0,463 0,713 0,197

3.3 Histologie

Die histologischen Farbungen wurden zum einen qualitativ auf die Unterschiede
zwischen bestrahltem und nicht-bestrahltem Gewebe hin untersucht. Zum
anderen wurde die Dicke der Epidermis an insgesamt zehn Gesichtsfeldern
(high power fields, HPF) gemessen und zwischen den beiden Studiengruppen
verglichen (3.3.1.1).

3.3.1 Hamatoxylin-Eosin Farbung
Abbildung 3.4 zeigt die HE-Farbung in bestrahltem Gewebe (Abb. 3.4 A),
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unbestrahltem Gewebe (Abb. 3.4 B) sowie eine Ausschnittsvergrof3erung der
Epidermis (Abb. 3.4 C)

Abbildung 3.4. HE-Farbung. In nicht vorbestrahltem Gewebe (A) zeigten sich im Bereich
der Epidermis Talgdriisen, ekkrine Schweifdriisen, Haare sowie kollagene und
elastische Fasern. In praoperativ bestrahltem Gewebe (B, C) fand sich eine Atrophie der
Epidermis mit einer teilweisen Ratifizierung von Schwei- und Talgdriisen. Keine
intakten Haarfollikel waren erkennbar. In einer AusschnittsvergoRerung des
vorbestrahlten Praparates (C) zeigte sich eine Hypereosinophilie in den oberen
Schichten der Epidermis sowie Entziindungszellen im Bereich der Dermis. In diesem
Bildausschnitt nicht dargestellt war die Hyperpigmentierung der Epidermis und

zahlreiche Melanophagen in der Dermis.

3.3.1.1 Dicke der Epidermis

In der Messung der Dicke der Epidermis zeigte sich ein statistisch signifikanter
Unterschied (98,6 + 20.3 um vs. 63.8 + 12.8 um; p=0.000; Abb. 3.5)
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Abbildung 3.5 Box-plot Diagramm zur Darstellung der durchschnittlichen Dicke der
Epidermis in bestrahltem und nicht-bestrahltem Gewebe gemessen in zehn
unterschiedlichen Gesichtsfeldern (high power fields, HPF). Die Linie innerhalb der Box
stellt den Median, die obere Abgrenzung die 75%-Perzentile, die untere Abgrenzung die
25%-Perzentile dar. Der Messbereich ist als vertikale Linie dargestellt, Extremwerte sind
nicht beriicksichtigt. Der Unterschied zwischen beiden Gruppen war statistisch
signifikant (98,6 * 20.3 um vs. 63.8 £ 12.8 um; p=0.000).

3.3.2 Masson Trichrome Farbung

Abbildung 3.6 A und 3.6 B zeigen bestrahlte und nicht bestrahlte
Gewebepraparate nach Farbung mit Masson Trichrome zur Darstellung von
kollagenen Fasern.
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3.3.3 Van Gieson Elastica Farbung

Abbildung 3.6 C und 3.6 D =zeigen bestrahlte und nicht bestrahlte

Gewebepraparate nach Farbung mit van Gieson Elastica zur Darstellung von

kollagenen und bindegewebigen Fasern.

Abbildung 3.6 Histologische Farbungen mit Masson Trichrome in nicht-bestrahltem (A)
und bestrahltem Gewebe (B). Kollagene Fasern sind hier in Kutis und Subkutis blau
dargestellt. In dem praoperativ bestrahlten Gewebe zeigten sich Spalten zwischen den
kollagenen Faserstringen im Sinne einer Odembildung. Die van Gieson Elastica Fiarbung
im nicht-bestrahltem (C) und bestrahltem Gewebe (D) zeigte bei stattgehabter
Strahlentherapie histologisch eine Vermehrung des Bindegewebes sowie eine Zunahme

der kollagenen und elastischen Fasern.
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3.4 Immunhistochemie

3.4.1 humanes-B-Defensin-1 (hBD-1)

In den immunhistochemischen Farbungen gegen hBD-1 zeigte sich eine
mittelstarke bis starke Farbung im stratum basale und im stratum spinosum. Im
stratum granulosum und im stratum corneum zeigte sich eine starke Farbung.

Dies war in beiden Studiengruppen erkennbar (Abbildung 3.7 A+B).

3.4.2 humanes-B-Defensin-2 (hBD-2)

Farbungen gegen hBD-2 zeigten sich insgesamt uneinheitlich. Das stratum
granulosum und das stratum corneum waren sowohl bei bestrahltem wie auch
bei unbestrahltem Gewebe stark gefarbt. Stratum basale und stratum spinosum
exprimierten wenig, mittelstark sowie in einigen Praparaten stark hBD-2. Hier
zeigte sich die Tendenz zu einer starkeren Anfarbung in vorbestrahltem
Gewebe (Abbildung 3.7 C+D).

3.4.3 humanes-B-Defensin-3 (hBD-3)

Die immunhistochemischen Farbungen gegen hBD-3 zeigten sich insgesamt
ebenfalls uneinheitlich ohne einer deutlichen Mehrexpression in einer der
untersuchten Schichten in den Studiengruppen im Hinblick auf eine praoperativ
stattgefundene Strahlentherapie (Abbildung 3.7 E+F).

