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1 | Einleitung

1  Einleitung

1.1 Plattenepithelkarzinome des oberen Aerodigestivtraktes

1.1.1  Epidemiologie

Weltweit bilden Plattenepithelkarzinome des oberen Aerodigestivtraktes die sechsthdufigste
Tumorentitat. Jedes Jahr erkranken rund 500 000 Menschen an einem solchen Karzinom
[Martin et al., 2014]. Im Jahr 2014 gab es 12 830 Neuerkrankungen in Deutschland und fur
das Jahr 2018 ist vom ,,Zentrum fir Krebsregisterdaten (ZfKD)*“ des Robert Koch-Institutes
(RKI) eine steigende Tendenz prognostiziert [RKI/ZfKD, 2016]. Das mittlere Erkrankungsal-
ter liegt zwischen 63 und 66 Jahren, wobei Frauen im Schnitt spater erkranken. Die Prognose
hangt maRgeblich von der Lokalisation des Karzinoms und dem Tumorstadium bei Erstdiag-
nose ab. Im Tumorstadium T1 werden Plattenepithelkarzinome des Hypopharynx in lediglich
11,6 % der Félle diagnostiziert. Beinahe die Halfte der Karzinome ist einem T4 Stadium zu-
zuordnen. Die Diagnose eines Oro- und Nasopharynxkarzinomes wird im Schnitt bei 22 %
der Patienten friih festgestellt. Mundhdhlen- und Larynxkarzinome werden in knapp 40 % in
einem friihen Tumorstadium erkannt. Diese Unterschiede beziglich des Zeitpunktes der Erst-
diagnose sind auch auf das friithe oder spate Auftreten von Symptomen zurtickzuftihren. Die
relative 5-Jahres-Uberlebensrate liegt fiir Manner bei 48 % und fur Frauen bei 59 %. Wird das
relative Uberleben in Bezug auf die Tumorlokalisation betrachtet, so hat ein Patient mit einem
Karzinom des Hypopharynx mit 33 % die schlechteste Prognose, wohingegen Patienten mit
einem Oropharynkarzinom eine relative 5-Jahres-Uberlebensrate von 50 % aufweisen.
Kommt es zu einem Progress des Tumorleidens im Sinne einer Fernmetastasierung oder eines
lokoregionaren Rezidives, so betragt das mediane Uberleben sowohl beim Hypopharynx- als
auch beim Oropharynxkarzinom sechs Monate. Dies zeigt die Wichtigkeit einer gut geplan-

ten, interdisziplindr durchgefihrten Ersttherapie [Tumorzentrum Munchen, 2014; RKI, 2015].

1.1.2  Atiologie

Plattenepithelkarzinome des oberen Aerodigestivtraktes, die die Mundhohle, den Nasenra-
chenraum, den Mundrachenraum, den unteren Schlund sowie den Kehlkopf betreffen kénnen,
sind bosartige Tumore, deren Entartung vom Oberflachenepithel ausgeht und die abhéangig
von der Lokalisation mit unterschiedlicher Haufigkeit vorkommen [Wittekind et al., 2001].
Uber 90 % der malignen Tumoren im Kopf-Hals-Bereich nehmen ihren Ursprung von den

Plattenepithelzellen [Reuter et al., 2007]. Als Hauptrisikofaktoren fir die Entstehung der Ma-
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lignome gelten der Alkoholkonsum und der Nikotinabusus, wobei auch eine Reihe anderer
exogener Risikofaktoren identifiziert werden konnten. Hierzu z&hlen beispielsweise virale
Infektionen mit dem Epstein-Barr-Virus (EBV) oder dem humanen Papilloma-Virus (HPV).
Insbesondere beim Oropharynxkarzinom stellen die HPV assoziierten Tumore eine eigene
Tumorentitat dar. Der Nachweis von HPV bedingt einen gunstigeren Verlauf [Dreyer und
Niedobitek, 2017].

Zusatzlich zu diesen Komponenten sind vielféaltige endogene Risikofaktoren wie die individu-
elle Empfindlichkeit gegentiber Schadstoffen und die DNA-Reparaturfahigkeit eines Indivi-
duums in der Tumorentstehung nicht auler Acht zu lassen [Harréus et al., 2004]. Diese endo-
genen Faktoren scheinen insbesondere bei Patienten mit hohem Nikotin- und Alkoholkonsum,
die keinen Tumor entwickeln, eine wichtige Rolle zu spielen [Koch et al., 1999].

