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1 Einleitung

1.1 Karzinogenese im oberen Aerodigestivtrakt

Der obere Aerodigestivtrakt ist eine der wichtigsten Lokalisationen fur die Tabak
assoziierte Karzinogenese (Hoffmann and Wynder, 1997). Legt man die Zahlen des
Tumorzentrums Miunchen und des Krebsregisters des Saarlandes zugrunde,
machten im Jahr 1998 Malignome im Kopf-Hals-Bereich 6,3% aller
Krebserkrankungen in Deutschland aus. Wie bei keiner anderen Krebserkrankung
stieg die Mortalitatsrate in den letzten 20 Jahren kontinuierlich bis etwa auf das
Dreifache an und lag bei ca. 15,5%. Inshesondere Karzinome des Rachens und der
Mundhd6hle haben hierzu beigetragen, deren Mortalitat 1998 zusammen etwa 47%
aller Kopf-Hals-Karzinome ausmachte (Schlesinger-Raab et al., 2003).

Die Atiologie der Plattenepithelkarzinome im oberen Aerodigestivtrakt ist bis heute
nur teilweise geklart. Viele der aktuellen Vorstellungen zum Mechanismus der
Krebsentstehung wurden bereits in der zweiten Halfte der 19. Jahrhunderts
konzipiert. Virchow postulierte bereits 1863, dass Krebs durch chronische
Gewebereizung ausgel6st wird. Boveri (1914) und Bauer (1928) erkannten die
Bedeutung chromosomaler Verdnderungen und somatischer Mutationen fur die

Karzinogenese (Manchester, 1995).

Aus verschiedenen Versuchsanordnungen folgerte man ein Modell, das seine
Gultigkeit noch bis heute erhalten hat. Der erste, tumorinduzierende Schritt wurde mit
dem Begriff Initiation belegt, der zweite, die Tumorentstehung fordernde Prozess
Promotion. Da sich anfangs haufig gutartige Papillome bildeten, wurde schliellich ein
dritter Begriff hinzugefugt, der die Entwicklung vom (morphologisch) gutartigen zum
bdsartigen Tumor beschreibt: die Progression. Spétere Tierexperimente zeigten,
dass die Tumorentstehung in den meisten Organen Uber die Stufen der Initiation,
Promotion und Progression erfolgt (Weinberg, 1997).

Gleichzeitig wurde aber auch immer mehr deutlich, dass malignem Wachstum fast

immer ein Zusammenwirken verschiedener exogener und endogener Ursachen
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zugrunde liegt. Man geht bis heute davon aus, dass exogene Faktoren eine
entscheidende Rolle spielen, das Zusammenwirken mit endogenen Einflissen rickt
aber aufgrund des besseren Verstandnisses immer mehr in den Fokus der
Beobachtungen. Zwar sind nach heutigen epidemiologischen Schatzungen 80-90%
aller Krebsfélle des Menschen vorwiegend exogen bedingt (Perera, 1996), jedoch
wird das genetische Risikoprofil immer mehr zum Gegenstand wissenschaftlicher
Untersuchungen. Exogene Faktoren wirken hauptséchlich in den Stufen der Initiation
und Promotion. In den folgenden Schritten der Progression wird der Krebsprozess
mehr und mehr unabhéngig von &ufieren Ursachen. Die Krebsentwicklung wird also
meist von exogenen Einflissen in Gang gesetzt, lauft dann jedoch zunehmend

autonom in der Zelle ab.

AuRerliche, krebserzeugende Einflisse kénnen sehr unterschiedlicher Natur sein.
Bekannt sind verschiedene Arten von Strahlen (z.B. a -, B -,y - Strahlen; UV-Licht),
bestimmte Viren (z.B. Humanes Papilloma Virus 16, 18 beim Zervixkarzinom)
(Nathke, 1990), aber auch Bakterien (Helicobacter pylori als Risikofaktor fur das
Magenkarzinom) (Parsonnet et al., 1991) und Parasiten (Bilharziose) (Kalble, 2001)
konnen zur Krebsentstehung fuhren. Einen besonders gro3en Anteil nehmen auch
die chemischen Noxen ein, wobei bis heute ca. 50 chemische Substanzen oder
Substanzgemische als sicher humankarzinogen anerkannt sind (Huff, 1999).
Grundsatzlich werden zwei Typen von Wechselwirkungen exogener Krebsfaktoren
unterschieden. Zum einen genotoxische Effekte, die direkte Wirkung am Erbgut
hinterlassen und so zur Initiation und weiteren Mutationen fihren und zum anderen
nicht-genotoxische Wirkungen. Mit letzteren sind Wechselwirkungen an anderen
Zielmolekilen als der DNA, beispielsweise Proteinen der Signalketten gemeint. Sie

verstarken haufig die Tumorpromotion.

Die Initiation, ausgelOost durch genotoxische Wirkungen, beschreibt chemische
Veranderungen der DNA, z.B. die Bildung von Strangbriichen, Addukten oder
Vernetzungen. Der Begriff umfasst Mutationen, d.h. Austausch, Insertion oder
Deletion von Basen, aber auch Anderung der Basensequenz inklusive Austausch
von DNA-Abschnitten zwischen  verschiedenen Chromosomen.  Auch
Chromosomenveranderungen und Zugewinn oder Verlust von Chromosomen werden

in diesem Zusammenhang aufgefuhrt (Appel et al., 1990). Dies bewirkt, dass die
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betroffene Zelle einen Wachstums- oder Uberlebensvorteil gegeniiber dem restlichen
Gewebe gewinnt. Dieser ist aber in aller Regel so gering, dass klonales Wachstum

nicht oder nur sehr langsam erfolgt, solange keine Tumorpromotion stattfindet.

Genotoxische Kanzerogene verursachen im Rahmen der Initiation Sché&den an der
DNA. Voraussetzung dafur ist, dass diese Substanzen selbst chemisch reaktiv sind
(direkt wirkende Mutagene), oder in reaktive Metaboliten umgewandelt werden
(indirekt wirkende Mutagene). Direkt wirkende Mutagene reagieren unmittelbar, oder
nach Kontakt mit Wasser mit der DNA. Allerdings spielen sie eine eher
untergeordnete Rolle in der Epidemiologie von Tumorerkrankungen. Zu ihnen zahlt
beispielsweise Senfgas, das in mehreren Kriegen als Kampfstoff eingesetzt wurde
und bei dem direkte karzinogene Auswirkungen an Kriegsveteranen nachgewiesen
werden konnten (Yamada, 1963). Die weitaus Uberwiegende Zahl von Kanzerogenen
bedarf einer Umwandlung in ein reaktives Agens, bevor sie ihre krebsinduzierende
Wirkung entfalten konnen. Eine wichtige Rolle spielen in diesem Zusammenhang
Phase-I-Enzyme, wie Monooxygenasen der Cytochrom-P450-Familie. Dieses
metabolisierende Enzymsystem fuhrt reaktive Gruppen in das ,Prokanzerogen” ein.
Im Rahmen dieser sogenannten Phase-I- Reaktion werden unter anderem Alkohol-,
Phenol- oder auch Epoxidgruppen in das Substrat integriert und dieses somit
aktiviert. Diese Enzyme binden Luftsauerstoff, reduzieren ihn und tbertragen ihn auf
die jeweiligen Ausgangsstoffe.

Bildung und Verweildauer der reaktiven Metaboliten in der Zelle bestimmen das
Ausmall der Bindung an die DNA. Rasche |Inaktivierung durch
Konjugationsreaktionen, z.B. mit Glucuronsaure, in der Phase Il reduziert die
Schéadigung an der DNA. Daher ist die Balance zwischen Aktivitaten der Phase-I-
und Phase-llI-Reaktionen eine kritische Determinante fur das kanzerogene Risiko.
Die Enzymaktivitaten konnen infolge von ererbten Dispositionen oder Einwirkungen
aus der Umwelt sehr stark variieren und haben so grof3en Einfluss auf das
individuelle Krebsrisiko (Shimada et al., 1989;Matthias et al., 1998b;Matthias et al.,
1998a).
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1.2 Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (P AH) als
Karzinogene

PAH umfassen eine grof3e Gruppe von Substanzen, in deren Grundkérper mehrere
Benzolringe  kondensiert sind. Sie entstehen im  Allgemeinen  bei
Verbrennungsprozessen, insbesondere bei Sauerstoffmangel (Schwelbrande,
unvollstandige Verbrennung) und kommen daher vor allem im Tabakrauch, aber
auch in Abgasen von Hochodfen oder Autos vor (Smith et al.,, 2000). Vereinzelt
kbnnen sie auch bei der Lebensmittelzubereitung auftreten, so z.B. beim Braten,
Rauchern oder Grillen (Knize et al., 1999). Als Leitsubstanz der PAH wird im
Allgemeinen Benzo[a]pyren gesehen, das in der letzten Bewertung durch das IARC
(International Agency for Research on Cancer) im Jahre 1987 als mdgliches
humanes Karzinogen (2A) eingestuft wurde, da fir den Menschen bislang keine
ausreichenden, im Tierversuch jedoch hinreichend Beweise fur eine Karzinogenitat
gefunden wurden (IARC, 1987;Smith et al., 2001).

Insbesondere als tumorinduzierender Faktor in der Tabakkarzinogenese finden PAH
seit langerer Zeit Beachtung. Inhalationsversuche an Tieren haben gezeigt, dass der
aus kleinen Partikeln bestehende Anteil des Tabakrauchs maligne Tumore induziert
und dabei deutlich starker karzinogen wirkt als die reine Gasphase (Dontenville,
1974;1ARC, 1986). Zahlreiche epidemiologische Studien wiesen die Assoziation
zwischen der gesteigerten Exposition gegentiber PAH und einer erhéhten Inzidenz
von Malignomen nach (Maier et al., 1994). Auch an Tierversuchen mir Nagern
wurden die mutagenen Eigenschaften von PAH bestéatigt (Miller et al., 1983).

Fur Benzo[a]pyren ist eine Vielzahl verschiedener Metaboliten bekannt. In dieser
Arbeit soll im Speziellen auf die DNA-Strangbruch induzierende Wirkung des
Benz[a]pyren-7,8-diol-epoxid (BPDE) eingegangen werden. BPDE entsteht durch
Metabolisierung durch Cytochrom-P450 2E1, einem Isoenzym, das u.a. in der
Schleimhaut des oberen Aerodigestivtraktes und in peripheren Lymphozyten
anzutreffen ist (Tanaka et al., 2000). Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen
DNA-Schaden, hervorgerufen durch BPDE, werden durch DNA-Adduktbildung
hervorgerufen und konnen im Rahmen der DNA-Strangbruch-Induktion

madglicherweise in Mutationen resultieren.
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1.3 Individuelle Vorbelastung und ihr Einfluss auf die
Karzinogenese

Interindividuelle Unterschiede in der Entstehung von Tumoren im oberen
Aerodigestivtrakt werden vielerorts beschrieben und auf verschiedene Ursachen
Uberpruft. Sowohl exogene Vorbelastung als auch endogene Faktoren spielen
hierbei eine Rolle.

Wie bereits erwdhnt, sind heute exogene Ursachen, unter ihnen insbesondere
chemische Agentien, bei der Auslosung von Krebs von besonderer Bedeutung.
Wichtig sind hier Art und Dauer der Einwirkung bis zur Tumorentstehung. Allerdings
sind von ca. 1100 tierexperimentell nachgewiesenen chemischen Kanzerogenen nur
etwa 50 Stoffe bzw. Stoffgemische als krebserzeugend anerkannt (Tomatis et al.,
1989). Eine Ursache hierfir kénnte sein, dass zahlreiche Stoffe in physiologischer
Konzentration allein keinen karzinogenen Effekt besitzen, sich bei zuséatzlicher
chronischer oder akuter Belastung durch andere Chemikalien allerdings zu potenten
Karzinogenen umwandeln konnen. Als besonders starkes ,Kokarzinogen® im
Aerodigestivtrakt gilt insbesondere der Alkohol, der die Karzinogenese in
verschiedene Stadien der Tumorinitiation und -promotion zu beeinflussen vermag
(Maier et al., 1988;Seitz et al., 1992b;Seitz et al., 1992a). Ethanol ist bei chronischer
Einwirkung in der Lage eine Enzyminduktion des Cytochrom P450-2E1, einer
Unterform in der Mukosa des oberen Aerodigestivtraktes, herbeizufiihren. Wie
bereits oben beschrieben, fuhrt dies zu einer gesteigerten Metabolisierung und damit
zu einer erhdhten ,Giftung” verschiedenster Karzinogene (Seitz et al., 2004). DarUber
hinaus sorgt Alkohol fur lokale Schadigungen mit anschlieBender kompensatorischer
Hyperregeneration (Mak et al., 1987). Durch Schadigung der Kopfspeicheldriisen
und damit verminderter Speichelproduktion, steigert Ethanol zusatzlich die
Kontaktzeit des Karzinogens zur Mukosa. Schlie3lich spielt auch die Loslichkeit des
Alkohols eine erhebliche Rolle. Mit seinen Solvenseigenschaften erleichtert Ethanol
diversen Karzinogenen das Eindringen in die Schleimhaut des oberen Luft- und
Verdauungstraktes (Maier et al., 1988) und steigert somit potenziell die intrazellulare

Prasenz verschiedener Chemikalien.

Dank verbesserter molekularbiochemischer Methoden riicken in den letzten

Jahrzehnten immer mehr auch die individuellen, endogenen Risikofaktoren in den
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Mittelpunkt des Interesses. Als gutes Bespiel dient hier die Mutation im BRCA 1/2-
Gens, dass zu einem erhohten Risiko von Brustkrebs fiihrt (Davies, 1995). Mit Hilfe
entsprechender DNA-Untersuchungen lasst sich eine Pradisposition diagnostizieren
und das Risikopotential gut abschatzen. Ahnliches gilt auch fiir das APC-Gen
(familiare adenomattse Polyposis coli) (Kinzler et al., 1991) oder auch den Wilms-
Tumor beim Kind (Kolata, 1980). Ein vergleichbarer Einfluss genetischer Variationen
konnte bei Kopf-Hals-Karzinomen bisher nicht nachgewiesen werden, obwohl
risikobeeinflussende Genvariationen im Entgiftungsstoffwechsel Zigarettenrauch-
assoziierter Karzinogene, in der DNA-Reparatur, in der Zellzykluskontrolle und in
Immunregulationsmechanismen beschrieben wurden (Matthias et al., 1998b;Matthias
et al.,, 1998c;Matthias et al., 1998a;Matthias et al., 1999). So stellten sich
beispielsweise in zytogenetischen Untersuchungen von Plattenepithelkarzinomen im
Kopf-Hals-Bereich karyotypische Veranderungen dar. Es zeigte sich, dass nicht das
gesamte Genom gleichmaldig von Alterationen betroffen war, sondern dass sich
Schéaden signifikant haufig in einzelnen Chromosomen wiederholten (Bockmunhl,
1996). Sehr haufig fanden sich Alterationen u.A. in den Chromosomen 3,5 und 8,
etwas weniger haufig in den Chromosomen 9,11 und 17. Interessanterweise finden
sich in diesen Bereichen mehrere Protoonkogene und Tumorsupressorgene, also
Gene, die in der Zelldifferenzierung eine wichtige Rolle spielen. Zu ihnen zahlen
VHL, FHIT oder Cyclin D, denen ein grol3er Effekt in der Karzinogenese der Kopf-
Hals-Karzinome zugesprochen wird (Bockmuhl, 2000;Singh et al., 2001;Matthias et
al., 1999). Da das Auflosungsvermogen der herkdmmlichen Zytogenetik relativ gering
ist und statistische Aussagen nur schwer mdglich sind, wurden in der Folgezeit
aufwendigere Methoden zu chromosomalen Defektaufklarung angewandt. So wurde
mit Hilfe der Comperative Genomic Hybridization (CGH) Tumormaterial untersucht
und in Abhangigkeit von Differenzierung und Metastasierung verschiedene Muster
der chromosomalen Schadigung gefunden. Wieder fanden sich Auffalligkeiten bei
den Chromosomen 3,5 und 8, was sich einerseits sowohl in DNA-Verlusten (z.B. im
langen Arm von Chromosom 3) (Schantz et al., 2000), als auch in DNA-Zugewinnen
(in allen drei genannten Chromosomen) wiederspiegelte (Bockmuhl and Petersen,
2002). Auch in einigen anderen Chromosomen fanden sich signifikant haufiger DNA-
Veranderungen. In der vorliegenden Arbeit werden chromosomale Verdnderungen
am Beispiel der Chromosome 3,5 und 8 beschrieben, als Negativkontrolle dient
Chromosom 1.
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Stoffwechselgene (Phase | und Il)

Lebens- I Karzinogenexposition
gewohnheiten (z.B. —l der Zellen
Tabak,Alkohol) ~

= | o T
I

DNA Reparaturgene
Zellzyklus Kontrollgene

Abbl: mogliche Rolle chromosomaler, genetischer Sensitivitét in der Kopf-Hals-Karzinogenese

1.4 Problemstellung und Zielsetzung

Mutationen an der DNA sind also nicht gleichmaf3ig tber die gesamte DNA verteilt,
sondern auf speziellen Chromosomen bzw. auf speziellen Genen lokalisiert
(Friedberg, 1996). Da bisherige Untersuchungen an Tumorgewebe durchgefiihrt
wurden, bleibt die Frage, ob die beobachteten Schéaden Ursache oder aber Folgen
der malignen Entartung sind. Einerseits ware es denkbar, dass die DNA in definierten
Bereichen ein sensibleres Schadigungsverhalten aufweist und Mutationen in genau
diesen Bereichen eine grofRere Auswirkung haben als in anderen. Auf der anderen
Seite ist es genauso gut mdglich, dass die beobachteten DNA-Schaden Spatfolge
der malignen Entartung der Zellen im Oropharynx sind.