63



ERGEBNISSE

Abbildung 3.7 Immunhistochemische Farbungen gegen humanes-B-Defensin-1 (hBD-1)
in nicht-bestrahlter (A) und bestrahlter Haut (B); humanes-B-Defensin-2 (hBD-2) in nicht-
bestrahlter (C) und bestrahlter Haut (D); humanes-B-Defensin-3 (hBD-3) in nicht-
bestrahlter (E) und bestrahiter Haut (F)
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3.4.4 Psoriasin

Die Farbungen gegen Psoriasin zeigten eine Variabilitat ohne deutliche
Unterschiede zwischen bestrahltem und nicht-bestrahltem Gewebe. Abbildung
3.9 zeigt die unterschiedlichen Expressionen in verschiedenen Gewebeproben

bei Farbungen gegen Psoriasin.
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Abbildung 3.8 Box-plot Diagramm zur Darstellung der durchschnittlichen Anzahl an
positiv gefarbten BlutgefdBen in bestrahltem und nicht-bestrahltem Gewebe gemessen in
10 unterschiedlichen Gesichtsfeldern  (high power fields, HPF) nach
immunhistochemischen Farbungen gegen von-Willebrand-Faktor (vWF). Die Linie
innerhalb der Box stellt den Median, die obere Abgrenzung die 75%-Perzentile, die untere
Abgrenzung die 25%-Perzentile dar. Der Messbereich ist als vertikale Linie dargestellt,
Extremwerte sind nicht beriicksichtigt. Der Unterschied zwischen beiden Gruppen war

statistisch signifikant (4.4 * 1.6 vs. 2.0 * 0.7; p=0,000).

65



ERGEBNISSE

Abbildung 3.9 Immunhistochemische Farbungen gegen Psoriasin in nicht-bestrahlter

Haut (A, C, E) und bestrahlter Haut (B, D, F). Es zeigen sich variable Expressionsmuster
mit einer starken Farbung der strata spinosa, granulosa, cornea und basale (A, B);
Farbungen lediglich der strata cornea und granulosa sowie der ungefarbten strata basale
und spinosa (C, D); sowie lediglich vereinzelten angefarbten Zellen im stratum spinosum
(E, F).

66



ERGEBNISSE

3.4.5 von-Willebrand-Faktor (VWF)

Die immunhistochemischen Farbungen gegen von-Willebrand-Faktor (vVWF)
wurden bezlglich der angefarbten Gefalde pro untersuchtem Gesichtsfeld (high
power field, HPF) untersucht. Der Mittelwert der positiv angefarbten Gefalle im
Bezug auf die zehn untersuchten HPFs ist graphisch in Abbildung 3.8
dargestellt. Hier zeigten sich statistisch signifikante Unterschiede (4.4 + 1.6 vs.
20 = 0.7; p=0,000). Abbidung 3.10 =zeigt die entsprechenden

immunhistochemischen Praparate der Studiengruppen.
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Abbildung 3.10 Immunhistochemische Farbungen gegen von-Willebrand-Faktor (vWF).
Es zeigt sich eine positive Farbung der Endothelzellen und des Intima/Media-Bereiches

der BlutgefaRe.
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3.5 RT-PCR

Die Ergebnisse der RT-PCR sind in Kapitel 3.5.1 und 3.5.2 anhand der

Kategorien ,angeborenes Immunsystem® und ,Fibrose” dargestellt.

3.5.1 Angeborenes Immunsystem
3.5.1.1 humanes-3-Defensin-1 (hBD-1)

Insgesamt zeigte sich eine erhohte Expression von hBD-1 in nicht
vorbestrahltem Gewebe im Vergleich zu praoperativ bestrahlter Haut ohne dass
das Signifikanzniveau erreicht wurde (p=0,237). Die Ergebnisse sind in
Tabellen 3.7 und 3.8 sowie in Abbildung 3.11 veranschaulicht. Im Vergleich der
Expression zwischen Patienten mit und ohne dem Auftreten von postoperativen
Wundheilungsstoérungen im Bereich des operativen zervikalen Zugangsweges
zeigte sich eine Mehrexpression bei Patienten ohne Wundheilungsstérung ohne
statistische Signiftkanz (p=0,176).

3.5.1.2 humanes-3-Defensin 2 (hBD-2)

Die Expression von hBD-2 zeigte sich in der RT-PCR Analyse in der Gruppe mit
dem Auftreten postoperativen Wundheilungsstorungen vermindert (p=0.116)
sowie bei Patienten mit einer praoperativen Strahlentherapie im Vergleich zur
Kontrollgruppe (p=0.489). Das Signifikanzniveau von o=0,05 wurde in der
statistischen Auswertung nicht erreicht. Die Ergebnisse sind in Tabellen 3.7 und

3.8 sowie in Abbildung 3.11 veranschaulicht.
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Abbildung 3.11 Ergebnisse der RT-PCR Expressionsanalyse der Gene fiir humanes--
Defensin-1 (hBD-1), humanes-B-Defensin-2 (hBD-2) hinsichtlich der Gruppen bestrahlte

vs. unbestrahlte Patienten und Patienten mit und ohne Auftreten postoperativer

Wundheilungsstérungen (WHS). Die Linie innerhalb der Box stellt den Median, die obere

Abgrenzung die 75%-Perzentile, die untere Abgrenzung die 25%-Perzentile dar. Der

Messbereich ist als vertikale Linie dargestellt, Extremwerte sind nicht beriicksichtigt.

Alle untersuchten Parameter zeigten im Bezug auf eine postoperative WHS oder

stattgehabte Strahlentherapie keine statistisch signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 3.12 Ergebnisse der RT-PCR Expressionsanalyse der Gene fiir humanes--
Defensin-3 (hBD-3) und Psoriasin hinsichtlich der Gruppen bestrahlte vs. unbestrahlte
Patienten und Patienten mit und ohne Auftreten postoperativer Wundheilungsstérungen
(WHS) Die Linie innerhalb der Box stellt den Median, die obere Abgrenzung die 75%-
Perzentile, die untere Abgrenzung die 25%-Perzentile dar. Der Messbereich ist als
vertikale Linie dargestellt, Extremwerte sind nicht beriicksichtigt. Ein statistisch
signifikanter Unterschied zeigte sich im Bezug auf die Expression von Psoriasin im
Vergleich der Gruppe mit und ohne praoperativer Strahlentherapie (2,7 x 10" vs. 4,2 x 10°
1, p=0,013) sowie im Bezug auf die Expression von hBD-3 bei Patienten mit einer
postoperativen WHS (1,6 x 102 vs. 1,4 x 107; p=0,008). Alle anderen untersuchten

Parameter zeigten keine statistisch signifikanten Unterschiede.
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Tabelle 3.7 Ergebnisse der RT-PCR Expressionsanalyse bei Patienten mit und ohne

praoperativer Strahlentherapie (ST).