1.1.2.1 Exogene Risikofaktoren

1.1.2.1.1 Nikotinabusus und Alkoholkonsum

In 75 % der Félle sind Tabakgenuss und Alkoholkonsum fur die Entstehung der Plat-
tenepithelkarzinome im oberen Aerodigestivtrakt verantwortlich [Conway et al., 2009].

Es wurde gezeigt, dass Raucher, die keinen Alkohol trinken, ein hoheres Risiko haben einen
Kopf-Hals-Tumor zu entwickeln als Alkoholkonsumenten, die Nichtraucher sind. Hierbei
wird eine essentielle Rolle der Frequenz und Dauer des Rauchens sowie der Anzahl der Ziga-
retten (pack years) zugeschrieben [Hashibe et al., 2007].

Auch Kauprodukte, die entweder mit Tabak gemischt oder pur konsumiert werden und die es
vor allem in Landern wie Indien vermehrt zu kaufen gibt, haben eine karzinogene Wirkung
[Sapkota et al., 2007]. Eine Analyse der International Agency for Research on Cancer (IARC)
zeigte, dass das Kauen der Betelnuss, sowohl mit als auch ohne Tabak versetzt, eine krebser-
zeugende Wirkung auf die Mundhohle hat [IARC Monograph Vol. 89, 2007].

Bei ausschlieRlichem Alkoholkonsum ist das Risiko der Entstehung eines Plattenepithelkarzi-
noms nur maRig gesteigert. Jedoch erhoht sich bei dem Konsum von mehr als 90 g reinem
Alkohol pro Tag das Risiko um das Funffache [Rodriguez et al., 2004]. Werden sowohl Ta-
bak als auch Alkohol konsumiert, ist die Wirkung der beiden nicht additiv, sondern multipli-
kativ und es kommt zu einer Steigerung des Risikos sogar auf das Zweihundertfache [Conway
et al., 2009].
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1.1.2.1.2 Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe

Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAHSs) bezeichnen eine Gruppe von Substan-
zen, die bei Verbrennungsprozessen unter Sauerstoffmangel entstehen. Nach Aufnahme in
den Korper Uber die Haut oder den Aerodigestivtrakt werden diese metabolisiert und weisen
dann im aktivierten Zustand ein hohes karzinogenes Potential auf [Maier et al, 1994].

Sie kommen zu groRen Teilen im Hauptstrom des Tabakrauchs, aber auch in Abgasen von
Hochdfen und Autos vor [Smith et al., 2000]. Auch beim Braten, Grillen und Rauchern von
Nahrungsmitteln entstehen PAHS, die ebenso wie beim Rauchen eine direkte Wirkung auf den
Menschen haben [Knize et al., 1999]. Durch ihr ubiquitédres Vorkommen in der Atmosphére
besteht fiir den Menschen auch eine geringe indirekte Belastung, jedoch entsteht die Hauptbe-
lastung durch die direkte Aufnahme der Schadstoffe [Li et al., 2010].

Als Hauptvertreter der polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe gilt das Ben-
zo[a]pyren, das von der International Agency for Research on Cancer in die Gruppe 1 der
Karzinogene eingeordnet wurde. Somit stellt es fir den Menschen einen sicher krebserregen-
den Stoff dar [IARC Monograph Vol. 92, 2007].

Um die DNA zu schédigen und somit karzinogen wirken zu kénnen, muss das Benzo[a]pyren
erst in seinen aktivierten Metaboliten mittels enzymatisch katalysierter Reaktionen durch das
Cytochrom-P450-System umgewandelt werden. Dies geschieht durch zwei Epoxidierungen.
Das Produkt aus diesen Reaktionen ist das +(anti)-Benzo[a]pyren-7,8-diol-9,10-epoxid
(BPDE). Dieses ist das Isomer, welches bei der Karzinomentstehung die héchste Aktivitat
aufweist [Luch, 2001; Reiter et al., 2010].

In dieser Arbeit wurde BPDE angewandt, um die DNA der Zellen zu schéadigen.

1.1.2.1.3 Einfluss von Arbeits- und Umweltstoffen

Auch der tagliche Einfluss von einigen Stoffen, denen Personen wéhrend ihrer Arbeitszeit
oder im téglichen Leben ausgesetzt sind, kann das Risiko an einem Plattenepithelkarzinom
des oberen Aerodigestivtraktes zu erkranken erhéhen.

Zu diesen Schadstoffen zahlen beispielsweise Kohle- und Holzstédube [Laforest et al., 2000],
Asbest, organische Ldsungsmittel, Formaldehyd und Mineraldl [Berrino et al., 2003].