Zu diesem Zweck wurde in dieser Arbeit erstmals Comet-FISH, eine Kombination
aus Comet Assay und Fluoreszenz in situ Hybridisierung an makroskopisch
gesunden, humanen Mukosazellen des Oropharynx durchgefuihrt. Untersucht wurden
dabei Patienten ohne und mit Oropharynxkarzinom. Es sollte Gberpruft werden, ob
sich mit dieser Methode ein unterschiedliches Schadigungsmuster innerhalb der DNA
nachweisen lasst. Da diese Methode nur zur Quantifizierung am Interphase-Kern
geeignet ist, wurde weiterhin Fluoreszenz in situ Hybridisierung an Metaphasen-
Chromosomen durchgefihrt, um eventuelle strukturelle Schadigungen der DNA an
den Chromosomen 3,5, und 8 qualitativ und quantitativ beschreiben zu kénnen.
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Da viele vorangegangene Untersuchungen zur Mutagensensitivitat an Lymphozyten
durchgefuhrt wurden (Palyvoda et al., 2002;Rajaee-Behbahani et al., 2001;Sasiadek
et al., 2002), sollten auch in der vorliegenden Arbeit Lymphozyten als Kontrollzellen
herangezogen werden, um aufgetretene Schaden mit den Ergebnissen an

Schleimhautzellen vergleichen zu kdnnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gewebeproben

Die in der Arbeit verwendeten Gewebeproben wurden ausnahmslos im Rahmen
operativer Eingriffe gewonnen, die aufgrund medizinischer Indikationen gestellt
wurden. Durch die Entnahme entstand fur die Patienten folglich kein zusétzliches
Risiko. Blutproben wurden im Zusammenhang mit medizinisch notwendigen
Venenpunktionen, z.B. zur Bestimmung laborchemischer Parameter, gewonnen, so
dass hier ebenfalls eine zusatzliche Belastung vermieden werden konnte. Die
Untersuchungen wurden von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der
Ludwig-Maximilians-Universitat gepruft und genehmigt (Antrag-Nr.: 221 / 04).

2.1.2 Patientengut

Die Patienten wurden vor Entnahme und Untersuchung der Biopsien im Rahmen der
Aufklarung eingehend befragt. Hier wurden insbesondere Fragen nach Tabak- und
Alkoholkonsum, beruflicher Schadstoffexposition, sowie eventuell schadlichen
Lebensgewohnheiten des Patienten gestellt, um eine etwaige Exposition gegeniber
schadlichen Noxen zu evaluieren und bei der Beurteilung der Ergebnisse
beriicksichtigen zu kdnnen. Alle Daten zu den jeweiligen Spendern wurden mittels
Codierung einer Pseudonymisierung unterworfen. Die Patientendaten waren lediglich

dem Studienleiter zuganglich.
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2.1.3 Anamnesen der Probenspender

Tab.1: Anamnesen der Spender oropharyngealer Schleimhaut fur die Untersuchung mit Comet/Comet
FISH ohne Oropharynx-Karzinom

Nr. Alter Q/3  Alkohol Nikotin OP-Indikation Beruf

1 30 g 0 27py OSAS Computertechniker
2 30 g 25g/d 20 py chronische Tonsillitis 0.A.

3 34 Q 100 g/d 30 py chronische Tonsillitis 0.A.

4 34 Q 0g/d 20py Peritonsillarabszess Informatiker

5 42 3 75¢9g/d 20 py chronische Tonsillitis Einzelhandelskaufmann
6 44 3 75g/d o0.A. OSAS Lackierer

7 62 3 100 g/d 20 py Peritonsillarabszess Vertreter

8 62 3 25g/d 120 py OSAS 0.A.

9 71 3 100 g/d 50 py chronische Tonsillitis Zimmermann

10 73 g 75¢g/d 50 py chronische Tonsillitis Bauarbeiter

11 50 3 O0g/d 10py OSAS 0.A.

12 50 g 25g/d 0py OSAS 0.A.

13 46 g 50g/d O0py OSAS Bankkaufmann

14 71 Q 300 g/d 30 py chronische Tonsillitis Hausfrau

15 58 g 125 g/d 80 py chronische Tonsillitis Dreher

Q weiblich, & mannlich, Alkoholkonsum in Gramm pro Tag, Nikotinkonsum in pack years, 0.A. ohne Angabe,
OSAS=obstruktives Schlafapnoesyndrom

Tab.2: Anamnesen der Spender oropharyngealer Schleimhaut fur die Untersuchung mit Comet/Comet
FISH mit Oropharynx-Karzinom

Nr.

© 00 N o o B~ W N B

e i =
A W N B O

15

Alter

43
46
50
50
50
51
58
58
60
62
62
62
71
71
73

O/3 Alkohol

3
3
3
3
3
Q
Q
3
3
3
3
3
3
Q

3

Nikotin

400 g/d 27 py
50g/d Opy
25¢g/d 20 py

Og/d 10py
25¢g/d Opy

100 g/d 30 py

0g/d 20py

125g/d 80 py

75¢g/d 20 py
75g/d  0.A.

100 g/d 20 py
25¢g/d 120 py

100 g/d 50 py

300 g/d 30 py
75¢g/d 50 py

Tumorlokalisation

Oropharynx-Ca
Vallecula-Ca
Oropharynx-Ca
Oropharynx-Ca
Zungengrund-Ca
Oropharynx-Ca
Zungengrund-Ca
Oropharynx-Ca
Vallecula-Ca
Vallecula-Ca
Vallecula-Ca
Oropharynx-Ca
Vallecula-Ca
Oropharynx-Ca

Tonsillen-Ca

Staging/Grading

T2NOMO G3
T3N2MO G2
T1N2MO G2
pT3N3MO G2
T3N1MO G1
pT4N1MO G3
TINOMO G1
T2N3MO G3
T1NOMO G1
T3N3MO G2
T3N2MO G2
T2NOMO G2
pTIN1MO G1
PT2N3MO G2
T3NOMO G2

Beruf

Bauarbeiter
Bankkaufmann
0.A.

0.A.

0.A.
Informatiker
Apothekerin
Dreher
Zimmermann
Béacker
Vertreter

0.A.
Zimmermann
Hausfrau

Bauarbeiter

Q weiblich, & mannlich, Alkoholkonsum in Gramm pro Tag, Nikotinkonsum in pack years, 0.A. ohne Angabe, Ca=Karzinom
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Tab.3: Anamnesen der Spender von Lymphozyten fir FISH ohne Oropharynxkarzinom

Nr. Alter QI3 Alkohol Nikotin Beruf

1 25 3 25g/d 0py Student

2 25 3 25g/d 5py Student

3 27 3 O0g/d O0py Student

4 30 3 O0g/d O0py Ingeneur
5 36 3 25g/d 5py Arzt

6 44 g 75g/d 30 py Maurer

7 50 3 Og/d 20 py Industriekaufmann
8 51 IS 25¢g/d 120 py Landwirt
9 51 3 100 g/d 50 py Architekt
10 62 g 75g/d 50 py Kaufmann

Q weiblich, & mannlich, Alkoholkonsum in Gramm pro Tag, Nikotinkonsum in pack years, 0.A. ohne Angabe

Tab.4: Anamnesen der Spender von Lymphozyten fir FISH mit Oropharynxkarzinom

Nr.  Alter

38
39
44
50
50
51
53
58
60
10 60

© 00 N O O B~ W N B

QI3

Oy Oy Oy Oy Oy Oy O O &y

O

Alkohol

100 g/d
150 g/d
0.A.

0 g/d
25 g/d
25 g/d
0g/d
125 g/d
75 g/d
25 g/d

Nikotin

15 py
30 py
20 py
10 py
0 py

30 py
0 py

30 py

20 py
0.A.

Tumorlokalisation

Zungengrund-Ca
Oropharynx-Ca
Oropharynx-Ca
Oropharynx-Ca
Zungengrund-Ca
Oropharynx-Ca
Tonsillen-Ca
Tonsillen-Ca
Vallecula-Ca

Tonsillen-Ca

Staging/Grading

TINOMO G1
pT2N2MO G2
T3N2MO G2
pT3N3MO G2
T3NIMO G1
pT4NIMO G3
TINOMO G1
pT2N3MO G2
TINOMO G1
T2NOMO G2

Beruf

Verkaufer
Metzger
0.A.

0.A.

0.A.

0.A.
Schaffner
Brauer
Maler

Polizist

Q weiblich, & mannlich, Alkoholkonsum in Gramm pro Tag, Nikotinkonsum in pack years, 0.A. ohne Angabe, Ca=Karzinom
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2.1.4 Chemikalien, Enzyme , Zellkulturmedien

Tab.5: verwendete Chemikalien

Chemikalien

Benzo[a]pyren-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxid (BPDE)

Midwest Research Institue,Kansas, USA

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Merck, Darmstadt

Eisessig

Merck, Darmstadt

Ethanol 70, 85, 100%

Klinikapotheke der LMU

Ethidiumbromid

Sigma, Steinheim

Colcemid

Sigma, Steinheim

Ethylendiamintetraessigsaure-di-Natriumsalz (Na,EDTA)

Serva, Heidelberg

Eukitt

Klinikapotheke der LMU

Ficoll-Separationsmedium

Biochrom, Heidelberg

Kaliumchlorid (KCI)

Sigma, Steinheim

Low-Melting-Agarose: Sea Plaque GTG

FMC-Bio Products, Rockland, USA

Methanol

Merck, Darmstadt

Natriumchlorid (NaCl)

Sigma, Steinheim

Natriumhydroxid-Platzchen (NaOH)

Merck, Darmstadt

N-Lauryolsacrosinnnatriumsalz

Sigma, Steinheim

Normal-Melting-Agarose: Seakem LE

FMC-Bio Products, Rockland, USA

NP-40

Abbott, lllinois, USA

Saline sodium citrate buffer (SSC)

Abbott, lllinois, USA

Triton X-100

Sigma, Steinheim

Trypanblau 0,4%

Merck, Darmstadt
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Tab.6: verwendete Enzyme, Zellkulturen, Zuséatze

Enzyme, Zellkulturmedien, Zusatze

Amphotericin B

Gibco Life Technologies, Eggenstein

Bronchial Epithelial Growth Medium (BEGM)

Promocell,Heidelberg

DAPI

Abbott, lllinois, USA

DNA-Sonden

Abbott, lllinois, USA

Fetal Calf Serum (FCS)

Gibco Life Technologies, Eggenstein

Hyaluronidase aus Schafshoden

Roche, Mannheim

Kollagenase P aus Clostridium histolyticum

Roche, Mannheim

MEM-Joklik (ohne L-Glutamin und NaHCO5)

Linaris, Wertheim-Bettingen

Penicillin-Streptomycin-Lésung

Sigma, Steinheim

Phytohamagglutinin (PHA)

Biochrom, Heidelberg

Phosphate Buffered Saline (PBS, ohne Calcium,

Magnesium, Natriumbicarbonate)

Gibco Life Technologies, Eggenstein

Roswell Park Memorial Institue 1640 (RPMI):

w/NaHCO3, N-Acetyl-L-alanyl-L-glutamin

Biochrom, Heidelberg

Supplementpack fir BEGM

Promocell,Heidelberg
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2.1.5 Verbrauchsmaterialien, Gerate und Zubehor

Tab.7: verwendete Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

24-Well-Platte

Falcon, Heidelberg

96-Well-Mikrotiter-Platte CellStar

Greiner, Frickenhausen

Deckglaser zum Mikroskopieren

Glasdicke 0,08 — 0,12mm

Langenbrinck, Emmendingen

Einmalspritzen (5ml, 10ml)

Becton Dickinson, Heidelberg

Einwedfiltereinheiten steril

0,22 pum Filter Unit, Millex-GV, Millex-GS

Millipore, Eschborn

Farbfilme 1SO 100, ISO 400

Kodak, New York,USA

Kryordhrchen 2ml, steril

Nalgene, Rochester, USA

Objekttrager 24x70mm

Merck, Darmstadt

Objekttrager 24x70mm, je 5mm seitlich mattiert

Langenbrinck, Emmendingen

Objekttragerkasten fir 50 Objekttrager

GLW, Wiirzburg

Pasteurpipetten, steril 7ml

Merck, Darmstadt

Pasteurpipetten, unsteril 7ml

Merck, Darmstadt

Pipetten (2pl, 10p, 200y, 1000p1)

Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen (5ul, 10ul, 200ul, 12000ul)

Eppendorf, Hamburg

Reaktionsgefar

Eppendorf, Hamburg

Rohrchen mit Schraubverschluss (15ml)

Sarstedt, Nimbrecht

Rohrchen mit Schraubverschluss (50ml)

Greiner, Frickenhausen

Schreibdiamant

Renner, Darmstadt

Zellkulturflaschchen fur Lymphozyten (25ml)

Sarstedt, Nimbrecht

Zellkulturflaschchen fur adharente Zellen (25ml)

Sarstedt, Nimbrecht
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Tab.8: Gerate und Zubehor

Gerate und Zubehor

Analysenwaage Voyager (0,1mg — 62g)

Ohaus, Giel3en

Programm Comet 3.1.
Programm Comet++
Programm Kromascan

Programm Excel

Kinetic Imaging, Liverpool
Kinetic Imaging, Liverpool
Kinetic Imaging, Liverpool

Microsoft

Elektrophoresegerat E865

Renner, Dannstadt

Gefrierschrank (-80C)

New Brunswick Scientific, Nirtinge n

horizontale Elektrophoresekammer (237 x 180mm)

Renner, Dannstadt

Kihlschrank (+4C) und Gefrierschrank (-30C)

Bosch, Stu ttgart

Mikroskope:
Standardmikroskop
Fluoreszenzmikroskop DMLB
Filtersystem N2.1, BP 516-560
Filtersystem 13, BP 450-490
Objektive 100x/1,25 Ol; 40x/0,5;

10x/0,22; 4x/0,1

Zeiss, Oberkochen

Leica, Heerbrugg, Schweiz
Leica, Heerbrugg, Schweiz
Leica, Heerbrugg, Schweiz
Leica, Heerbrugg, Schweiz

Leica, Heerbrugg, Schweiz

Mikrowelle MWS 2819

Bauknecht, Schorndorf

Minishaker MS1

Clarkson Lab., Chula Vista, USA

Kryo -1C-Freezing -Container

Nalgene, Rochester, USA

ph-Meter 766 Calimatic

Knick, Berlin

Schiittelwasserbad 1083

GFL, Burgwedel

Spiegelreflexkamera

Minolta, Osaka, Japan

Sterilbank Herasafe

Heraeus,Hanau

Wasserbad

Reichert-Jung,Kiel

Waage 1419 (1mg — 600g)

Sartorius, GieRen

Zahlkammer nach Neubauer

Merck, Darmstadt

Zentrifuge, Varifuge 3.0R

Heraeus, Darmstadt

Zentrifuge, Varifuge 3.0RS

Sartorius, Giel3en
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2.2 Methoden

2.2.1 Comet Assay

2.2.1.1 Grundlagen der Methode

Die alkalische Version der Einzelzellmikrogelelektrophorese (Comet Assay) ist ein
Verfahren zum Nachweis von DNA-Schaden an Einzelzellen. Hierbei werden
Uberwiegend Einzelstrangbriiche, alkalilabile Stellen und inkomplette DNA-
Exzisionsreparatur dargestellt. Nach Freilegung der DNA durch Lyse der Zell- und
Kernmembranen folgt eine Inkubation in stark alkalischem Milieu, was zu einer
Entspiralisierung und Denaturierung der DNA fuhrt. Im Anschluss an die Wanderung
der geladenen DNA-Fragmente im elektrischen Feld ist es moglich, anhand der
Migrationsstrecke der DNA und der Fluoreszenzintensitat im Schweif des
entstandenen ,Kometen“ im Vergleich zur Intensitat im Kopf das Ausmal? des DNA-
Schadens zu quantifizieren (Speit and Hartmann, 2005;Tice et al., 2000). Hierzu wird

die DNA mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert.