Gen n (%) Median p-Wert?®
ST Keine ST ST Keine ST
hbD-1 18 (38,3) 29 (61,7) 3,1x103 3,8x103 0,237
hbD-2 18 (29,5) 43 (70,5) 5,1x10% 1,0x103 0,489
hbD-3 17 (37,7) 28 (62,3) 2,0x103 3,3x103 0,261
Psoriasin 17 (38,6) 27 (61,4) 2,7x10? 4,2 x 101 0,013
vVWF 9(20,5) 35(79,5) 4,3 x 1072 1,5x 10 0,005
a—PK 18 (36,7) 31(63,3) 9,1x10? 2,1x10*1 0,002
TGF-B1 18 (38.3) 29 (61,7) 2,3x103 1,1x 103 0,012

aMann-Whitney U test

Tabelle 3.8 Ergebnisse der RT-PCR Expressionsanalyse bei Patienten mit und ohne

Auftreten von postoperativen Wundheilungsstérungen (WHS).

Gen n (%) Median p-Wert?®
WHS Keine WHS WHS Keine WHS
hbD-1 15 (37,5) 25 (62,5) 4,8x103 6,0x 1073 0,176
hbD-2 14 (37,8) 23 (62,2) 6,0 x 1072 3,3x 101 0,116
hbD-3 12 (40,0) 18 (60,0) 1,6 x 1072 1,4x10? 0,008
Psoriasin 14 (36,8) 24 (63,2) 1,3x10* 9,0x102% 0,676
VWF 10(35,7) 18 (64,3) 7,8 x 102 1,6 x 101 0,080
o—PK 15 (40,5) 22 (59,5) 7,4x 101 2,5x 101 0,067
TGF-B1 15(40,5)  22(59,5) 1,2x10% 2,1x10% 0,245

aMann-Whitney U test

3.5.1.3 humanes-B-Defensin 3 (hBD-3)

Die Expression von hBD-3 bei vorbestrahlten Patienten zeigte in der RT-PCR

Expressionsanalyse eine geringere Auspragung

im Vergleich zur nicht

bestrahlten Kontrollgruppe ohne statistisch signifikante Unterschiede (p=0.261).

Eine statistisch Signifikanz der hBD-3 Expression konnte jedoch bei Patienten

mit postoperativen Wundheilungsstdérungen nachgewiesen werden (p=0.008).
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Eine graphische Darstellung der Ergebnisse zeigt Abbildung 3.12. Die

deskriptive statische Auswertung ist in Tabellen 3.7 und 3.8 zusammengefasst.
3.5.1.4 Psoriasin

Psoriasin als weiterer Marker des angeborenen Immunsystems zeigte in der
Expressionsanalyse beim Vergleich der praoperativ bestrahlten Patienten zu
nicht bestrahlten Patienten eine signifikante Verminderung in zuvor bestrahltem
Gewebe (p=0,013). Die Expression von Psoriasin bei Gewebe, das im weiteren
postoperativen Verlauf Wundheilungsstérungen entwickelte im Vergleich zur
Kontrollgruppe, zeigte keine signifikanten Unterscheide (p=0,676). Die
Ergebnisse sind in Abbildung 3.12 sowie den Tabellen 3.7 und 3.8 ausfuhrlicher

dargestellt.

3.5.2 Fibrose
3.5.2.1 von-Willebrand-Faktor (VWF)

Der VWF als GefalBmarker im Rahmen der auftretenden strahlenbedingten
Gewebsfibrose zeigte eine statistisch signifikante Verminderung in bestrahltem
Gewebe im Vergleich zur nicht bestrahlten Kontrollgruppe (p=0,005). Die
Expression von VWF in Gewebe von Patienten mit und ohne
Wundheilungsstoérungen zeigte eine annahernd signifikante Verminderung in
Gewebe mit postoperativen Wundheilungsstérungen (p=0,080). Abbildung 3.13

sowie Tabellen 3.7 und 3.8 fassen die Ergebnisse zusammen.
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Abbildung 3.13 Ergebnisse der RT-PCR Expressionsanalyse der Gene fiir 0-Prokollagen
(a-PK), Tumor-Growth-Factor-B-1 (TGF-f-1) und von-Willebrand-Faktor (VWF)

hinsichtlich der Gruppen bestrahlte vs. unbestrahlte Patienten und Patienten mit und
ohne Auftreten postoperativer Wundheilungsstérungen (WHS). Die Linie innerhalb der
Box stellt den Median, die obere Abgrenzung die 75%-Perzentile, die untere Abgrenzung
die 25%-Perzentile dar. Der Messbereich ist als vertikale Linie dargestellt, Extremwerte

sind nicht beriicksichtigt. Ein statistisch signifikanter Unterschied zeigte sich im Bezug
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auf die Expression der Marker im Vergleich der Gruppe mit und ohne praoperativer
Strahlentherapie (VWF: 4,3 x 102 vs. 1,5 x 10”", p=0,005; a-PK: 9,1 x 10" vs. 2,1 x 10-1,
p=0,002; TGF--1: 2,3 x107" vs. 1,1 x 10'3, p=0,012). Alle Uibrigen untersuchten Parameter
zeigten keine statistisch signifikanten Unterschiede hinsichtlich des Vergleichs

postoperativer WHS.