2.2.1.2 Isolation von Einzelzellen

Zum Transport der Schleimhautresektate ins Labor wurden die Proben in Ringer-
L6sung uberfuhrt, um dann unter sterilen Bedingungen weiterverarbeitet zu werden.
Zur Vermeidung von UV-Schdden an der DNA wurden die Versuche in
abgedunkelter Umgebung unter Rotlicht durchgefihrt.

Die Zellisolation erfolgte mit einem sterilen, chirurgischen Skalpell, mit dem die
Gewebesticke zerkleinert wurden. Diese Schleimhautfragmente  wurden
anschlieRend in einer steril-filtrierten Losung proteolytischer Enzyme eine Stunde im
37C warmen Wasserbad inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen durch einen
zweilagigen Gazestreifen in ein 50ml Réhrchen uberfuhrt. Die Zellsuspension wurde
bei 400 U/min 10 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Nach Dekantieren des
Uberstands resuspendierte man das verbleibende Zellpellet in 1ml MEM-Joklik
Medium, um anschliel3end die Zellzahl und die Vitalitat zu bestimmen.
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2.2.1.3 Bestimmung der Zellzahl und der Vitalitat

Die Bestimmung der Zellzahl und der Vitalitdt erfolgte mittels des ,Trypanblau-
Ausschlul3-Tests* (Phillips H.J., 1973).

50ul der Zellsuspension wurden mit der gleichen Menge Trypanblaulésung versetzt.
Hiermit wurde eine Neubauer-Zahlkammer gefullt, um ein Zellauszahlung unter dem
Lichtmikroskop méglich zu machen. Vitale Zellen farbten sich aufgrund der intakten
Zellmembran nicht. Avitale Zellen erschienen dagegen blau, da der Farbstoff durch
die bereits geschadigte Membran in die Zelle eindringen konnte. Ermittelt wurde der
Prozentsatz vitaler Zellen aus 16 Z&ahlquadraten. Nach der Auszahlung wurden

Aliquots von 0,5 — 1,0 x 10° Zellen pro Ansatz gebildet.

2.2.1.4 Inkubation mit BPDE

Je 100pul der Zellsuspension wurden in eine 96-Well Mikrotiterplatte gegeben. Zu
jedem Ansatz wurden 10yl BPDE, gel6st in DMSO, in einer Konzentration von
0,9umol/l hinzugegeben. Als Negativ-Kontrolle wurde DMSO in einer Konzentration
von 166mmol/l verwendet, von dem ebenfalls jeweils 10ul zu jedem Kontrollansatz
hinzugegeben wurde. AnschlielRend wurde eine Stunde lang im Schuttelwasserbad
bei 37 °C inkubiert. Die Zellsuspension wurde in 10ml-Rdhrchen tberfuhrt, wobei die
einzelnen Wells im Anschluss nochmals mit 100ul Medium gespult wurden, um
verbleibende Zellen aufnehmen zu koénnen. Daraufhin wurden die Pellets bei
Raumtemperatur 5 Minuten bei einer Geschwindigkeit von 400 U/min zentrifugiert.

2.2.1.5 Vorpraparation der Objekttrager

Um eine bessere Haftung der Zellen auf dem Objekttrager zu gewahrleisten wurden
die an beiden Langsseiten mattierten Objekttrager beschichtet, was eine bessere
Haftung der folgenden Agaroseschichten ermdglichte. 85ul einer 0,5%igen Normal
Melting Agarose wurde mindestens 48 Stunden vor dem Versuch auf die
Objekttrager gegeben.
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2.2.1.6 Auftragen der Schleimhautzellen

Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand abpipettiert und das verbleibende
Zellpellet in 75ul 0,7%iger Low Melting Agarose resuspendiert. Die Zellen wurden auf
die vorbereiteten Objekttrager aufgetragen und mit Hilfe eines Deckglases moglichst
gleichmafiig verteilt. Nach ca. 10 Minuten wurde das Deckglas vorsichtig abgezogen
und ein weiteres Mal 85ul der 0,7%igen Low Melting Agarose auf dem Objekttrager

verteilt und mit einem Deckglas abgedeckt.

2.2.1.7 Lyse und Elektrophorese

Zur Freilegung der DNA fur die anschlieRende Elektrophorese wurden Zell- und
Kernmembranen der eingebetteten Zellen mindestens eine Stunde lang bei 4° C
lysiert. Dazu stellte man die Objekttrager in eine Farbekammer, die mit 100ml einer
frisch angesetzten Lyselbsung geflllt war. Im Anschlul3 wurden die Objekttrager
horizontal in eine dafur vorgesehene, eisgekihlte Elektrophoresekammer gelegt und
dabei mdglichst dicht an der Anode positioniert. Die Kammer wurde mit 4C kaltem
Elektrophoresepuffer aufgefillt, bis die Objekttrager vollstandig bedeckt waren. Nach
20 Minuten alkalischer Denaturierung und Entspiralisierung wurde die Elektrophorese
gestartet (20 min; 25V; 300 +£3mA). AnschlieRend wurden die Objekttrager aus der
Kammer entnommen und auf einer Farbebricke dreimal mit Trisma-Base
neutralisiert. Negativ-Kontrollen wurden mit Ethidiumbromid gefarbt, Objekttrager mit
geschadigten Zellen hingegen in 2x SSC aufbewahrt, um mit ihnen im Anschluss

eine Fluoreszenz in situ Hybridisierung durchzufuhren.

2.2.1.8 Digitale Analyse der DNA-Migration

Die Auswertung der mit Ethidiumbromid angefarbten DNA auf den Objekttrager
erfolgte  mit Hilfe eines DMLB Fluoreszenzmikroskops und einer daran

angeschlossenen CCD-Kamera mit digitaler Bildverarbeitung (Komet 3.1).

Abhangig vom Ausmald der induzierten Schadigung zeigten die DNA-Fragmente im
elektrischen Feld verschiedene Migrationsmuster. Je starker die Schadigung, d.h. je
kleiner die Fragmente, desto schneller und damit weiter wanderte die DNA im
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elektrischen Feld. Daraus resultierte ein kometenahnliches Bild, mit weitgehend
intakter DNA im Kopf und fragmentierter DNA im Schweif des ,Kometen®. Um das
Ausmal’ der Schadigung zu beschreiben, wurde das sogenannte ,Olive Tailmoment*
(OTM) eingesetzt. Dieser beschreibt das Produkt aus der mittleren DNA-
Wanderungsstrecke und dem Anteil der DNA im Schweif in Relation zur Gesamt-
DNA einer Zelle (Olive and Banath, 1993). Es wurden jeweils 40 Zellen pro
Objekttrager ausgewertet.

Abb.2.: geschadigte DNA einer
Epithelzelle in der Auswertung
mit Comet 3.1.

120 140




Material und Methoden

25

2.2.1.9 Methodenspezifische Materialien

Materialien fur Comet Assay

by

\nleitung

proteolytische Enzymlésung (Harréus et al., 1999)
10mg Hyaluronidase
10mg Kollagenase P

50mg Protease

in 10 ml Joklik aufldsen, sterilfiltrieren

Agarose 0,5 %
0,5%ige Low-Melting Agarose
PBS

unter kurzem Erhitzen in der Mirowelle in
PBS auflésen und bis zur
Weiterverwendung im Wasserbad bei

37<C aufbewahren

Agarose 0,7%
0,7%ige Normal-Melting Agarose

unter kurzem Erhitzen in der Mirowelle in

PBS auflésen und bis zur

PBS Weiterverwendung im Wasserbad bei
37<C aufbewahren
Lysepuffer Triton X-100 und DMSO in 100ml
Iml Triton X-100 Messzylinder geben; mit
10ml DMSO Lysestamml®sung bis zum Eichstrich

89ml Lysestammlésung

auffillen

Lysestamml&sung
146,49 NaCl (2,5M)
1,29 Trihydroxymethylaminomethan (19mM)
37,29 Na,EDTA (100 mM)
10g N-Laurylsarcosinnnatriumsalz (1%)

Aqua bidest.

NaCl, Trihydroxymethylamino-methan
und N-Laurylsacrosin-natriumsalz in
500ml Aqua bidest. I6sen, Na,EDTA in
160ml Aqua bidest. mit Zugabe von
NaOH-Platzchen Iésen; nach Zugabe
aller Komponenten pH auf 10 einstellen

und mit Aqua bidest. auf 1 Liter auffiillen

Elektrophoresepuffer
249 NaOH —Platzchen (300 mM)
0,744g Na,EDTA (1mM)
Aqua bidest.

NaOH-Platzchen und Na,EDTA in 2 Liter
Aqua bidest. 16sen, bei 4T lagern

Neutralisationspuffer
48,59
Aqua bidest.

Trihydroxymethylaminomethan

Trihydroxyaminomethan in 11 Aqua
bidest. I16sen, pH auf 7,5 einstellen, bei

Raumtemperatur aufbewahren

Ethidiumbromidlésung
0,2mg/ml Ethidiumbromidldsung in Aqua

bidest. (Stamml&sung)

1:10 Verdinnung der Stammlésung mit
Aqua bidest. (Farbelésung)
sterilfiltrieren, bei 4C lichtgeschitzt

aufbewahren

2xSSC-Ldsung
100ml 20xSSC

20xSSC und 900ml Aqua bidest. mischen
und auf pH 7,0 (x 0,2) einstellen
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2.2.2 Comet FISH

2.2.2.1 Grundlagen der Methode

Zur optischen Darstellung einzelner Chromosomen oder chromosomaler Anteile
eignet sich insbesondere die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH). In situ
Hybridisierung wurde erstmals im Jahre 1969 beschrieben, bevor sie im Jahre 1986
mit der Fluoreszenzfarbung erweitert wurde (Swiger and Tucker, 1996). Die
Kombination des Comet Assay und FISH wurde in dieser Arbeit verwendet, um die
Schadigung der Chromosomen 1,3,5 und 8 im Rahmen der Gesamtschadigung der
Zell-DNA beurteilen zu konnen. Diese Chromosomen wurden in mehreren
Vorarbeiten bereits als empfindliche Genloci beschrieben (Bockmuhl, 1996;Gdétte et
al., 2005). In der vorliegenden Arbeit wurde die Kombination des Comet Assay und
FISH basierend auf den Protokollen von Singh et al. und McKelvey et al. verwendet.
Es wurden jedoch Modifikationen an Inkubationszeiten, Konzentrationen und
Behandlung der Zellen vorgenommen (McKelvey-Martin et al., 1998;Singh et al.,
1988).

2.2.2.2 Praparation der Objekttrager

Die Objekttrager wurden fur weitere 5 Minuten in eine Glasklivette mit 2xSSC-
L6sung gegeben. AnschlieRend wurden sie in einer Ethanolreihe mit aufsteigender
Konzentration (70%, 85%, 100%) jeweils 5 Minuten entwassert. Zum Trocknen legte
man die Objekttrager fur 5 bis 10 Minuten auf eine 37C warme Heizplatte, um die
Gelschicht endgultig zu stabilisieren. Die zu hybridisierenden Stellen in der Grole
von ca. 2 x 2cm wurden im Anschluf3 auf der Rickseite des Objekttrager mit einem

Diamantschreiber markiert.

In der Zwischenzeit wurden die zu verwendenden DNA-Sonden aufgetaut. 2ul von
jeder Sonde pipettierte man mit je 4ul bidestilliertem Wasser und 14ul LSI-Puffer in
ein 500ul-Eppendorf-Gefal3. Dieser Probenmix wurde fur wenige Sekunden mit Hilfe
eines Minishakers gemischt und anschlieRend mit einer Tischzentrifuge bei 1000
Umdrehungen zentrifugiert und bis zur Weiterverwendung bei 37T aufbewahrt.
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2.2.2.3 DNA-Hybridisierung

20ul des DNA-Sondengemisches wurden auf die markierte Stelle des Objekttragers
gegeben und mit einem Deckglas abgedeckt. Am Rand wurde das Deckglas mit
Zementkleber versiegelt und die fertigen Objekttrager auf eine 74T heilRe
Warmeplatte gelegt. Nach 6 Minuten Kodenaturierung wurden die Objekttrager fur

ca. 24 Stunden in einer Feuchtkammer im Brutschrank hybridisiert.

2.2.2.4 Farben der Objekttrager

Nach erfolgter Hybridisierung musste die gesamte DNA gegengefarbt werden. Hierzu
wurde das Deckglas geldst und die Objekttrager fur 10 Minuten senkrecht in 45T
warme Formamid-Waschlosung gestellt. Dieser Vorgang wurde im Anschluf3 noch
zwei weitere Male wiederholt. Zum Entfernen unspezifischer Bindungen wurden die
Objekttrager fur 10 Minuten in 2xSSC und im Anschluss fur 5 Minuten in 2xSSC/NP-
40 inkubiert. Auch diese Ldsungen wurden jeweils auf 45C vorgewarmt. Die
Objekttrager wurden dann aus der Losung genommen und etwa 20 Minuten in
Raumluft vollstandig getrocknet. 15ul einer Dapi-Antifade-Losung wurden dann auf
die markierte Flache gegeben und mit einem 2 x 2cm grof3en Deckglas abgedeckt.
Nach ca. 25 Minuten wurde das Deckglas mit Nagellack versiegelt. Die Objekttrager
wurden bei -20T im Gefrierfach aufbewabhrt.

2.2.2.5 Digitale Auswertung der chromosomalen DNA-M  igration

Die Auswertung der hybridisierten DNA auf den Objekttragern erfolgte mit Hilfe eines
DMLB Fluoreszenzmikroskops und einer daran angeschlossenen CCD-Kamera mit

digitaler Bildverarbeitung (Comet++™).

In Anlehnung an das OTM wurde fir Comet FISH das Munich Chromosomal Tail
Moment eingefihrt. Dieses wird berechnet aus dem Produkt der mittleren
chromosomalen Wanderungsstrecke und der chromosomalen Fluoreszenz im

Kometenschweif, dividiert durch die gesamte Fluoreszenz des Chromosoms in der
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Zelle. Die Wanderungsstrecke wird hierfir vom ersten bis zum letzten Signal des

Chromosoms berechnet und bezieht sich nicht auf die Mitte des Zellkerns, wie es fur

den OTM gultig ist. Ausgewertet wurden 20 Zellen pro Objekttrager (Harréus et al.,

2004).

2.2.2.6 Methodenspezifische Materialien

Materialien fir Comet FISH

Anleitung

2xSSC-Ldsung
100ml 20xSSC
Aqua bidest.

20xSSC und Aqua bidest. mischen und
auf 1000ml auffillen, pH 7,0 (£ 0,2)
einstellen

DNA-Sonden
2ul DNA-Sonde
4ul Aqua bidest.
14pl LSI-Puffer

Komponenten in ein Eppendorf-Gefald
pipettieren und kurz mit Tischzentrifuge

zentrifugieren

Formamid-Waschlésung
157,5ml Formamid
31,5ml 20xSSC
122ml  Aqua bidest.

Komponenten in einem 500ml
Standzylinder mischen und auf pH 7-7,5

einstellen (max. 7 Tage lagern)

2xSSC/NP-40-L6sung
1ml Tergitol NP-40
1000ml SSC

NP-40 im Wasserbad erhitzen, bis es
flissig ist; langsam in 1000ml SSC lésen
und auf pH 7,0 (+ 0,2) einstellen (6
Monate haltbar)

DAPI
DAPI (4’-6-diamidino-2-Phenylindol)
Antifade IlI-Puffer

DAPI und Antifade im Verhaltnis 2:1
mischen
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2.2.3 Ubersicht zu Comet Assay/Comet FISH

[ Einzelzellisolation ]

Inkubation

[ Negativkontrolle ] geschéadigte
Zellen
[ Auftragen auf vorpréparierte OT ] [ Auftragen auf vorpréparierte OT ]
[ Elektrophorese ] [ Elektrophorese ]
[ Comet Assay ] [ Comet FISH ]
digitale digitale

Auswertung mit Comet 3.1 Auswertung mit Comet++
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2.2.4 Chromosomenpraparation an Lymphozyten

2.2.4.1 Grundlagen der Methodik

Um eine Aussage Uber die Schadigung an Metaphase-Chromosomen treffen zu
kbnnen, mussten diese aus den Zellen isoliert werden. Da Lymphozyten in vivo nicht-
proliferative Zellen sind, missen sie zum Erreichen der Mitose in vitro gesondert
stimuliert und kultiviert werden. Behandelte Lymphozyten wurden mit Hilfe eines
hypotonen Mediums zum Anschwellen und schliel3lich zum Platzen gebracht.
Proteinreiche Zellteile und DNA wurden mit Hilfe eines Fixativs in ihrer Struktur
erhalten, um anschliel3end eine Aussage Uber Art und Ausmal} der Schadigung

treffen zu kénnen.

2.2.4.2 Isolierung der Lymphozyten

Je 18ml heparinisiertes Vollblut der Patienten wurden mit 9ml PBS gemischt und
vorsichtig in ein 50ml Rohrchen gegeben, in das ein Ficoll-Separationsmedium
vorgelegt war. Daraufhin erfolgte eine Zentrifugation mit freiem Auslauf (20 Minuten,
2000 U/min, Raumtemperatur). Es bildeten sich im Ro6hrchen verschiedene
Schichten, von denen die Lymphozyten/Thrombozyten-Schicht mit Hilfe einer sterilen

Pasteurpipette abgesaugt wurde.

Blut mit Serum, Thrombozyten
phosphat-
gepufferter
Salzlésung
— Lymphozyten, Monozyten
2000 U/min
20 min Ficoll-Separationsmedium

Ficoll
i Erythrozyten, Leukozyten

Abb.3: Schema zur Isolation von Lymphozyten
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Die abgesaugten Zellen vermischte man mit 15ml PBS und zentrifugierte erneut (10
Minuten, 2000 U/min, Raumtemperatur, mit Bremse). Das entstandene Zellpellet
wurde in 1ml FCS aufgenommen, um anschlieBend Zellzahl und Vitalitat zu
bestimmen. Die Lymphozyten wurden dann zu Aliquots von 5x10° Zellen/ml
portioniert und in 10% DMSO und 90% FCS eingefroren. Dies geschah in 1ml-
Kryogefalen, die in einen mit Isopropanol gefullten Behélter gestellt wurden. Dies
gewéhrleistete eine Temperaturabnahme von 1T/h. Nach 24h konnten die
KryogefalRe bei -80C gelagert werden, ohne der Lympho zyten-DNA Schaden
zuzufigen (Schmezer et al., 2001).

2.2.4.3 Stimulation der Lymphozyten

Zur Praparation der Metaphase-Chromosomen wurden die Lymphozyten wieder
aufgetaut, um daraufhin so schnell wie moglich weiterverarbeitet zu werden. Man gab
die Zellen zu 9ml PBS und zentrifugierte diese (1200 U/min, 5 Minuten,
Raumtemperatur). Der Uberstand wurde verworfen und das verbleibende Zellpellet
wieder in 10ml PBS gel6st und erneut unter gleichen Bedingungen zentrifugiert.
Wieder verwarf man den Uberstand und gab zu den gereinigten Zellen 1ml
Kulturmedium. Daraufhin bestimmte man Zellzahl und Vitalitdt (siehe 3.3.1). Zu
jeweils 1 x 10° wurde 1ml Medium gegeben, maximal gab man 5 x 10° Zellen in eine
Kulturflasche. Zur Stimulation der Lymphozyten wurde nun 20upl PHA in einer
Konzentration 0,24g/l auf je 1ml Medium hinzupipettiert. Die Zellen wurden dann fur
71 Stunden im Brutschrank kultiviert. (37C, 5%CO ,)

2.2.4.4 Inkubation mit BPDE

Nach 71 Stunden wurde zu den Zellen BPDE in einer Konzentration von 0,45umol/|
bzw. 0,225umol/l hinzugegeben. Als Negativkontrolle benutzte man DMSO in einer
Konzentration von 166mmol/l. Die Zellen inkubierten 1 Stunde im Brutschrank (37<C,
5%COy), bevor 20ul Colcemid in einer Konzentration von 10ug/ml zu je 1 ml
Kulturmedium gegeben wurde, um die Mitose der Lymphozyten in der Metaphase zu
unterbrechen. Wieder wurde fiir 30 Minuten im Brutschrank inkubiert, woraufhin die
Zellen in ein 10ml Zentrifugen-Rohrchen tberfuhrt wurden. Nach abgeschlossener

Zentrifugation (5 Minuten, 1200 U/min, Raumtemperatur) wurde der Uberstand
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verworfen und das Pellet in 5 ml vorgewdrmten (37C) Kulturmedium gelost.
Anschlieend wurde erneut zentrifugiert und der Vorgang wiederholt, um

verbleibendes BPDE und Colcemid aus der Zellsuspension zu entfernen.

2.2.4.5 Praparation und Fixation

Der Uberstand wurde bis auf 1ml abgesaugt und das Pellet darin gelost. 8ml
vorgewarmte Kaliumchlorid-Lésung in einer Konzentration von 0,075mmol/l wurden
tropfenweise zu jedem Ansatz hinzupipettiert. Wahrend dieses Vorgangs wurden die
Zellen vorsichtig geschuttelt, um ein Verkleben der Zellen zu verhindern. Die
Lymphozyten wurden 45 Minuten in diesem hypotonen Medium inkubiert, bis die
Zellen ,aufgetrieben” waren. Anschlie3end zentrifugierte man die Zellsuspension (5
Minuten, 1200 U/min, Raumtemperatur) und verwarf den Uberstand. Zu den Zellen
wurde eiskaltes Fixativ, bestehend aus Methanol und Eissessig im Verhaltnis 3:1,
zugetropft, wobei die Zellsuspension auch bei diesem Vorgang vorsichtig geschuttelt
wurde. Die Zellen ruhten 30 Minuten lang bei 4C, b evor sie wiederum zentrifugiert
wurden (5 Minuten, 1200 U/min, 4C). Diese Fixation wurde noch 3 weitere Male
wiederholt, wobei die Wartezeit bei den folgenden Malen nur noch 10 Minuten
betrug. Nach der letzten Zentrifugation wurde bis auf 1,5ml abgesaugt und die Zellen
im Fixativ gelost. Anschliel3end tropfte man die Zellsuspension mit einer sterilen
Pasteurpipette auf nasse, gekuhlte Objekttrager. Es wurden jeweils 5-7 Tropfen auf
jeden Objekttrager gegeben, die Tropfhéhe betrug ca. 50 cm. Die Objekttrager
wurden daraufhin Gber Nacht bei Zimmertemperatur getrocknet.
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2.2.4.6 Methodenspezifische Materialien

Materialien fir Chromosomenpraparation an

Lymphozyten

Anleitung

Kulturmedium - RPMI
500ml RPMI 1640

5ml Penicillin/Streptomycin-Losung

Penicillin/Streptomycin-Losung zu RPMI

1640 hinzufiigen und vermischen

Tieffrier-Medium
10% DMSO
90% FCS

muss bei Gebrauch immer kiihl sein

Phytohamagglutinin (PHA 240 pg/ml)
1,2mg Phytohamagglutinin
5ml PBS

PHA in PBS auflésen, zu je 1ml

portionieren und bei -20C lagern

KCI-LOsung
5,599 KClI
1l Aqua bidest.

KClI in Aqua bidest. lésen, bei

Raumtemperatur lagern

Methanol-Eisessig-Fixativ
750ml Methanol
250ml Eisessig

Methanol und Eisessig unter Abzug

mischen, bei -20C aufbewahren
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2.2.5 Etablierung eines Modells zur Chromosomenprapa ration an
Mukosazellen des oberen Aerodigestivtraktes

2.2.5.1 Grundlagen der Methodik

Zur Chromosomenpraparation an proliferativen Zellen liegen bislang nur wenige
Arbeiten vor. Da keinerlei Versuchsprotokolle zur Praparation an Zellen des oberen
Aerodigestivtrakts in der gangigen Literatur beschrieben sind, wurden im Rahmen
dieser Arbeit mehrere, unterschiedliche Versuchsanordnungen entwickelt, bis
schlie3lich ein adaquates Ergebnis in Anzahl und Morphologie der préaparierten
Chromosomen erreicht werden konnte. Im folgenden Teil sollen nun kurz die
einzelnen Versuchsschritte und Uberlegungen chronologisch aufgelistet werden, die
schlie3lich zur endgultigen Versuchsanordung fuhrten.

2.2.5.2 Vorversuche der Praparation an frisch entno  mmenen Resektaten

Die Vorlage fur diesen Versuch bildete das Protokoll des Comet Assays. Als
Grundlage diente die Hypothese, dass in frischem Biopsiematerial auch einige
Stunden nach Entnahme immer noch Mitosen erfolgen, eine umgehende Inkubation
des Mukosaresektats in Nahrmedium vorausgesetzt. Zu diesem Zweck wurden die
frischen Biopsien in BEGM uberfuhrt, bis es mit Hilfe eines sterilen, chirurgischen
Skalpells so fein wie mdglich zerkleinert wurde. Die Zellen wurden dann eine Stunde
lang bei 37T in einer proteolytischen Enzymlésung inkubiert, zu der Colcemid in
einer Konzentration von 0,2pg/ml zugegeben wurde. Die Zellen konnten so schonend
aus ihrem Zellverband gelOst werden. Gleichzeitig war es moglich bei denjenigen
Zellen die Mitose zu stoppen, die sich gerade in der Metaphase befanden. Die Zellen
wurden daraufhin durch einen doppellagigen Gazestreifen filtriert und anschliel3end
bei 1200 U/min 5 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt und Zellzahl und Vitalitat der Schleimhautzellen bestimmt. Die Zugabe
des hypotonen Mediums und die Fixation erfolgte analog wie bei Lymphozyten
(siehe 2.2.4), wobei die Inkubationshaufigkeiten und -zeiten variiert und auf
verschiedenste Weise kombiniert wurden. (siehe Tab.9)
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Tab 9.: Kombination der Inkubationszeiten und -haufigkeiten bei der Chromosomenpraparation aus

frischen Resektaten

KCI-Zeit Fixationshaufigkeit und —dauer
5 Minuten 4x 10 Minuten

1x 30 Minuten, 3 x 10 Minuten
10 Minuten 4x 10 Minuten

1x 30 Minuten, 3 x 10 Minuten
25 Minuten 4x 10 Minuten

1x 30 Minuten, 3 x 10 Minuten
30 Minuten 4x 10 Minuten

1x 30 Minuten, 3 x 10 Minuten
45 Minuten 4x 10 Minuten

1x 30 Minuten, 3 x 10 Minuten

4x 30 Minuten

6x 10 Minuten
60 Minuten 4x 10 Minuten

1x 30 Minuten, 3 x 10 Minuten

Die Kombination der verschiedenen Zeiten und Fixationsschritte ergab in der Folge
keine ausreichende Darstellung von Metaphase-Chromosomen. So waren meist
schon nach der ersten Fixation keine Zellen mehr im Pellet nachzuweisen. Die
Anzahl der praparierten Metaphasen war in keinem der abgeschlossenen Versuche

fir eine Auswertung ausreichend.
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Tab 10.: methodenspezifische Materialien zur Chromosomenpraparation von Schleimhautzellen aus

frischem Biopsat

Materialien fir Chromosomenpraparation an Anleitung

Schleimhautzellen aus frischem Biopsat

Kulturmedium BEGM  (Bronchial Epithelial Growth
Medium)
500ml Bronchial Epithelial Basal Medium
(BEBM) unter sterilen Bedingungen zugeben,
Supplement Pack: mischen, bei 4C lagern
BPE, Epidermal Growth Factor, Insulin,
Hydrocortison, Epinephrin, Triiodthyronin,

Transferrin, Retinoic Acid

proteolytische Enzyml6ésung
10mg Hyaluronidase ) ) o

in 10ml MEM-Joklik 16sen, sterilfiltrieren

10mg Kollagenase P

50mg Protease

KCI-LOsung
5,599 KClI
1l Aqua bidest.

KClI in Aqua bidest. lésen, bei

Raumtemperatur lagern

Methanol-Eisessig-Fixativ
750ml Methanol
250ml Eisessig

Methanol und Eisessig unter Abzug

mischen, bei -20C aufbewahren

2.2.5.3 Versuch der Praparation aus Miniorgankultur ~ en (MOK)

Das Anlegen von Miniorgankulturen wurde erstmal 1991 (Steinsvag et al., 1991)
beschrieben und fir nasale Schleimhaut von Kleinsasser et al. modifiziert
(Kleinsasser et al., 2004). Die Praparation von Miniorgankulturen aus
oropharyngealen Zellen war an diese Protokolle angelehnt.

Um eine hthere Ausbeute an Metaphasen zu erreichen, wurde in einem 2. Schritt die
Oberflache der Mukosaproben vergrol3ert, indem diese in kleinere Stlcke zerteilt
wurden. Mit diesen Schleimhautstticken wurden Miniorgankulturen angelegt, um eine
moglichst hohe Zellzahl der Epithelien zu gewéahrleisten. Dazu wurden die
Mukosasttucke drei Mal in jeweils 5ml PBS gereinigt und anschlieRend auf einer mit
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Agarose beschichteten 24-Well-Platte aufgeteilt. Zu jedem Probenstick wurden
250! Nahrmedium hinzugegeben, welches alle 2 Tage erneuert wurde, um optimale
Wachstumsbedingungen fir die Mucosa zu gewahrleisten. Unter dem Lichtmikroskop
wurden die Organkulturen beobachtet, bis ein Maximum der Zellprolifertation nach

ca. 14-20 Tagen Inkubation feststellbar war.