3.5.2.2 Tumor-Growth-Factor-3-1 (TGF-3-1)

TGF-p-1 zeigte in der RT-PCR Expressionsanalyse eine statistisch signifikant
vermehrte Expression in vorbestrahltem Gewebe im Vergleich zu nicht
bestrahlten Patienten (p=0,012). Keine signifikanten Unterschiede konnten
beim Vergleich von Wundheilungsstérungen zu unkomplizierten postoperativen
Verlaufen nachgewiesen werden (p=0,245). Eine graphische
Zusammenfassung der Ergebnisse bieten Abbildung 3.13 und die Tabellen 3.7
und 3.8.

3.5.2.3 a-Prokollagen (a-PK)

Eine signifikant vermehrte Expression von o-PK konnte durch die RT-PCR
Expressionsanalyse in vorbestrahltem Gewebe nachgewiesen werden
(p=0,002). Keine Unterschiede hinsichtlich der Expression von a-PK zeigten
sich im Vergleich von Gewebe mit und ohne dem Auftreten von postoperativen
Wundheilungsstérungen, wobei die vermehrte Expression in Geweben mit
Wundheilungsstérungen  zumindest  statistisch annahernd  signifikante
Unterschiede aufwiesen (p=0,067). Abbildung 3.13 und Tabellen 3.7 und 3.8

veranschaulichen die Ergebnisse.
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4 Diskussion

Positive und negative biologische Folgen ionisierender Strahlen auf das
menschliche Gewebe sind seit der Nutzung der Rontgenstrahlen bekannt.
Erstmalige Erwahnung finden nachteilige biologische Auswirkungen der
Strahlung und protektive MaRnahmen 1904 in einer Abhandlung des
Zahnarztes William H. Rollins [Kathren, 1964]. Es werden akute Strahlenfolgen
wie beispielsweise Ubelkeit, Erythem oder Odeme von langfristigen Folgen
einer Radiotherapie wie Gewebsfibrose, Xerostomie, Osteoradionekrose der
Kiefer und das gesteigerte Risiko strahlenbedingte Zweitkarzinome im weiteren
zeitlichen Verlauf zu entwickeln, unterschieden, obwohl die Strahlentherapie als
solche als schmerzfrei empfunden wird [Lara et al., 1996, Li et al., 2011, Thorn
et al., 2000].

Die adjuvante wie auch neoadjuvante Bestrahlung stellt neben der
Radiochemotherapie und der operativen Tumorresektion eine der Leitlinien-
gerechten Therapieoptionen in der interdisziplindren Behandlung des
Mundhdhlenkarzinoms dar. Neben der radikalen Entfernung des Primarius mit
entsprechendem Sicherheitsabstand hat sich die zervikale Lymphadenektomie
als chirurgische Standardtherapie etabliert. Vor allem bei Patienten nach einer
stattgehabten Radiotherapie sind zervikale Wundheilungsstorungen auch als
Folge einer langer zurlck liegenden Strahlentherapie regelmalige Komplikation
des operativen Eingriffs. Dies geht ebenfalls mit einem negativen Effekt auf den
Behandlungserfolg und die Patienten Compliance einher [Dormand et al.,
2005]. Grundsatzlich scheint eine suffiziente Sauerstoffversorgung auf
zellularer Ebene sowie eine adaquate mikrovaskulare Zirkulation und Perfusion
entscheidend fur das Entstehen von Wundheilungsstérungen. Dartberhinaus
stellen korpereigene Abwehrsysteme, wie der Komplex der antimikrobiellen
Peptide, Mechanismen der Infektabwehr dar, deren Bedeutung in diesem
Zusammenhang noch nicht vollstandig geklart scheint. Mit einer Verminderung
der Perfusion und Vaskularisation auf zellularer Ebene geht atiologisch

ebenfalls eine strahleninduzierte Fibrose einher.
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Die hier vorliegende Arbeit versucht, durch die Korrelation klinischer Daten von
Patienten nach stattgehabter Radiotherapie und einer entsprechenden
Vergleichsgruppe mit Daten aus Messungen der Gewebeperfusion und
Gewebeoxygenierung, sowie aus der Analyse spezifischer Markerproteine in
histologischen, immunhistochemischen und molekularbiologischen Verfahren
Aussagen uber den Einfluss einer lokalen Minderperfusion, einer
strahleninduzierten Fibrose und der Bedeutung antimikrobieller Peptide
besonders auch im Hinblick auf eine postoperative Wundheilungsstérung zu

treffen.

4.1  Gewebeperfusion und —oxygenierung

Die Messung der zervikalen Gewebeperfusion und —oxygenierung nach
Radiotherapie erfolgte mit Hilfe eines non-invasiven, simultanen Echtzeit-
Verfahrens zur Laser-Doppler Spektroskopie und der Gewebespektrometrie. Es
wurden hiermit Messwerte in unterschiedlichen Eindringtiefen (2 und 8 mm)
generiert, um oberflachliche kutane Gewebeschichten vom Subkutangewebe
unterscheiden zu konnen. Die Ergebnisse zeigten einen geringer signifikanten
Einfluss praoperativer Strahlentherapie auf die Messgroflien
Sauerstoffsattigung, relative Hdmoglobinkonzentration und Blutfluss in 2 und 8
mm Eindringtiefe. Der Parameter Blutflussgeschwindigkeit (Messtiefe 2 mm)
zeigte in der statistischen Analyse eine signifikante Verminderung in
vorbestrahltem Gewebe. Im Vergleich von Patienten mit und ohne Auftreten
von postoperativen Wundheilungsstérungen konnten in der statistischen
Auswertung keine signifikanten Unterscheide nachgewiesen werden. Univariate
und multivariate Analysen konnten jedoch den Parameter Blutfluss als
pradiktives Item fur eine Wundheilungsstorung nach Neck dissection
charakterisieren (siehe Kap. 3.2). Hier zeigten sich signifikant hohere Werte bei
Patienten mit einer postoperativen Wundheilungsstérung. Die Ubrigen
Parameter wie Sauerstoffsattigung, relative Hamoglobinkonzentration und