Abb.4: Mucosastiick 2 Wochen nach Beginn der Kultivierung (Vergréf3erung 1:10)

Abb.5: Mucosastiick 2 Wochen nach Beginn der Kultivierung (VergroRerung 1:40)
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War dieser Zeitpunkt erreicht, so wurde Uber Nacht Colcemid in einer Konzentration
von 10pg/ml zu den Zellen hinzugegeben. Nach ca. 15 Stunden wurden 600ul
proteolyzischer Enzymlésung in je ein Eppendorfgefal vorgelegt und anschlielRend
2-3 der Miniorgankulturen hinzugegeben. Diese Eppendorfgefal3e wurden 45
Minuten im 37C warmen Wasserbad inkubiert. Im Anschlu ss wurden die Gefaflze mit
Hilfe eines Minishakers gut durchgeschiuttelt und auf Eis gestellt. Das makroskopisch
erkennbar geldste Bindegewebe wurde mit Hilfe einer sterilen Kanule von den
Epithelzellen getrennt und verworfen. Zu jedem Gefal3 pipettierte man 600ul FCS,
um die Wirkung der Enzyme aufzuheben. Im Anschluss wurden die Eppendorfgefalde
bei 4C 5 Minuten lang bei 800 Umdrehungen zentrifug iert. Der Uberstand wurde mit
Hilfe einer sterilen Pipette abgesaugt und 1ml PBS zu den MOKSs hinzugegeben. Ein
zweites Mal wurde unter gleichbleibenden Bedingungen zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Dieser Waschvorgang mit 1ml PBS wurde noch ein weiteres
Mal wiederholt. Nach Zentrifugation und Absaugen des Uberstandes wurden die

MOKSs der endgultigen Chromosomenpréaparation zugefihrt.

Wieder wurde, ahnlich wie bei Lymphozyten, KCL und Fixativ in unterschiedlicher
Dauer und Haufigkeit zu den Zellen hinzugeflgt. (siehe Tab.11)
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Tab 11.: Kombination der Inkubationszeiten und -haufigkeiten bei der Chromosomenpraparation aus

Miniorgankulturen

KCI-Zeit Fixationshaufigkeit und —dauer
5 Minuten 4x 10 Minuten

1x 30 Minuten, 3 x 10 Minuten
10 Minuten 4x 10 Minuten

1x 30 Minuten, 3 x 10 Minuten
25 Minuten 4x 10 Minuten

1x 30 Minuten, 3 x 10 Minuten
30 Minuten 4x 10 Minuten

1x 30 Minuten, 3 x 10 Minuten
45 Minuten 4x 10 Minuten

1x 30 Minuten, 3 x 10 Minuten

4x 30 Minuten

6x 10 Minuten
60 Minuten 4x 10 Minuten

1x 30 Minuten, 3 x 10 Minuten

Auch bei diesem Modell erbrachte die Kombination der verschiedenen Zeiten und
Fixatinsschritte keine ausreichende Darstellung der Metaphasen. Die Anzahl der
praparierten Metaphasen war auch in dieser Versuchsanordnung in keinem der

abgeschlossenen Versuche ausreichend fir eine Auswertung.
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Tab 12.: methodenspezifische Materialien zur Chromosomenpréparation aus Schleimhautzellen an

MOKs

Materialien fur Chromosomenpraparation

aus Schleimhautzellen an MOKs

Anleitung

Kulturmedium BEGM (Bronchial Epithelial Growth

Medium)

500 ml Bronchial Epithelial Basal Medium
(BEBM)

Supplement Pack:

BPE, Epidermal Growth Factor, Insulin,

Hydrocortison, Epinephrin, Triiodthyronin,

Transferrin, Retnoic Acid

unter sterilen Bedingungen zugeben,

mischen, bei 4C lagern

proteolytische Enzyml6ésung
10mg Hyaluronidase
10mg Kollagenase P

50mg Protease

in 10 ml MEM-Joklik |6sen, sterilfiltrieren

KCI-LOsung
5,599 KClI
1l Aqua bidest.

KClI in Aqua bidest. lésen, bei

Raumtemperatur lagern

Methanol-Eisessig-Fixativ
750ml Methanol
250ml Eisessig

Methanol und Eisessig unter Abzug

mischen, bei -20C aufbewahren

Agar (24-Well-Platten)
1,5% Agar Noble
30mlI DMEM
6ml FCS
7,5ul nonessentielle Aminosauren
120ul Penicillin/Streptomycin
240ul Amphotericin B

Substanzen mischen, Wells damit

auffillen und ausharten lassen
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2.2.5.4 Chromosomenpréparation aus kultivierten Sch  leimhautzellen

Die Chromosomenpraparationen an frischen Schleimhautresektaten und an
Miniorgankulturen ergaben, dass Schleimhautzellen des Oropharynx auf die
Praparation weitaus sensibler reagieren als Lymphozyten. Vor allem das
mechanische Auslosen mittels Skalpell kurz vor der Préparation aus dem
Zellverbund scheint fur eine Darstellung der Metaphasen nicht geeignet zu sein. Aus
diesem Grund wurden die Schleimhautzellen in Kulturflaschen angelegt, in denen sie
Uber mehrere Wochen wachsen konnten und dann mit Hilfe von Enzymen in

Einzelzellen aufgeteilt werden zu kénnen.

Dazu wurden die Gewebestlcke mit Hilfe eines sterilen Skalpells unter der Sterilbank
in feine Stlicke zerkleinert und 3-mal in kurzer Folge in 5ml PBS gewaschen.
Anschlielend wurden die Zellen in 5ml erwé&rmtes Kulturmedium Uberfuhrt und in
dafur vorgesehene Kulturflaschen dberfihrt. Um die Zellen vor Infektionen durch
Bakterien und Pilzen zu schitzen wurden einmalig 40ul Penicillin/Streptomycin in
einer Konzentration von 250ug/ml und 40ul Amphotericin B in der gleichen
Konzentration zu den Zellen hinzugegeben. Die Kulturflaschen wurden dann flach bei
37T und 5% CO ; in den Brutschrank gelegt.

Die Zellen wurden dann fir 5-6 Wochen im Brutschrank belassen, bis sich ein dichter
Zellrasen aus mehreren Zellschichten gebildet hatte.
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Abb.6: Mucosazellen kurz nach einbringen der Zellen in Kulturflasche (VergroRerung 1:10)

Abb.7: Mucosazellen nach 4 Wochen Kultivierung, bereits deutlicher Zellverbund am Flaschen-

boden ersichtlich (VergréRerung 1:40)
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Abb.8: Mucosazellen nach 6 Wochen Kultivierung: bereits deutlicher Zellrasen, teilweise

mehrschichtig (Vergroéf3erung 1:100)

Bis zu diesem Zeitpunkt wurde das Kulturmedium alle 2-3 Tage gewechselt. Dazu
stellte man die Kulturflaschen 15 Minuten aufrecht in den Brutschrank, um noch nicht
angewachsene Zellen sedimentieren zu lassen. Mit einer sterilen Pasteurpipette
wurden ca. 4ml des Mediums abgesaugt und mit der gleichen Menge frischen,
angewarmten Mediums erneuert. Hierbei musste besonders auf steriles Arbeiten
geachtet werden, um Infektionen auf jeden Fall zu vermeiden. Nach ca. 2-3 Wochen
wurden die Zellen passagiert, d.h. auf neue Kulturflaschen aufgeteilt. Dazu wurde
das komplette Medium aus den Kulturflaschen entfernt und mit 5ml PBS gesplilt.
Angewarmtes Trypsin/EDTA wurde den Zellen zugegeben. Es war besonders darauf
zu achten, dass das Kulturmedium komplett abgesaugt war, da auch kleine Reste die
Aktivitat des Trypsins deutlich herabsetzten. Nach ca. 3-10 Minuten I6sten sich die
Zellen vom Flaschenboden ab und konnten aus der Flasche steril abgesaugt werden.
Dieser Prozess wurde unter dem Mikroskop verfolgt, da die Einwirkzeit des Trypsins
sich als sehr variabel herausstellte. Die Zellen wurden in ein 10ml Gefa3 tuberfuhrt
und mit 5ml angewarmtem Kulturmedium gemischt. AnschlieBend wurde bei 400
Umdrehungen 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und das
Zellpellet in 5ml frischem Medium aufgenommen. Dieses wurde dann auf 2-3

Kulturflaschen aufgeteilt, abhangig von Anzahl und Wachstumsraten der Zellen.
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Die anschlieBende Chromosomenpraparation erfolgte auf 2 verschiedenen Wegen.
Einerseits wurde die Praparation analog wie bei Miniorgankulturen (siehe 2.2.5.3)
durchgefuhrt. Es konnte zwar ein etwas besseres, aber immer noch kein
befriedigendes Ergebnis fur eine Weiterverarbeitung erzielt werden. Die Anzahl der
Metaphasen war durchaus ausreichend fir eine Auswertung, die einzelnen
Chromosomen lagen aber haufig zu weit ,gestreut” Gber den Objekttrager, d.h. eine

eindeutige Zuordnung der Chromosomen war nicht immer maoglich.

Aus diesem Grund lie3 man die Zellen direkt auf Objekttrager wachsen, anstatt die
Zellen wie bisher auf Objekttrager zu tropfen. So konnte eine schonendere Methode

der Praparation etabliert werden.

Die Zellen wurden wie zur Passagierung aus den Kulturflaschen herausgeldst und
anschliel3end sterile Objekttrager in sogenannte Quadripermschalen eingebracht. 4 —
5 ml der Zellsuspension wurde auf die Objekttrager pipettiert und diese wieder in den
Brutschrank Uberfiihrt. Die Zellen wuchsen ca. 10 Tage auf den Objekttrager an,
wobei das Medium alle 2 Tage vorsichtig gewechselt wurde. Zu den Zellen wurde
Uber Nacht zum 10. Tag 25ul Colcemid in einer Konzentration von 0,1pug/ml zu den
Zellen hinzupipettiert. Nach ca. 15 Stunden wurde das gesamte Medium abgesaugt
und 5 ml vorgewarmte KCL-L6sung in einer Konzentration von 0,075mmol/l auf die
Praparate gegeben. Die Objekttrager wurden dann noch 25 Minuten bei 37C
aufbewahrt. Im Anschluss wurde das KCI entfernt und Fixativ, bestehend aus
Methanol und Eisessig im Verhaltnis 3:1, zu den Zellen gegeben. Die Objekttrager
wurden dann 20 Minuten bei Raumtemperatur belassen, bis das Fixativ abgesaugt
werden konnte. Dieser Vorgang wurde noch ein weiters Mal wiederholt und die
Objekttrager geschutzt 2-5 Tage getrocknet.

Das oben beschriebene Versuchsprotokoll erméglichte erstmals die Darstellung von
Metaphasechromosomen von humanen Schleimhautzellen des oberen Oropharynx.
Die Objekttrager wurden mit Giemsa bzw. DAPI gefarbt und nach Anzahl und
Struktur beurteilt, ob eine Fortsetzung des Versuchs und somit eine Fluoreszenz in

situ Hybridisierung maglich war.
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Abb. 9: Metaphasenpraparation an Schleimhautzelle, abgefarbt mit Giemsa (Vergréf3erung 1:100)

Abb.10: Metaphasenpraparation an Schleimhautzellen, angefarbt mit DAPI (VergréRerung 1:100)
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Tab 13.: methodenspezifische Materialien zur Chromosomenpréparation aus Schleimhautzellen aus

kultivierten Zellen

Materialien fir Chromosomenpraparation an

Schleimhautzellen aus kultivierten Zellen

Anleitung

Kulturmedium BEGM (Bronchial Epithelial Growth
Medium)
500ml Bronchial Epithelial Basal Medium
(BEBM)
Supplement Pack:
BPE, Epidermal Growth Factor, Insulin,
Hydrocortison, Epinephrin, Triiodthyronin,

Transferrin, Retinoic Acid

unter sterilen Bedingungen zugeben,

mischen, bei 4C lagern

Trypsin/EDTA in PBS 1:10 verdinnen, vor Gebrauch
5g Trypsin erwarmen
2g EDTA
KCI-Lésung ) ) )
KClI in Aqua bidest. lésen, bei
5,599 KClI

1l Aqua bidest.

Raumtemperatur lagern

Methanol-Eisessig-Fixativ
750ml Methanol
250ml Eisessig

Methanol und Eisessig unter Abzug

mischen, bei -20C aufbewahren

Giemsa-Farbung

20%-ige Giemsa Ldsung

Mit  Weise-Puffer  5%ige  LOsung

herstellen

DAPI-Farbung
Dapi
Antifade 11l

beide Komponenten im Verhaltnis 2:1

mischen
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2.2.6 Fluoreszenz in situ Hybridisierung an Metaphase n

Damit Chromosomenpaare einzeln angefarbt werden konnten, wurden die
praparierten Objekttrager weiter mit FISH gefarbt und anschliel3end einer digitalen

Auswertung zugeflhrt.

Dazu wurden die Objekttrager fur 5 Minuten in ein Galskivette mit 2xSSC-L6sung
gegeben. Im Anschluss denaturierte die DNA im Wasserbad bei 74C. Die
Objekttrager wurden dazu 5 Minuten in 70%ige, im Wasserbad erwarmte
Formamidlbésung gestellt. AnschlieRend wurden sie in einer Ethanolreihe mit
aufsteigender Konzentration (70%, 85%, 100%) jeweils 5 Minuten entwéssert. Die
zu hybridisierenden Stellen in der Gréf3e von ca. 2cm x 2cm wurden im Anschlul? auf

der Rickseite des Objekttrager mit einem Diamantschreiber markiert.

2.2.6.1 Hybridisierung

Gleichzeitig wurden die DNA-Sonden vorbereitet, indem sie aufgetaut und mit dem
zugehdrigen Puffer und destilliertem Wasser in ein kleines Eppendorfgefald pipettiert
wurden. Dieses Probengemisch denaturierte bei 74C im W asserbad fir 5 Minuten,
um dann auf die markierten Stellen der Objekttrager aufgebracht zu werden. Die
Flache wurde mit einem Deckglas versehen und dieses mit Zementkleber luftdicht
versiegelt. Die Hybridisierung der DNA erfolgte im Brutschrank (37° 5%CO ;) Uber
Nacht.
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Abb.11: Metaphasenpraparation an Lymphozyten, griin gefarbt sind die Chromosomen 3,

die restlichen Chromosomen sind mit DAPI (blau) gegengeféarbt

2.2.6.2 Farben der Objekttrager

Nach erfolgter Hybridisierung musste die gesamte DNA gegengefarbt werden. Hierzu
[6ste man vorsichtig das Deckglas und stellte die Objekttrager fur 10 Minuten
senkrecht in 45C warme Formamid-Waschl6ésung. Dieser Vorgang wurde im
Anschlu3 noch zwei weitere Male wiederholt. Zum endgultigen Reinigen der
Objekttrager von der DNA-Sonde wurden diese fur 10 Minuten in 2xSSC und im
Anschluss fir 5 Minuten in 2xSSC/NP-40 inkubiert, auch diese Lésungen jeweils auf
45T vorgewarmt. Die Objekttrager wurden dann aus der Ldsung genommen und
etwa 20 Minuten vollstandig in Raumluft getrocknet. 15ul einer Dapi-Antifade-Losung
wurden dann auf die markierte Flache gegeben und mit einem 2 x 2cm grol3en
Deckglas abgedeckt. Nach ca. 25 Minuten wurde das Deckglas mit Nagellack
versiegelt. Die Objekttrager wurden bei -20TC im Kihlsch rank aufbewabhrt.
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2.2.6.3 Digitale Auswertung der Objekttrager

Die Auswertung der hybridisierten Metaphasen auf den Objekttragern erfolgte mit
Hilfe eines DMLB Fluoreszenzmikroskops und einer daran angeschlossenen CCD-

Kamera mit digitaler Bildverarbeitung (Kromascan™).

Das Ausmal’d der DNA-Zugewinne oder -verluste wurde mit Hilfe des relativen Anteils
der DNA der jeweiligen Chromosomenpaare an der Gesamt-DNA beschrieben.
Austausch von Chromosomenarmen oder Insertion, die nicht mit Zugewinnen oder
Verlusten an DNA einhergingen, wurden festgehalten und dokumentiert. Ausgewertet

wurden 15 Metaphasen pro Objekttrager.
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2.2.6.4 Methodenspezifische Materialien

FISH

Anleitung

2xSSC-Ldsung
100ml 20xSSC
Aqua bidest.

20xSSC und Aqua bidest. mischen und
auf 1000ml aufftllen, pH 7,0 (£ 0,2)
einstellen

Denaturierungslésung
49ml Formamid
7mll 20 x SSC
14ml Aqua dest.