Blutflussgeschwindigkeit zeigten keine statistisch signifikanten Unterschiede im
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Hinblick auf die Entwicklung einer Wundheilungsstérung [Rohleder et al., 2014].
Dies ist auf den ersten Blick Uberraschend, da eine suffiziente
Gewebeperfusion am ehesten mit protektiven Kapazitaten hinsichtlich einer
Wunddehiszenz verknlpft erscheint. Eine reduzierte Sauerstoffsattigung und
eine verminderte Gewebeperfusion stellen langlaufige Risikofaktoren fir eine
Wundheilungsstérung dar. Grundsatzlich zeigt eine Recherche der verfugbaren
Literatur jedoch auch, dass fur Untersuchungen zu postoperativen
Wundheilungsstérungen vor allem Gewebe anderer Korperregionen, wie
beispielsweise bei vendsen Ulzera der unteren Extremitat, zur histologischen
und molekularbiologischen Analyse verwendet wurde. Die Datenlage zu
Oxygenierung und Perfusion bei zervikalen Wunden hingegen ist sparlich
[Wipke-Tevis et al., 2001]. Wie lasst sich folglich die Tatsache erklaren, dass
Patienten mit einer signifikant gesteigerten Blutflussrate mehr zervikale
Wundheilungsstorungen entwickeln? Zum einen wird durch die kontrollierte
Gefalldissektion bei der Praparation am Hals eine Vielzahl an Gefalden
unterbunden. Somit sinkt die Perfusion und suffiziente Versorgung postoperativ
entsprechend ab. Gewebe, welches bereits praoperativ stark vaskularisiert war,
ist demnach ggf. anfalliger fur eine reduzierte postoperative Perfusion und neigt
ebenfalls leichter zur Entwicklung postoperativer Wunddehiszenzen und
Wundheilungsstérungen. Daruberhinaus erscheint es auch stringent, dass
Gewebe mit einer dichten Vaskularisation im Rahmen kleiner postoperativer
Nachblutungen somit leichter zur Bildung von Hamatomen neigt, welche sich im
Verlauf infizieren und als Grundlage fiur die Entwicklung einer
Wundheilungsstorungen angesehen werden koénnen. Grundsatzlich sind die
Ergebnisse der praoperativen Messung von Gewebeperfusion und
Gewebeoxygenierung zunachst Uberraschend und konnen sicherlich die
Ausgangsbasis flr weitere Untersuchungen bilden. Ein konkreter Grenzwert
des Blutflusses, ab dem signifikant mehr Wundheilungsstérung zu erwarten
sind, konnte wegen der breiten Streuung der Ergebnisse nicht definiert werden.

Es scheint jedoch als ware ein fiktiver Wert von 100 Arbitrary Units (AU) als
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Anhalt geeignet. Patienten mit praoperativen Werten von = 100 AU sollten in
einem klinischen Setting entsprechend uber die erhdhte Gefahr einer
postoperativen Wundheilungsstdérung aufgeklart werden. Operationstechnisch
stehen dem Chirurgen ebenfalls zusatzliche Mdoglichkeiten wie akribische
Blutstillung unter Zuhilfenahme des biopolaren Stroms, gewissenhafte Ligatur
grolerer Gefalle, Vermeidung fortlaufender Nahttechniken, strenger
subkutaner Wundverschluss und postoperative Handlungsanweisung wie eine
entsprechende Lagerung des Kopfes zur Verfiugung, um das Risiko fur eine
postoperative Wunddehiszenz weitestgehend zu minimieren.

Die Verwendung des O2C-Messsystems zur Evaluation von Gewebeperfusion
und Gewebeoxygenierung ist bereits in einer Vielzahl an chirurgischen Studien
auch im Kopf-Hals-Bereich etabliert worden [Holzle et al., 2006, Rohleder et al.,
2014]. Dennoch erscheint gerade im Zusammenhang mit einer stattgehabten
Bestrahlung vor allem die Gewebekondition hinsichtlich einer Lichttransmission
entscheidend. Dieses Messprinzip konnte durch die strahleninduzierte Fibrose
beeinflusst werden, in dem der Lichtsensor auf Grund der reduzierte
Lichttransmissionskapazitat des vorbestrahlten Gewebes nicht eindeutig
vergleichbare Ergebnisse liefern kann [Rajan et al., 2008]. Nichtsdestotrotz liegt
ein deutlicher Vorteil dieser Messmethode sicherlich in der einfachen
Verfugbarkeit. Das O2C-Messsystem ist portabel und kann sowohl direkt
postoperativ wie auch im weiteren stationaren Verlauf als einfaches System
,bed-side” verwendet werden. Zudem ist die Messung nicht sehr zeitaufwandig,
wenig Untersucher-abhangig und nicht-invasiv oder schmerzhaft. Die Methode
ist wissenschaftlich und klinisch in einer groRen Reihe von Studien bestens
etabliert und ist in der Lage, durch die simultane, nicht-invasive Laser-Doppler
Spektroskopie und Gewebespektrometrie zuverlassige Aussagen zur kapillaren