Komponenten mischen und pH auf 7,0

bis 7,1 einstellen

DNA-Sonden

fir 1 Chromosomenpaar:
1ul DNA-Sonde
7ul Hybridisierungpuffer
2ul Aqua dest.

fir 2 Chromosomenpaare:
je 1ul DNA-Sonde (verschieden gefarbt)
7ul Hybridisierungspuffer
2ul Aqua dest.

Komponenten in ein Eppendorf-Gefald
pipettieren und kurz mit Tischzentrifuge

zentrifugieren

Formamid-Waschlésung
157,5ml Formamid
31,5ml 20 SSC
122 ml Agua bidest.

Komponenten in einem 500 ml
Standzylinder mischen und auf pH 7-7,5

einstellen (max. 7 Tage lagern)

2xSSC/NP-40-Losung
1ml Tergitol NP-40
1000ml SSC

NP-40 im Wasserbad erhitzen, bis es
flissig ist; langsam in 1000ml SSC lésen
und auf pH 7,0 (+ 0,2) einstellen (6
Monate haltbar)
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3 Ergebnisse

3.1 Statistische Testverfahren

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm SPSS™13.0, fur die
Darstellung der Ergebnisse wurden Boxplots gewéhlt. Diese waren gekennzeichnet
durch den Median und die Quartilen. Die Lange der Whisker betrug maximal das 1,5-
fache des Interquartilsabstandes (IQR). Als Ausreil3erwerte wurde solche bezeichnet,
die aul3erhalb dieses Bereichs lagen, Extremwerte lagen auf3erhalb des 3-fachen
IQR. Die unterschiedlichen OTM/MCTM-Werte wurden den jeweiligen Kontrollen
gegenubergestellt und mit dem Wilcoxon-Test fur abhangige Daten gepruft. Fur den
Vergleich der tumorfreien Patienten mit den Werten der Patienten mit
Oropharynxkarzinom wurde der Mann-Whitney-U-Test fur zwei unabhangige
Stichproben verwendet.

3.2 DNA-Schéadigung an Interphasezellen

Die von BPDE induzierten Strangbriche an den Mukosazellen bilden im alkalischen
Milieu einzelne DNA-Fragmente, die im elektrophoretischen Feld unterschiedliche
Strecken in Richtung der Anode zurlcklegen. Dieses Wanderungsverhalten ist
abhangig vom molekularen Gewicht der Fragmente. Eine Vielzahl von
Einzelstrangbrtichen, alkalilabilen Stellen und DNA-Abschnitten inkompletter
Exzsionsreparatur ergeben ein kometenférmiges Migrationsmuster. Im Kopf des
Kometen finden sich dabei weitgehend intakte DNA-Bestandteile, im Schweif
fragmentierte DNA.

Dieses DNA-Wanderungsverhalten lasst sich fir die gesamte DNA mittels
Ethidiumbromid bzw. DAPI anfarben. Auch einzelne Chromosomen kdnnen mittels
spezifischer DNA-Sonde markiert werden. Hier zeigt sich das gleiche
Migrationsprinzip, einzig die Masse und damit die Intensitat der gefarbten DNA ist
deutlich geringer.
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Abb. 12.: DNA einer ungeschadigten
Schleimhautzelle nach Durchfihrung des

Comet Assays und anschlieRender Farbung
mit Ethidiumbromid

Abb. 13.: DNA einer mittelgradig
geschéadigten Schleimhautzelle nach
Durchfiihrung des Comet Assays und
anschlieRender Farbung mit Ethidiumbromid

Abb. 14.: DNA einer hochgradig
geschéadigten Schleimhautzelle nach
Durchfiihrung des Comet Assays und
anschlieRender Farbung mit Ethidiumbromid
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In der vorliegenden Arbeit wurden Schleimhautresektate von 29 Patienten mit Hilfe
von Comet und Comet FISH untersucht. Unter ihnen waren 15 Tumorpatienten (12m;
3w) und 14 tumorfreie Patienten (13m;1w). Das Alter der Patienten reichte von 27 bis
73 Jahre und lag bei den Tumorpatienten im Mittel bei 56,0 Jahren, bei den Non-
Tumorpatienten bei 48,7 Jahren. (Anamnesen der Spender siehe 2.1.3)

Abb. 15.: DNA einer oropharyngealen
Schleimhautzelle eines Tumorpatienten nach
Inkubation mit DMSO. Die Gesamt-DNA und
Chromosom 3 (griin) weisen keine
Schadigung auf.

Abb. 16.: DNA einer oropharyngealen
Schleimhautzelle eines Tumorpatienten nach
Inkubation mit BPDE. Die Gesamt-DNA
(blau) und Chromosom 8 (griin) weisen
Schadigung auf.

Abb. 17.: DNA einer oropharyngealen
Schleimhautzelle eines Tumorpatienten nach
Inkubation mit BPDE. Die Gesamt-DNA
(blau)und Chromosom 5 (rot) weisen
Schadigung auf.




Ergebnisse A

Schaden an der Gesamt-DNA wurden mit dem OTM beschrieben, chromosomale
Schéadigungen mit Hilfe des MCTM.

3.2.1 Kontrollexposition

Als Negativkontrolle wurde den Schleimhautzellen DMSO in einer Konzentration von
166mM zugesetzt. Erwartungsgemal konnte keine Schadigung der DNA festgestellt
werden. Kontrollzellen wurden mit Hilfe der einfachen Mikrogel-Elektrophorese
ausgewertet, auf eine Messung der chromosomalen Schéadigung wurde verzichtet.
(siehe 3.2.3)
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3.2.2 Exposition mit BPDE

Die in dieser Arbeit verwendeten Konzentrationen von BPDE wurden anhand

folgender Dosiswirkungskurve (n=10) festgelegt:

n=10
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Abb.18 .: Dosiswirkungskurve von BPDE (n=10)
DNA-Schadigung an oropharngealen Schleimhautzellen durch BPDE (n=10, MW+SE)

Es wurden Konzentrationen gewahlt, die zwar deutlich genotoxisch, gleichzeitig aber
nicht zytotoxisch waren. Fur die Versuche mit Comet/Comet-FISH und FISH wurde

die Konzentration von 9uM eingesetzt.
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3.2.3 Schéadigung der Gesamt-DNA der Schleimhautzelle n

] Nontumor
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Abb. 19.: AusmalR der DNA-Schadigung bei Tumor- bzw- tumorfreien Patienten. Vergleich der OTM-
Werte nach Inkubation mit BPDE und Negativkontrolle DMSO (n=15 fir Tumorpatienten, n=14 fir
Patienten ohne Oropharynxkarzinom)

BPDE verursachte sowohl bei Tumor-, als auch bei Non-Tumorpatienten signifikant
hohere DNA Schaden als die Negativkontrolle DMSO. (Mittelwert des OTM-Non-TU:
1,81 bzw. 18,58; Mittelwert des OTM-TU: 1,46 bzw. 21,65) (vgl. Tab 14)

Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen beiden Patientenkollektiven konnte
weder bei der Negativkontrolle DMSO, noch bei BPDE festgestellt werden. (vgl. Tab
15)

Tab 14.: p-Werte im Wilcoxon-Test fur den Vergleich der Mittelwerte der DMSO- zu BPDE-

Schadigung getrennt flir Tumor bzw. tumorfreien Patienten

NON-TU DMSO / NON-TU BPDE p =0,001
TU DMSO/ TU BPDE p =0,001

Das Signifikanzniveau wurde mit p < 0,05 definiert

Tab 15.: p-Werte im Mann-Whitney Test fir den Vergleich der Mittelwerte der DMSO-Schéadigung bei

Tumor- / tumorfreien Patienten bzw. BPDE-Schadigung bei Tumor- / tumorfreien Patienten

NON-TU DMSO / TU DMSO p=0,345
NON-TU BPDE / TU BPDE p=0,870

Das Signifikanzniveau wurde mit p < 0,05 definiert
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3.2.4 chromosomale Schadigung bei tumorfreien Patie  nten (Comet FISH)
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Abb.20.: Ausmald der DNA-Schadigung bei Non-Tumorpatienten nach Inkubation mit BPDE. Vergleich
der MCTM-Werte der Chromosomen 1,3,5 und 8. (n = 14)
* Ausreil3erwert; © Extremwert

Das MCTM fur die Chromosomen 1,3,5 und 8 ergab Mittelwerte von 16,86 (Chrl),
16,22 (Chr3), 16,64 (Chr5) und 17,37 (Chr8). Mittels Wicoxon-Test wurde die
Fragmentierung von Chromosom 1 mit der Schadigung der Chromosomen 3,5 und 8
verglichen. Es konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. (vgl.
Tab.16)

Tab 16.: p-Werte im Wilcoxon-Test fir den Vergleich Chromosom 1,3,5 und 8 bei tumorfreien

Patienten (Chromosom 1 ist Vergleichschromosom)

Chromosom 1 / Chromosom 3 p =0,609
Chromosom 1 / Chromosom 5 p=0,865
Chromosom 1 / Chromosom 8 p=0,173

Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p < 0,017
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3.2.5 chromosomale Schadigung bei Tumor-Patienten (  Comet FISH)
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Abb. 21.: Ausmal’ der DNA-Schadigung bei Tumorpatienten nach Inkubation mit BPDE. Vergleich der
MCTM-Werte der Chromosomen 1,3,5 und 8. (n = 15)

Das MCTM fur die Chromosomen 1,3,5 und 8 ergab Mittelwerte von 16,83 (Chrl),
19,93 (Chr3), 19,26 (Chr5) und 22,34 (Chr8). Mittels Wilcoxon-Test wurde die
Fragmentierung von Chromosom 1 mit der Schadigung der Chromosomen 3,5 und 8
verglichen. Ein signifikanter Unterschied konnte bei den Chromosomen 5 und 8, nicht
aber bei Chromosom 3 gegenuber dem Vergleichschromosom 1 festgestellt werden.
Die fehlende Signifikanz von Chromosom 3 ist Folge der relativ hohen
Standardabweichung. Das MCTM ist allerdings vergleichbar mit Chromosom 5. (vgl.
Tab.17)

Tab 17.: p-Werte im Wilcoxon-Test fur den Vergleich Chromosom 1,3,5 und 8 bei Tumorpatienten

(Chromosom 1 ist Vergleichschromosom)

Chromosom 1 / Chromosom 3 p=0,880
Chromosom 1 / Chromosom 5 p=0,010
Chromosom 1 / Chromosom 8 p =0,002

Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p < 0,017
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3.2.6 Vergleich Tumor- und tumorfreien Patienten
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Abb.22.: Vergleich der DNA-Schadigung bei tumorfreien Patienten und Tumorpatienten nach
Inkubation mit BPDE. Vergleich der MCTM-Werte der Chromosomen 1,3,5 und 8. (n=14 bzw. n=15)
° Ausreil3erwert;* Extremwert

Das MCTM der Non-Tumorpatienten ergab Mittelwerte von 16,86 (Chrl), 16,22
(Chr3), 16,64 (Chr5) und 17,37 (Chr8). Bei Tumorpatienten wurden MCTM von 16,83
(Chrl), 19,93 (Chr3), 19,26 (Chr5) und 22,34 (Chr8) festgestellt. Im Vergleich der
jeweiligen Chromosomen zwischen den beiden Patientengruppen mit Hilfe des
Mann-Whitney Tests konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.
(Tab.18)

Tab 18.: p-Werte im Mann-Whitney Test fiir den Vergleich der Chromosomen 1,3,5 und 8 zwischen

Tumorpatienten und Non-Tumorpatienten

Non-Tumor Chr 1/ Tumor Chr 1 p=0,964
Non-Tumor Chr 3/ Tumor Chr 3 p=0,310
Non-Tumor Chr 5/ Tumor Chr 5 p=0,377
Non-Tumor Chr 8/ Tumor Chr 8 p=0,112

Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p < 0,013
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3.3 DNA-Schéadigung an Metaphasezellen

Die DNA-Menge der einzelnen Chromosomenpaare an der Gesamt-DNA betragt
beim gesunden Mann zwischen 8,3% (Chromosom 1) und 1,8% (Chromosom 21).
Die Relation bei der Frau unterschiedet sich leicht aufgrund des grofRReren X-
Chromosoms im Vergleich zum Y-Chromosom (Stephens et al., 1990). Mit Hilfe von
FISH kdénnen Metaphasechromosomen speziell markiert und untersucht werden.
Anderungen im Verhaltnis der DNA-Anteile nach Inkubation mit BPDE sprechen fur
Deletionen bzw. Amplifikationen auf den jeweiligen Chromosomen und lassen u.U.

auf sensible Genloci rickschliel3en.

Abb.23.: Metaphasenpréparation an Lymphozyten, rot dargestellt ist Chromosom 1

In der vorliegenden Arbeit wurden Lymphozyten von 20 mannlichen Patienten mit
Hilfe von FISH untersucht. Das Kollektiv teilte sich zu gleichen Teilen in Tumor- und
tumorfreie Patienten auf. Das Alter der Patienten reichte von 25 bis 62 Jahre und lag
bei den Tumorpatienten im Mittel bei 50,3 Jahren, bei den Non-Tumorpatienten bei

40,1 Jahren. (Anamnesen der Spender siehe 2.1.3)
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3.3.1 Metaphasechromosomenanalyse an Lymphozyten (Chrl)
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Abb. 24.:

DNA-Schadigung bei Tumorpatienten und tumorfreien Patienten nach Inkubation mit BPDE/DMSO.

Vergleich des DNA-Anteils an der Gesamt-DNA des Chromosoms 1. (n =10)
° Ausreil3erwert;* Extremwert

Der mittlere Anteil von Chromosom 1 an der Gesamt-DNA ergab Mittelwerte
zwischen 7,88% und 8,91%. In keinem der beiden Kollektive konnten mittels
Wilcoxon-Test signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen BPDE-
Konzentrationen zur Negativkontrolle DMSO festgestellt werden. Auch der Vergleich
von Tumor- zu tumorfreier Gruppe mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests ergab keine

signifikanten Unterschiede. (vgl.Tab. 20-22)

Tab 20.: p-Werte im Wilcoxon-Test fur den Vergleich DMSO- zu BPDE-Schadigung bei tumorfreien
Patienten (Chrl)

NON-TU DMSO / NON-TU BPDE 2,25uM p =0,541
NON-TU DMSO / NON-TU BPDE 4,5uM p =0,508
NON-TU DMSO / NON-TU BPDE 9uM p=0,799

Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p < 0,017
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Tab 21.: p-Werte im Wilcoxon-Test fir den Vergleich DMSO- zu BPDE-Schéadigung bei Tumor-
Patienten (Chrl)

TU DMSO / TU BPDE 2,25uM p=0,721
TU DMSO / TU BPDE 4,5uM p=0,799
TU DMSO / TU BPDE 9uM p=10,139

Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p < 0,017

Tab 22.: p-Werte im Mann-Whitney Test fir den Vergleich DMSO-Schadigung bei Tumor- /

tumorfreien Patienten bzw. BPDE-Schadigung bei Tumor- / tumorfreien Patienten (Chrl)

[ NON-TUDMSO/TUDMSO  |p=079% 1]
NON-TU BPDE2,25uM / TU BPDE2,25iM p=0,739
NON-TU BPDE4,5uM / TU BPDE4,5uM p=0,971
NON-TU BPDEOUM / TU BPDE9iM p=0,739

Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p < 0,013
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3.3.2 Metaphasechromosomenanalyse an Lymphozyten (Ch  r3)
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Abb. 25.:

DNA-Schadigung bei tumorfreien Patienten und Tumorpatienten nach Inkubation mit BPDE/DMSO.