Perfusion und Sauerstoffsattigung zu treffen [Holzle et al., 2006].
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4.2  Antimikrobielle Peptide (AMP)

Antimikrobielle Peptide (AMP) und im Speziellen die humanen B-Defensine
(hBD) spielen als wichtiger Baustein des angeborenen Immunsystems in der
Abwehr von bakteriellen, viralen und fungiziden Infektionen eine wichtige Rolle.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde Expression von AMP erstmalig nicht
nur in gesunder Haut, sondern ebenfalls in bestrahltem Gewebe untersucht
[Braff et al., 2005, Steinstraesser et al., 2009]. Expressionsanalysen der Gene
fir hBD-1 (DEFB1), hBD-2 (DEFB4A), hBD-3 (DEFB103A) und Psoriasin
(S100A7) wurden durchgefihrt. Die Untersuchungsgruppen wurden
entsprechend des Alters gematched, da in vorhergehenden Untersuchungen
eine Altersabhangigkeit hinsichtlich der Expression von AMP gezeigt werden
konnte [Loeffelbein et al., 2011]. Es konnte erstmals im Rahmen der
vorliegenden Untersuchung nachgewiesen werden, dass alle untersuchten
AMP ebenfalls in bestrahlter Haut exprimiert werden. Die Lokalisationen der
AMP in den unterschiedlichen epidermalen Schichten zeigte keine signifikanten
Unterschiede zwischen bestrahltem und nicht bestrahltem Gewebe. In der RT-
PCR Expressionsanalyse zeigten sich signifikant verminderte
Expressionsmuster von AMP in bestrahltem Gewebe, als somit erstmalig
untersuchte Nebenwirkung einer Radiotherapie (siehe Kap. 3.3, 3.4 und 3.5).
Die Ergebnisse hinsichtlich der Expression von hBD-1 in aufRerer Haut sind
kongruent mit Berichten aus der Literatur [Fulton et al., 1997]. Vorhergehende
Untersuchungen konnten keinen Zusammenhang zwischen einer gesteigerten
Expression von hBD-1 und dem Auftreten von Infektionen nachweisen. Es wird
daher angenommen, dass hBD-1 konsekutiv und nicht auf einen
inflammatorischen Reiz hin exprimiert wird [Kesting et al., 2012, Kesting et al.,
2010, Zhao et al., 1996]. Dennoch sind auch Berichte Uber eine Hochregulation
von hBD-1 nach bakteriellen Stimuli veroffentlicht [Sorensen et al., 2005]. Die
vorliegende Arbeit konnte die verminderte Expression von hBD-1 in bestrahlter
Haut nachweisen. Damit einhergehen kdnnte ebenfalls eine erhohte Anfalligkeit

fur mikrobielle Infektionen in vorbestrahltem Gewebe.
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In der Expressionsanalyse von hBD-2 konnte eine verminderte Expression in
bestrahlter Haut nachgewiesen werden. In der Literatur ist eine Hochregulation
von hBD-2 nach Infektionen mit bakteriellen  Pathogenen in
Zellkulturexperimenten beschrieben worden [Liu et al., 2002]. HBD-2 wirkt
hierbei chemotaktisch auf Effektorzellen des adaptiven Immunsystems und
scheint fur die langfristigen Immunantworten verantwortlich zu sein [Kesting et
al.,, 2010, Yang et al., 1999]. Die verminderte Expression von hBD-2 in
bestrahltem Gewebe kdnnte somit ebenfalls eine geringere Stimulation des
adaptiven Immunsystems und damit klinisch eine hdhere Anzahl an
Wundheilungsstérungen zur Folge haben.

Analog hierzu Iasst sich die verminderte Expression von hBD-3 in bestrahlter
Haut in der vorliegenden Untersuchung interpretieren. HBD-3 zeigt ein breites
antimikrobielles Spektrum. Demnach lasst sich die verminderte Expression in
bestrahltem Gewebe sowie die damit einhergehende Reduktion der
antimikrobiellen Potenz und das klinische Auftreten von
Wundheilungsstorungen stringent korrelieren.

Die Expression von Psoriasin war in den untersuchten Gewebeproben
bestrahlter Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant vermindert.
Psoriasin wurde erstmalig in Lasionen von Patienten, die an einer Psoriasis
vulgaris litten, beschrieben [Lee et al., 2007, Madsen et al.,, 1991].
Erstaunlicherweise zeigten diese Patienten keinerlei Hinweise auf erhohte
kutane Infektionen an den entsprechenden Pradilektionsstellen, wie man es auf
Grund des Verlustes der Hautintegritat vielleicht erwarten wirde [Henseler et
al., 1995]. Hier scheint eine Hypothese die Hochregulation von Psoriasin und
das damit verbundene antimikrobielle Potential zu sein. Demnach erscheint
eine Verminderung der Psoriasin Expression in bestrahltem Gewebe als einer
der Grunde fur die Entwicklung von postoperativen Wundheilungsstorungen
kongruent.

Die immunhistochemischen Farbungen aller untersuchten AMP zeigten eine

Zunahme der Farbeintensitat vom stratum basale hin zum stratum granulosum.
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AMP bilden somit in der auleren epithelialen Schicht die Grenze zur
Umgebung und sind demnach in der Lage, ihr antimikrobielles Potential
entsprechend umsetzen zu konnen. Diese Ergebnisse sind vergleichbar zu
Berichten aus der Literatur [Kesting et al., 2012, Kesting et al., 2010].

Die Tatsache, dass die vorliegende Arbeit eine signifikant verminderte
Expression von Psoriasin in bestrahltem Gewebe gegenuber nicht bestrahltem
Gewebe nachweisen konnte, deutet auf  verminderte lokale
Abwehrmechanismen der Haut als aullere Barriere hin. In diesem
Zusammenhang ist die Tatsache, dass AMP nicht nur von lokalen Zellen wie
z.B. Keratinozyten, sondern auch von mobilen Zellen des Immunsystems wie
beispielsweise T-Zellen produziert wird, von Interesse. Die lokale zervikale
Radiotherapie lasst nicht vermuten, dass die AMP-Expression in anderen
Korperregionen ebenfalls durch die stattgehabte Bestrahlung beeinflusst wurde.
Demnach waren die verminderte lokale zervikale AMP-Expression, teilweise
ausgelost als Nebenwirkung der Strahlentherapie, zumindest partiell durch die
Immigration von AMP-produzierenden Zellen des Immunsystems kompensiert.
Von Ruocco et al. wurden kurzlich immunkompromitierte Distrikte
(immunocompromised districts; ICD) als Regionen der immunologischen
Dysregulation bei sonst immunkompetenten Patienten beschrieben.
lonisierende Strahlung wird in diesem Zusammenhang als Ausldser eines ICD
gewertet [Ruocco, 2014, Ruocco et al., 2014]. Die Ergebnisse dieser Studie
lassen den Schluss zu, dass durch Strahlung bedingte ICD durch mobile AMP
produzierenden Zellen des Immunsystems im Sinne eines Sicherheitsnetzes
kompensiert werden koénnen. Daruberhinaus sind aber auch besondere
Konstellationen denkbar, bei denen vorbestrahlte Patienten zusatzlich einen
Mangel an mobilen AMP produzierenden Zellen (z.B. im Rahmen einer
Neutropenie) aufweisen und somit einen hohere Vulnerabilitdt gegenuber
kutanen Infektionen. In einer solchen Konstellation ist die Entstehung von
klinischen ICD ebenfalls erklarbar.

In weiterflhrenden Studien ist die Applikation von synthetischen AMP als neue
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alternative, antimikrobielle Agenzien bereits erfolgreich untersucht worden
[Gilmore et al., 2009]. In ersten Kklinischen Studien ist eine hohere
antimikrobielle Potenz synthetischer AMP im Vergleich zu herkdmmlichen
Antibiotika nachgewiesen worden [Giacometti et al., 2004, Lipsky et al., 2008].
Nichtsdestotrotz sind auch Nachteile wie hohe Produktionskosten, eine schnelle
Degeneration der synthetischen AMP sowie Zytotoxizitdt auf Grund eines
schmalen therapeutischen Korridors beschrieben worden [Vaara, 2009]. Vor
allem die beschriebene Zytotoxizitat scheint in diesem Zusammenhang wichtig.
Bei Patienten mit klinisch apparenten ICD, wie beispielsweise bestrahlte
Patienten mit einer zusatzlichen Neutropenie, ist demnach eine exakte
Dosisdefinition unabdingbar, um mogliche Nebenwirkungen sicher einschatzen
und potentielle Folgen abwagen zu kénnen. Darlberhinaus besteht auch die
Maglichkeit einer topischen Applikation von AMP-Derivaten, z.B. mit Kollagen-
Carriermembranen. Dies ist von Gopinath et al. bereits im murinen Tiermodell

zur Behandlung infizierter Wunden beschrieben worden [Gopinath et al., 2005].

4.3  Strahleninduzierte Fibrose (SIF)

Die strahleninduzierte Fibrose (SIF) und folglich eine Dysfunktion der
Mikrozirkulation sind bekannte Nebenwirkungen ionisierender Strahlung im
Rahmen einer therapeutischen Radiotherapie [Schmitt et al., 2003]. Die SIF
beschrankt sich nicht auf das Auftreten an der auleren Haut, sondern betrifft
alle Gewebe und Organe im Strahlenfeld und kann klinisch somit ebenfalls
durch eine inadaquate Ventilation, ein vermindertes Herz-Zeit-Volumen oder,
wie in dieser Studie diskutiert, durch eine verzdgerte Wundheilung in
Erscheinung treten [Devalia et al., 2008, Ghafoori et al., 2008]. Vorhergehende
Untersuchungen konnten den Einfluss von proinflammatorischen Zytokinen wie
TGF-p-1 im Rahmen der Pathogenese der SIF nachweisen [Devalia et al.,
2008]. Eine gesteigerte Kollagenbildung und Veranderung der extrazellularen

Matrix spielen bewiesenermallen die Hauptrolle bei der Entstehung einer
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Fibrose. TGF-p-1 fordert in diesem Zusammenhang die lokale Fibrose und
supprimiert die Angiogenese im Rahmen der Wundheilung [Devalia et al.,
2008]. Im Zusammenhang mit einer reduzierten Wundheilung nach
stattgehabter Strahlentherapie spielt somit neben der SIF auch die
beeintrachtigte Neovaskularisation eine entscheidende Rolle [Gieringer et al.,
2011]. Diese zwei Parameter beeinflussen sich sicherlich wechselseitig.
Klinisch steht vor allem die verlangerte Morbiditat auf Grund von
Wunddehiszenzen, Wundinfektionen, Scheitern von freien oder lokalen
rekonstruktiven  MalRnahmen, Hautnekrosen oder Fistelbildungen im
Vordergrund. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie hinsichtlich der Evalution
von TGF-p-1 als essentiellem Zytokin in der Pathogenese der SIF, o-
Prokollagen (a-PK) als Marker struktureller Veranderung in der Mikroarchitektur
der Haut und dem von-Willebrand-Faktor (vVWF) als Parameter des vaskularer
Remodellings, zeigten sowohl auf Ebene der Genexpression wie auch
immunhistologisch signifikante Unterschiede zwischen den Studiengruppen. In
der Expressionsanalyse von TGF-p-1 zeigte sich eine signifkant vermehrte
Expression in vorbestrahltem Gewebe, bei Patienten mit
Wundheilungsstérungen zeigte sich ebenfalls eine vermehrte Expression. Diese
Ergebnisse sind kongruent mit Berichten anderer Studiengruppen [Devalia et
al., 2008, Schultze-Mosgau et al., 2006]. So konnte Schultze-Mosgau et al. den
Zusammenhang zwischen TGF-3-1 und dem Auftreten einer SIF in-vitro sowie
im murinen Tiermodell nachweisen [Schultze-Mosgau et al., 2006]. Die hier
vorgestellten Ergebnisse stehen somit in logischer Schlussfolgerung.
Therapeutisch konnten bereits anti-TGF-p-1 Antikdrper zur Verbesserung der
Wundheilung nach freien Transplantaten sowie zur Reduktion profibrotischer
Proteine wie a-PK experimentell eingesetzt werden [Schultze-Mosgau et al.,
2006].