Vergleich des DNA-Anteils an der Gesamt-DNA des Chromosoms 3. (n = 10)
° Ausreil3erwert;* Extremwert

Der mittlere Anteil von Chromosom 3 an der Gesamt-DNA ergab Mittelwerte
zwischen 5,57% und 6,43%. In keinem der beiden Kollektive konnten mittels
Wilcoxon-Test signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen BPDE-
Konzentrationen zur Negativkontrolle DMSO festgestellt werden. Auch der Vergleich
zwischen Tumor- und tumorfreier Gruppe mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests ergab

keine signifikanten Unterschiede. (Tab.23-25)

Tab 23.: p-Werte im Wilcoxon-Test fur den Vergleich DMSO- zu BPDE-Schadigung bei tumorfreien
Patienten (Chr3)

NON-TU DMSO / NON-TU BPDE 2,25uM p =0,241
NON-TU DMSO / NON-TU BPDE 4,5uM p = 0,646
NON-TU DMSO / NON-TU BPDE 9uM p = 0,386

Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p < 0,017
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Tab 24.. p-Werte im Wilcoxon-Test fir den Vergleich DMSO- zu BPDE-Schéadigung bei Tumor-
Patienten (Chr3)

TU DMSO / TU BPDE 2,25uM p = 0,386
TU DMSO / TU BPDE 4,5uM p =0,241
TU DMSO / TU BPDE 9uM p=0,838

Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p < 0,017

Tab 25.: p-Werte im Mann-Whitney Test fir den Vergleich DMSO-Schadigung bei Tumor- /

tumorfreien Patienten bzw. BPDE-Schadigung bei Tumor- / tumorfreien Patienten (Chr3)

NON-TU DMSO / TU DMSO p=10,315
NON-TU BPDE2,25uM / TU BPDE2,25uM p=0,631
NON-TU BPDE4,5uM / TU BPDE4,5uM p =0,529
NON-TU BPDESuM / TU BPDE9uUM p=0,481

Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p < 0,013
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3.3.3 Metaphasechromosomenanalyse an Lymphozyten (Ch  r5)
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Abb.26.:

DNA-Schadigung bei tumorfreien Patienten und Tumorpatienten nach Inkubation mit BPDE/DMSO.
Vergleich des DNA-Anteils an der Gesamt-DNA des Chromosoms 5. (n =10)

° Ausreil3erwert;* Extremwert

Der mittlere Anteil von Chromosom 5 an der Gesamt-DNA ergab Mittelwerte
zwischen 4,27% und 5,63%. In keinem der beiden Kollektive konnten mittles
Wilcoxon-Test signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen BPDE-
Konzentrationen zur Negativkontrolle DMSO festgestellt werden. Auch der Vergleich
von Tumor- zu tumorfreier Gruppe mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests ergab keine

signifikanten Unterschiede. (vgl. Tab.26-28)

Tab 26.: p-Werte im Wilcoxon-Test fir den Vergleich DMSO- zu BPDE-Schadigung bei Non-Tumor-
Patienten (Chr5)

NON-TU DMSO / NON-TU BPDE 2,25uM p=0,721
NON-TU DMSO / NON-TU BPDE 4,5uM p=0,799
NON-TU DMSO / NON-TU BPDE 9uM p = 0,646

Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p < 0,017
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Tab 27.: p-Werte im Wilcoxon-Test fur den Vergleich DMSO- zu BPDE-Schadigung bei Tumor-
Patienten (Chr5)

TU DMSO / TU BPDE 2,25uM p = 0,646
TU DMSO / TU BPDE 4,5uM p=0,575
TU DMSO / TU BPDE 9uM p=0,037

Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p < 0,017

Tab 28.: p-Werte im Mann-Whitney Test fir den Vergleich DMSO-Schadigung bei Tumor /

Nontumorpatienten bzw. BPDE-Schadigung bei Tumor / Nontumorpatienten (Chr5)

[ NON-TUDMSO/TUDMSO | p=o0684 ]
NON-TU BPDEZ2,25uM / TU BPDE2,25iM p=0853
NON-TU BPDE4,5uM / TU BPDE4,5uM p=0,912
NON-TU BPDEOUM / TU BPDE9iM p=0,035

Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p < 0,013
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3.3.4 Metaphasechromosomenanalyse an Lymphozyten (Ch  r8)
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Abb.27.:

DNA-Schadigung tumorfreien Patienten und Tumorpatienten nach Inkubation mit BPDE/DMSO.
Vergleich des DNA-Anteils an der Gesamt-DNA des Chromosoms 8. (n = 10)
° Ausreil3erwert

Der mittlere Anteil von Chromosom 8 an der Gesamt-DNA ergab Werte zwischen
4,11% und 4,96%. In keinem der beiden Kollektive konnte mittels Wilcoxon-Test
signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen BPDE-Konzentrationen zur
Negativkontrolle DMSO festgestellt werden. Auch der Vergleich von Tumor zu Non-
Tumorgruppe mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests ergab keine signifikanten
Unterschiede. (vgl.Tab 29-31)

Tab 29.: p-Werte im Wilcoxon-Test fur den Vergleich DMSO- zu BPDE-Schadigung bei tumorfreien
Patienten (Chr8)

NON-TU DMSO / NON-TU BPDE 2,25uM p =0,959
NON-TU DMSO / NON-TU BPDE 4,5uM p =0,285
NON-TU DMSO / NON-TU BPDE 9uM p=0,333

Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p < 0,017
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Tab 30.: p-Werte im Wilcoxon-Test fur den Vergleich DMSO- zu BPDE-Schadigung bei Tumor-
Patienten (Chr8)

TU DMSO / TU BPDE 2,25uM p=10,878
TU DMSO / TU BPDE 4,5uM p = 0,059
TU DMSO / TU BPDE 9uM p=0,308

Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p < 0,017

Tab 31.: p-Werte im Mann-Whitney Test fir den Vergleich DMSO-Schadigung bei Tumor /

Nontumorpatienten bzw. BPDE-Schéadigung bei Tumor / Nontumorpatienten (Chr8)

[ NON-TUDMSO/TUDMSO  [p=0632 ]
NON-TU BPDEZ2,25uM / TU BPDE2,25iM p=0,796
NON-TU BPDE4,5uM / TU BPDE4,5uM p=0,739
NON-TU BPDEOUM / TU BPDE9iM p=0,529

Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p < 0,013
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4 Diskussion

4.1 Auswahl der Patienten

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Gewebe wurde von Patienten der Klinik
und Poliklinik for Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde der Ludwig-Maximilians-
Universitdt gespendet. Zur Vermeidung kofaktorieller Einflisse auf die
Untersuchungsergebnisse, wurde Gewebe nur von solchen Patienten entnommen,
die neben der zur Operation fihrenden Grunderkrankung keine weiteren chronischen
Infektions- oder Systemerkrankungen aufwiesen.

4.1.1 Patienten als Spender von Schleimhaut des Or  opharynx

Schleimhautzellen des Oropharynx konnten aus schmalen Gewebestreifen
gewonnen werden, die nach Tonsillektomien der Gaumenmandel operationsbedingt
randstandig anliegen. Diese Tonsillektomien wurden aufgrund chronisch
rezidivierender Infektionen der Mandeln bzw. im Zusammenhang mit Hyperplasien
der Tonsillen bei Schlaferkrankungen durchgefuhrt. Einerseits konnen
entzindungsbedingte Verdnderungen des Gewebes nicht vollstandig vermieden
werden, andererseits werden solche Eingriffe mdglichst im infektfreien Intervall

durchgefuhrt.

Die Patienten mit oropharyngealen Karzinomen wiesen unterschiedliche
Schweregrade und Stadien der Erkrankung auf. Aufgrund der Zentrumsfunktion der
Ludwig-Maximilians-Universitdt ~ fur  solche Erkrankungen entsteht  ein
vergleichsweises hohes Aufkommen der zu behandelnden Falle. Es handelte sich in
dieser Arbeit ausnahmslos um erstdiagnostizierte Féalle, ohne vorausgegangene

Radio- oder Chemotherapie.

4.1.2 Patienten als Spender von Lymphozyten

Die verwendeten Lymphozyten entstammten peripherem Vollblut. Die Blutspender
wiesen zusatzlich zZu ihrer Grunderkrankung keine chronischen

Infektionserkrankungen oder systemische Erkrankungen auf.
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4.2 DNA-Schaden durch Benz[a]pyren- 7,8-diol-epoxid

PAH kommen in der Luft an Feinstaubpartikel gebunden vor und werden durch
Inhalation und Ingestion in den Koérper aufgenommen. Hierbei ist die Schleimhaut
des oberen Aerodigestivtraktes das erste Kontaktorgan fur die Karzinogenese. PAH
finden sich bevorzugt in Tabakrauch und zdhlen damit zu den bedeutendsten
Kanzerogenen fur den Menschen (Akin et al., 1976;DeMarini, 2004). Das
Benzo[a]pyren (BaP) ist einer der wichtigsten Repréasentanten dieser Gruppe und ist
als 2A-Kanzerogen eingestuft (Smith et al., 2001), d.h. wahrscheinlich
krebserzeugend bei Menschen. BaP wird mittels Phase-1-Enzymen, wie den
Cytochrom P450-abhangigen Peroxidasen, zu Benzo[a]pyren 7,8-diol,-9,10-epoxid
(BPDE), dem eigentlichen, die DNA schadigenden Agens umgewandelt. Als
ultimatives Karzinogen verursacht BPDE Adduktbildungen mit mdglicherweise
daraus resultierenden Mutationen wahrend der DNA-Replikation und der Induktion
von Strangbrichen der DNA (Liang et al., 2003;Xie et al., 2003).

Ein erhdhtes Risiko fur die Krebsentstehung bei Ingestion von BPDE wiesen Culp
und Beland 1994 an Mausen nach (Culp and Beland, 1994;Culp and Beland, 1994).
Genotoxische und mutagene Effekte sind auch an humanen Zellsystemen untersucht
(Conney et al.,, 1994). An humanen Lymphozyten konnte eine Assoziation von
BPDE mit einer Erh6hung des Lungenkrebsrisikos beschrieben werden (Wei et al.,
1996). Bei Untersuchungen an humanen Fibroblasten konnte gezeigt werden, dass
BPDE nach Kurzzeitbehandlung DNA-Addukte und Einzelstrangbriiche hervorruft.
Hier fuhrte BPDE zu einem konzentrationsabhangigen Ansteigen der DNA-Migration
im Comet Assay (Hanelt et al., 1997). Auch an humanen Miniorgankulturen von
Nasenschleimhaut konnten nach Inkubation signifikante DNA-Schaden beobachtet
werden (Wallner et al., 2005).
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4.3 Diskussion der statistischen Auswertung

Die Wahl des statistischen Testverfahrens wurde mit Dr. Dirschedl und Prof. Holzel
vom Institut fir Medizinische Informationsverarbeitung, Biometrie und Epidemiologie
(IBE) abgestimmt. Zwei Testverfahren wurden ausgewahlt, zum einen der Wilcoxon-
Test fur verbundene Stichproben, zum anderen der Mann-Whitney-U-Test flr
unverbundene Stichproben. Eine nicht-parametrische Varianzanalyse kam fur die
statistische Auswertung nicht in Frage, da jeweils nur ein Vergleichswert (z.B.
Chromosom 1) als Referenz herangezogen wurde und nicht unterschiedlichen
Werten gegenubergestellt wurde. Aufgrund der multiplen Testung innerhalb der
Gruppen wurde zur Absicherung des Signifikanzniveaus der einzelnen Tests nach
dem Bonferroni-Verfahren korrigiert. Hierbei wird das ursprtingliche Signifikanzniveau

von p < 0,05 durch die Anzahl der Tests innerhalb der Gruppen dividiert.
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Diskussion der Methodik

4.3.1 Comet FISH

Die Methoden Comet Assay und Fluoreszenz in situ Hybridisieung wurden erstmals
in der vorliegenden Arbeit basierend auf Vorarbeiten an Lymphozyten (McKelvey-
Martin et al., 1997;Singh et al., 1988) an humanen Mukosazellen des Oropharynx in
Kombination eingesetzt.

Gesunde Zellen profiteren von einem ausgewogenen Verhdltnis von
Protoonkogenen und Tumorsupressorgenen. Onkogene koénnen durch die Bildung
von DNA-Addukten, chromosomalen Transformationen oder Inversionen ausgeldst
werden (Copper et al., 1995;Santos et al., 1997). Im Gegensatz dazu erfolgt die
Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen durch DNA-Reduzierung, beispielsweise
durch den Verlust eines Allels. Zur Lokalisierung dieser Veranderungen wurde in der
vorliegenden Arbeit Comet FISH verwendet. In der Vergangenheit konnte Comet-
FISH an Lymphozyten fur die Markierung von p53 eingesetzt werden (McKelvey-
Martin et al.,, 1998). Andere Gruppen untersuchten Ultrastrukturen von
Lymphozytenkernen wahrend der Interphase (Santos et al., 1997). Auch das
Verhalten von Schleimhautzellen des Kolons zur Bestimmung endogener
Risikofaktoren bei der Karzinogenese wurde bestimmt (Schaeferhenrich et al., 2003).
Menke et al. konnten an Pflanzenzellen mit der Methodenkombination den
Stellenwert verschiedener chromosomaler Domanen bei der Induktion von DNA-
Strangbrichen durch mutagene Substanzen nachweisen (Menke et al., 2000).
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4.3.2 FISH

Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung stellt eine geeignete Methode zur Aufdeckung
chromosomaler Alterationen dar (Obe et al., 2002). Im Gegensatz zum Comet FISH,
einer Methode, bei der die Interphase-DNA untersucht wird, kdnnen bei FISH
strukturelle DNA-Veranderungen in der Metaphase, wie z.B. Inversionen, Deletionen
und Transformationen analysiert werden. Im Unterschied zur Kklassischen
zytogenetischen Analytik liegen die Vorteile bei FISH in hoherer Schnelligkeit,
Sensitivitat und Spezifitat (Jain, 2004).

Erste in situ Hybridisationen wurden bereits in den spaten 60er Jahren mit radioaktiv
markierter DNA durchgefihrt (Pardue and Gall, 1969), bevor im Jahre 1986 Pinkel et
al. erstmals einen fluoreszierenden Farbstoff anstelle eines Radionuklids einsetzten
(Pinkel et al., 1986). Anwendungsbereiche von FISH umfassen heutzutage die
Diagnostik viraler Infektionen (Ohshima et al., 2002), aber auch zytogenetische
Untersuchungen. Hierbei stehen vor allem die pranatale Diagnostik (Ogilvie, 2003),
die Praimplantationsdiagnostik (Sermon et al., 2004), aber auch die Aufdeckung
hereditarer Gendefekte bei Kindern im Mittelpunkt (Stefanou et al., 2002).
Onkologische Anwendungsgebiete von Comet-FISH/FISH sind vielfaltig, da beinahe
samtliche Genloci, die in Verdacht stehen in der Karzinogenese eine wichtige Rolle
zu spielen, bis zu einer minimalen Grol3e von 1kB angefarbt werden kénnen
(Teixeira, 2002).
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4.4 Auswahl der Chromosomen

In dieser Arbeit standen die Vorarbeiten verschiedener Arbeitsgruppen im
Vordergrund, die auf Veranderungen der Chromosomen 3,5 und 8 bei der
Karzinogenese im oberen Aerodigestivtrakt hinwiesen (Bockmihl, 2000;El Naggar et
al., 1995;Gotte et al., 2005). Insbesondere die Allele 39g21-29, 3p14.2, 3p25, 5921,
5p15.33, (Bockmuhl, 2000;Chakraborty et al., 2003;Nunn et al., 1999;Speicher et al.,
1995) und 8p21-23 (Coon et al., 2004) spielen Ubergeordnete Rollen in der
Karzinogenese des Oropharynx.