Eine signifikant erhdhte Expression von o-PK konnte in bestrahltem Gewebe
nachgewiesen werden. Diese Erkenntnisse stehen ebenfalls in Einklang mit der

Literatur. Die Hochregulation von a-PK spielt in der Pathogenese der SIF eine
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entscheidende Rolle [llisley et al., 2000, Sassi et al., 2001]. Hinsichtlich der
gesteigerten Expression von oa-PK bei Patienten mit postoperativen
Wundheilungsstérungen ist eine vermehrte Synthese von Kollagen im
Zusammenhang mit lokalen inflammatorischen Reaktionen beschrieben
[Hatamochi et al., 1992].

Expressionsanalysen des VWF zeigte eine signifikant vermehrte Expression in
der Kontrollgruppe im Vergleich zu vorbestrahlten Patienten und im Vergleich
zu Patienten mit einer postoperativen Wundheilungsstérung im weiteren
Verlauf. Diese Ergebnisse unterstreichen die herausragende Bedeutung von
Neovaskularisationsprozessen in vorbestrahltem Gewebe. Auch die Ergebnisse
der immunhistochemischen Farbungen gegen VWF und die histologische
Evaluation der Dicke der Epidermis unterstreichen die in der
molekularbiologischen  Analyse erhobenen Befunde. Eine suffiziente
Gewebeperfusion und Versorgung mit Sauerstoff ist speziell in vorbestrahltem
Gewebe mit einem erhohten Risiko fur die Entwicklung postoperativer
Wundheilungsstérungen entscheidend. Daruberhinaus stehen naturlich weitere
histopathologische strahleninduzierte Veranderungen in engem
Zusammenhang mit einer reduzierten Perfusion [Gieringer et al., 2011].
Grundsatzlich konnte die Bedeutung von Zytokinen in der histopathologischen
Atiologie der SIF durch die Ergebnisse dieser Arbeit unterstrichen werden. Die
therapeutische Anwendung bestimmter Antikdrper ware sicherlich in
weiterfuhrenden Studien zu untersuchen. DarUberhinaus unterstreichen die
Ergebnisse die Notwendigkeit der sorgfaltigen auch operationstechnisch-
chirurgischen akkuraten Therapie von vorbestrahlten Patienten, speziell bei
komplexen Rekonstruktionen im Bereich der Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie, um eine gewissenhafte onkologische Rehabilitation zu

gewahrleisten.
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5 Zusammenfassung

Die hier vorliegende Arbeit untersucht den Einfluss von Strahlentherapie auf
das zervikale Gewebe, vor allem im Hinblick auf eine stattgehabte
Lymphadenektomie (Neck Dissection). Diese stellt den Goldstandard in der
multimodularen  onkologischen  Therapie der Halslymphknoten des
Mundhdhlenkarzinoms dar. Ein besonderes Augenmerk sollte in diesem
Zusammenhang auf das Auftreten postoperativer Wundheilungsstérungen nach
einer adjuvanten Strahlentherapie gelegt werden. Die Ergebnisse der
praoperativen transkutanen Messung von Gewebeoxygenierung und —perfusion
konnten den Parameter Blutflussgeschwindigkeit (Messtiefe 2mm) als Pradiktor
fur das Auftreten von postoperativen Wundheilungsstorungen identifizieren.
Hier ergeben sich sicherlich in weiterflhrenden klinischen Studien,
Madglichkeiten der praoperativen Identifikation von gefahrdeten Patienten. In der
immunhistochemischen und molekularbiologischen Analyse von zervikalen
Gewebeproben aus dem Bereich der Neck Dissection im Bezug auf die
antimikrobiellen Peptide hBD-1, hBD-2, hBD-3 und Psoriasin konnte erstmals
ein vermindertes Expressionsmuster in vorbestrahltem Gewebe nachgewiesen
werden. Dies unterstreicht die Bedeutung des angeborenen Immunsystems flr
die Wundheilung, speziell bei Patienten nach einer stattgehabten Radiotherapie
und erlaubt die Evaluation von Applikationsmdglichkeiten synthetischer Peptide
in nachfolgenden Untersuchungen. Auch die experimentellen Untersuchungen
zur strahleninduzierten Fibrose mit den Markerproteinen TGF--1, o-
Prokollagen und von-Willebrand-Faktor, konnten die Bedeutung der Fibrose,
speziell im Hinblick auf die operationstechnisch-chirurgische Therapie und die
Korrelation zu postoperativen Wundheilungsstérungen herausarbeiten. Hier
ergeben sich Ansatzpunkte zur chirurgischen Pravention und praoperativen

Identifikation von Risikopatienten in weiteren Studien.
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