So gehoren sogenannte heterozygote Deletionen (loss of heterozygosity = LOH) im
Bereich von 3p zu den haufigsten Ereignissen, die in Tumorzelllinien von Kopf-Hals
Karzinomen bisher nachgewiesen werden konnten (Lydiatt et al., 1994;Schantz et
al., 2000). Man konnte diesen Verlust von DNA auf die Regionen 3p14.2 und 3p25
eingrenzen, die fiur die Tumorsupressorgene FHIT (fragile-histidine-triad) bzw. VHL
(von-Hippel-Lindau) kodieren (Martinez et al., 2001;0ng et al., 1997). Die Auswirkung
von VHL auf die Karzinogenese im oberen Aerodigestivtrakt ist nach heutigem Stand
der Forschungen allerdings umstritten (Li et al., 1994;Waber et al., 1996). Eine
verminderte oder gar fehlende Aktivitat von FHIT dagegen geht mit einer
signifikanten Risikoerhéhung fir die Entwicklung von Plattenepitheltumoren im Kopf-
Halsbereich einher (Gotte et al., 2000;Mao et al., 1996;Virgilio et al., 1996). Die
reduzierte Expression von FHIT scheint nicht nur in der Frihphase von Kopf-Hals-
Karzinomen eine Rolle zu spielen (Mineta et al., 2003), sondern kann auch als
aussagefahiger Prognosefaktor fur den Krankheitsverlauf herangezogen werden
(Pavelic et al., 2001). Allerdings lassen Korrelationen zwischen der Inaktivierung von
FHIT und der hohen Rate an heterozygoten Deletionen im Allel 3p auf weitere
Tumorsuppressorgene schliessen, die in diesem Bereich lokalisiert sind (Gotte et al.,
2000). So spielt z.B. RASSF1, ein Tumorsupressorgen im Allel 3p21.3 eine
entscheidende Rolle in der Steuerung der Zellproliferation (Hogg et al., 2002). Eine
Inaktivierung dieses Genabschnitts fuhrt zu einer gesteigerten Proliferation der Zelle
und gleichzeitiger verminderter Stimulation der Zellapoptose (Crespo and Leon,
2000).
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Auch am langen Arm des Chromosoms 3 treten Veranderungen auf, die fiur die
Karzinogenese im Kopf-Hals-Bereich von Bedeutung sein kdnnen. Im Gegensatz zu
3p steht hier allerdings die Amplifikation von DNA im Vordergrund (Riazimand et al.,
2002;Singh et al., 2001). Vor allem im Bereich 3p26.3-28 konnten in bis zu 91% der
untersuchten Tumorchromosomen eine Vervielfachung der Allele festgestellt werden
(Hashimoto et al., 2001). Zwei Onkogene scheinen hier eine Uubergeordnete
Bedeutung zu haben. Einerseits PIK3CA (Phosphatidylinositol-3-Kinase, catalytic,
alpha-polypeptide), einem Onkogen, das bisher v.a. bei der Brustkrebskarzinogenese
Beachtung fand (Redon et al., 2001). Zum anderen p63, einem Gen, das zur Familie
der p53 Gene zahlt und auch in Kombination mit diesem Tumorsupressorgen wirkt.
Seine letztliche Funktion ist zwar bis heute ungeklart, der Beitrag zur Regulation der
Zellproliferation gilt aber als gesichert (Yamaguchi et al., 2000).

Genau wie das Chromosom 3 stellt auch das Chromosom 5 einen mutagensenstiven
Genlokus dar (Ah-See et al., 1994). Herterozygote Deletionen finden sich vor allem
auf dem Allel 5921 (Nunn et al., 1999;Rybicki et al., 2003). Interessanterweise
befindet sich in dieser Lokalisation das APC-Gen (familiare adenomatose Polyposis
coli), das in der Entstehung von Kolonkarzinomen eine herrausragende Rolle spielt
(Bodmer et al., 1989). Eine eindeutige Zuordnung zur Karzinogenese im Kopf-Hals-
Bereich bleibt aber noch abzuwarten (Mancini et al., 2003).

Auch Amplifikation von DNA findet sich im Chromosom 5, v.a. in seinem kurzen Arm
(Jin et al., 2002). So weisen neue Untersuchungen auf eine DNA-Vermehrung im
Lokus 5p13.33 hin (Squire et al., 2002). Dieses Allel kodiert fur hTERT (human
telomerase reverse transcriptase), einer katalytischen Komponente der Telomerase,
die mit der Tumorinduktion im oberen Aerodigestivtrakt in Verbindung gebracht wird
(Bryce et al., 2000). In verschiedenen Tumorzellinien konnte eine Uberexpression
von Telomerase, beruhend auf einer Veranderung im Lokus 5.13.33 nachgewiesen
werden (Nguyen et al., 2003).

Fur die Karzinogenese im Kopf-Hals-Bereich ist auch der kurze Arm des
Chromosoms 8 mitverantwortlich (Wu et al., 1997). Mutagensensitive Areale
befinden sich auf den Allelen 8p21, 8p22 und 8p23.3 (Ishwad et al., 1999;Sunwoo et
al., 1999). Untersuchungen deuten auf mehrere Tumorsupressorgene hin, die sich in
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diesen Regionen befinden, allerdings h&ufig noch nicht genauer definiert sind (Jin et
al., 2001;Sun et al., 1999). Einem Mitglied der Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor
Familie, dem sogenannten KILLER/DR5-Gen, wird eine Rolle in der
Tumorentstehung des Oropharynx zugesprochen. Durch verminderte Expression
kommt es zur Abnahme der Apoptoserate im Gewebe und steigender Proliferation
(Pai et al., 1998). Unumstritten fihren Veranderungen in den genannten Bereich des
Genoms bei Tumorpatienten zu einer schlechten Prognose der Erkrankung
(Bockmuhl et al., 2001;Coon et al., 2004).

Zuséatzlich zu den in dieser Arbeit gewahlten Chromosomen spielen eine Reihe
weiterer Chromosomen in der Karzinogenese des Oropharynx eine Rolle. Aktuelle
Ergebnisse deuten auch auf Chromosom 11 als empfindlichen Genlokus. Ebenso
wird den Chromosomen 9 und 17 Bedeutung in diesem Zusammenhang
zugeschrieben (Coon et al., 2004;Wolf et al., 2004).

Als Negativkontrolle zu den Chromosomen 3,5 und 8 wurde in dieser Arbeit das
Chromosom 1 herangezogen. Fur dieses Vergleichschromsom sprach in erster Linie,
dass in der gangigen Literatur keine Beteiligung des Chromosoms 1 an der
Karzinogenese im Oropharynx beschrieben ist und es sich bei diesem Chromosom
um das grof3te im menschlichen Genom handelt.

4.5 Diskussion der Ergebnisse

4.5.1 Chromosomale Alterationen bei Interphasezellen

In der vorliegenden Arbeit wurde die DNA von Schleimhautproben des Oropharynx
von Tumor- und Non-Tumorpatienten mit Hilfe von Comet-FISH untersucht. Die
DNA-Fragmentierung der Gesamt-DNA durch BPDE war in beiden Spendergruppen
vergleichbar (siehe Abb.19). Es wurden damit bereits bestehende Ergebnisse
bestatigt (Kleinsasser et al., 2001). Im Vergleich zum Chromosom 1 ergab sich bei
den Non-Tumorpatienten keine signifikant erhohte Strangbruchrate bei den
Chromsomen 3,5 und 8 (siehe Abb.20). Somit wurden bei tumorfreien Patienten

keine empfindlichen Genloci auf den Testchromosomen aufgezeigt.
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Bei Tumor-Patienten konnte dagegen bei den Chromosomen 5 und 8 eine erh6hte
Schadigung nachgewiesen werden (Abb.21) Sensitive Genloci sind Dbei
Tumorzelllinien des Kopf-Hals-Bereichs bereits fur diese Chromosomen beschrieben
(Bryce et al., 2000;Mancini et al., 2003;Wu et al., 1997), so dass eine erhéhte DNA-
Frakturierung in diesen Arealen in makroskopisch gesunder Schleimhaut plausibel
erscheint. Da die vorliegenden Ergebnisse an makroskopisch tumorfreiem Material
erzielt wurden, kann vermutet werden, dass DNA-Veranderungen in diesen
Chromosomen bereits in der Frihphase der Karzinogenese eine entscheidende
Rolle spielen. Mdglicherweise sind Veranderungen im Bereich der Chromsomen 5
und 8 Ursache und weniger Folge der Tumorentstehung des oberen
Aerodigesitvtrakts. Bei Chromosom 3 zeigte sich zwar eine hdhere Strangbruchrate
als bei Chromosom 1, statistisch signikante Unterschiede blieben aber aus. Dies war
in erster Linie auf die hohe Standardabweichung zuriickzufihren, die mittleren
MCTM-Werte waren mit denen von Chromosom 5 und 8 vergleichbar. (Abb.21).
Unter  Bericksichtigung der  zahlreichen, unterschiedlich  beschiebenen
Veranderungen an der DNA des Chromosoms 3 im Kopf-Hals-Bereich (Banham et
al., 2001;Hashimoto et al., 2001;Hogg et al., 2002;Li et al.,, 1994;Martinez et al.,
2001;Waber et al., 1996), spiegelt diese hohe Standardabweichung bei der
Untersuchung mit Comet-FISH u.U. die hohe Bandbreite an genetischer Alteration an

diesem Chromosom wieder.

4.5.2 Chromosomale Alterationen an Metaphasezellen

Zur Einschatzung der Mutagensensitivitat bei der Karzinogenese im Oropharynx
wurden in multiplen Vorarbeiten Lymphozyten als Kontrollzellen herangezogen
(Palyvoda et al.,, 2002;Rajaee-Behbahani et al., 2001). Hierzu ist allerdings zu
sagen, dass bisherige Ergebnisse die Korrelation zwischen Lymphozyten und
Schleimhautzellen der Mukosa des oberen Aerodigestivtrakts im Comet Assay als
schlecht bewerteten (Kleinsasser et al., 2000). Andererseits konnte an Lymphozyten
das Allel 3p21.3 bereits als potentiell prognostisch-bedeutsamer Genlokus fur die
Karzinogenese im Kopf-Hals-Bereich ausgemacht werden (Zhu et al., 2002).

In der vorliegenden Arbeit konnte an keinem der Chromsomen ein statistisch
signifikanter Unterschied in der Schadigung zwischen Non-Tumor und
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Tumorpatienten ausgemacht werden. Auch ansteigende Konzentrationen von BPDE
hatten keinen signifikanten Einfluss auf die DNA innerhalb der einzelnen Gruppen.
Damit lieRen sich die Ergebnisse von Zhu et al.,, die DNA-Schéadigung auch mit
BPDE induziert hatten, nicht bestatigen. Bei den Chromosom 5 und 8 scheint ein
Abfall des relativen DNA-Anteils sichtbar zu werden, signifikant ist dieser jedoch
nicht.

Zusatzlich zur Analyse chromosomaler Alterationen von Lymphozyten-Metaphasen
sollte in Zukunft auch auf die Untersuchung von Metaphase-Chromosomen von
Schleimhautzellen des oberen Aerodigestivtrakts zurtickgegriffen werden. Das in der
vorliegenden Arbeit etablierte Modell zur Prapatation dieser Chromosomen bietet
dafur einen geeigneteten Ansatz. In Kombination mit der Analyse von Lymphozyten
lassen sich u.U. weitere spezifische Gene lokalisieren, die fir die Karzinogenese bei
Kopf-Hals-Tumoren von Bedeutung sind. Selbst das Erarbeiten eines individuellen
Risikoprofils fur die Entstehung dieser Tumoren ware denkbar. Wie in dieser Arbeit
gezeigt, treten einige dieser Veranderungen bereits in makroskopisch gesunder
Schleimhaut des oberen Aerodigestivtrakts auf. Weitere Untersuchungen mussen
zeigen, ob spezifische Verdnderungen am Genom nicht schon vor Entstehung des
Tumors nachweisbar sind. Aus solchen Veranderungen liel3e sich eine umfangreiche

Frihdiagnostik zur Einschatzung der individuellen Mutagensensitivitat entwickeln.
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5 Zusammenfassung

Der obere Aerodigestivtakt ist das primédre Kontaktorgan fiur viele inhalative
Karzinogene. Dies spielt insbesondere bei der tabak-assoziierten Karzinogenese
eine entscheidende Rolle. Polyzyklische Kohlenwasserstoffe und der Metabolit des
Benzo[a]pyrens, das Benz[a]pyren-7,8-diol-epoxid (BPDE) sind hierbei von
herausragender Bedeutung.

Mutationen an der DNA sind dabei nicht gleichméRig tber die gesamte DNA verteilt,
sondern auf speziellen Chromosomen bzw. Genen lokalisiert. Zur Erstellung eines
individuellen Risikoprofils wurde in dieser Arbeit die alkalische Einzellzell-
Mikrogelelektrophorese (Comet Assay), eine etablierte Methode zur Quantifizierung
von DNA-Schaden, erstmals mit der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) an
Mucosazellen des oberen Aerodigestivtraktes kombiniert. Nach Inkubation mit BPDE
konnte so eine Bestimmung der DNA-Schéadigung an den Chromosomen 3,5,8 und
dem Vergleichschromosom 1 durchgefihrt werden. Dabei wurden frisch
entnommene, makroskopisch gesunde Mukosaproben von Patienten mit
Oropharynxkarzinom und tumorfreien Patienten verglichen. Es stellte sich heraus,
dass Tumorpatienten eine hohere Schadigung der Chromosomen 5 und 8 im
Vergleich zu Chromosom 1 aufwiesen. Bei tumorfreien Patienten konnten keine
Unterschiede der einzelnen Chromosomen untereinander und im Vergleich zur

Gesamt-DNA nachgewiesen werden.

Neben einer quantitativen Bestimmung der DNA-Schadigung an Interphasezellen
sollte in der vorliegenden Arbeit auch strukturelle DNA-Schadigungen an
Metaphasechromosomen untersucht  werden. Zur Einschéatzung der
Mutagensensitivitdt bei der Karzinogenese im Oropharynx wurden in multiplen
Vorarbeiten Lymphozyten als Kontrollzellen herangezogen. Deshalb wurden auch in
der vorliegenden Arbeit Metaphasechromosomen aus Lymphozyten prapariert und
mit FISH untersucht. Zusatzlich wurde auch eine neue Methodik zur Praparation von
Metaphasechromosomen aus Mukosazellen des oberen Aerodigestivtraktes etabliert.
Es konnte jedoch an keinem der untersuchten Chromosomen ein statistisch



Zusammenfassung 80

signifikanter Unterschied in der Schadigung zwischen tumorfreien- und

Tumorpatienten ausgemacht werden.

Das in der vorliegenden Arbeit etablierte Modell zur Praparation von Chromosomen
aus Mukosazellen bietet zur weiterfihrenden Erfassung des Risikoprofils fir die
Entstehung von Karzinomen des oberen Aerodigestivtraktes einen geeigneteten
Ansatz. Unter Umstdnden lassen sich zusatzliche Gene lokalisieren, die fur die
Tumorentstehung im Kopf-Hals-Bereich von Bedeutung sind. Die vorliegende Arbeit
zeigt, dass einige dieser Veradnderungen bereits in makroskopisch gesunder
Schleimhaut des oberen Aerodigestivtrakts auftreten. Weitere Untersuchungen
missen ergeben, ob spezifische Veranderungen am Genom nicht schon vor
Entstehung des Tumors nachweisbar sind. Aus solchen Veranderungen liel3e sich
eine umfangreiche Frihdiagnostik zur  Einschatzung der individuellen
Mutagensensitivitdt entwickeln. Dies erdffnet die Mdglichkeit fur kinftige praventive

und therapeutische Strategien fur die Karzinogenese des oberen Aerodigestivtraktes.
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7 Anhang

7.1 Abkilrzungen

APC
BEGM
BPDE
BRCA Y2
CGH
Chr
Comet-FISH
DMSO
DNA
EDTA
FCS
FHIT
FISH
LOH
MCTM
MOK
MW
O™
PAH
PBS
PHA
PIK3Ca
py
RASSF1
RPMI
SE

SSC
VHL

adenomatotse Poliposis coli

basal epithelial groth medium
Benz[a]pyren- 7,8-diol-epoxid

breast cancer gene 1/2

comparative genomic hybridisation
Chromosom

Comet Assay kombiniert mit FISH
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Ethylendiamitetraacetat

fotales Kalberserum (fetal calf serum)
fragile-histidine-triad

Fluoreszenz in situ Hybridisierung
loss of heterozygosity

Munich chromosomal Tailmoment
Miniorgankultur (mini organ culture)
Mittelwert

Olive Tailmoment

polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe
Phosphate Buffered Saline
Phytohamagglutinin
Phosphoinositin-3-Kinase, catalytic, alpha-polypetide
pack years

RAS association domain family 1
Roswell Park Memorial Institue
Standarfehler

saline sodium citrate buffer

von Hippel-Lindau
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