Das Risiko an einem Karzinom zu erkranken, ist besonders dann gesteigert, wenn eine Kom-
bination von beruflicher und nicht-beruflicher Exposition gegentiiber Schadstoffen besteht, da

hier ein Zusammenwirken der beiden Risikofaktoren zum Tragen kommt [Maier et al., 1999].
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1.1.2.1.4 Virale Infektionen

Virale Infektionen gelten als anerkannte Risikofaktoren fiir die Entstehung von Kopf-Hals-
Tumoren. Dazu zédhlen insbesondere die Infektionen mit dem Epstein-Barr-Virus (EBV) und
dem Humanen Papillomavirus (HPV).

1966 wurde erstmals ein Zusammenhang zwischen einer EBV Infektion und der Entstehung
eines Karzinoms des Nasenrachenraumes erkannt [Mehanna et al., 2010].

Obwohl die Durchseuchung mit dem Epstein-Barr-Virus 95 % der Erwachsenen betrifft, tritt
die Erkrankung weltweit sehr selten auf [Breda et al., 2010]. Aufféllig hdufig jedoch ist der
asiatische Raum betroffen, und hier vor allem Sudchina mit einer jahrlichen Inzidenz von 25-
30/100 000 Einwohnern [Wei und Sham, 2005].

Da sich in nahezu jeder Gewebeprobe von Tumoren im Nasen-Rachen-Raum und auch in
prakanzerésen Verdnderungen EBV nachweisen lieR, wurden seit 1970 in Sldchina EBV-
assoziierte Antikdrper zum Screening verwendet, da diese eine sehr hohe Spezifitat und Sen-
sitivitat fur Nasenrachenkarzinome aufweisen [Breda et al., 2010; Cao et al., 2011]. Mit Hilfe
dieser Screening-Verfahren wurde eine Moglichkeit geschaffen, das Uberleben der Patienten
zu steigern, da die 5-Jahres-Uberlebensrate signifikant vom Zeitpunkt der Diagnosestellung
abhangt. So betragt die Uberlebensrate in den Stadien | und Il der Erkrankung tiber 94 %,
hingegen in den Stadien 111 und 1V nur noch unter 80 % [Mao et al., 2009].

Eine Beteiligung der Humanen Papillomaviren (HPV) an der Entstehung von Karzinomen im
Kopf-Hals-Bereich wurde seit etwa 1980 untersucht. Es stellte sich heraus, dass insbesondere
HPV- Infektionen der Typen 16 und 18, welche zu den ,.high risk* HPV-Typen gehdren nicht
nur die Entstehung des Zervixkarzinoms begnstigen, sondern auch die Entwicklung der Kar-
zinome des Oropharynx beeinflussen. Die Inzidenz des HPV-positiven Oropharynxkarzinoms
stieg von 1988 bis 2004 um etwa 225 % an, was auf die Zunahme der Infektionsrate zuriick-
gefuhrt wird [Leinmuller, 2012].

Es konnten folgende Unterschiede beziiglich des Patientengutes, der Histologie, des Anspre-
chens auf die Therapie und der Prognose bei bestehender simultaner Infektion mit HPV fest-
gestellt werden:

Meist sind jlingere (< 40 Jahren), hdaufig unverheiratete Manner betroffen. Die Tumore stellen
sich in der Histologie als gut differenziert dar und sprechen besser auf eine Radiochemothera-
pie oder auf eine zielgerichtete Therapie und/oder immunstimulierende Strategie an [Ha und

Califano, 2004]. HPV-positive Tumore des Mundrachenraumes haben auch eine gtinstigere



5 | Einleitung

Prognose in Bezug auf das Uberleben und eine geringere Wahrscheinlichkeit der Rezidivent-
stehung als HPV-negative Karzinome [Gillison et al., 2000; Fakhry et al., 2008].

1.1.2.2 Endogene Risikofaktoren

1.1.2.2.1 Mutagensensitivitat

Nicht jeder, der sich exogenen Risikofaktoren in seinem Leben aussetzt, entwickelt ein Ma-
lignom des oberen Aerodigestivtraktes. Dies zeigt, dass auch eine genetische Pradisposition
die Entstehung beeinflusst, sowie die individuelle Empfindlichkeit gegentiber DNA schadi-
genden Substanzen, was als Mutagensensitivitat bezeichnet wird [Reiter et al., 2010].

Cherry et al. entwickelten eine Methode, die es ermdglichte, die individuelle Mutagensensiti-
vitat nachzuweisen, wobei die Anzahl der DNA- Einzelstrangbriiche pro Zelle, die durch
DNA- schéadigendes Bleomycin induziert wurden, ermittelt wurde. Es stellte sich heraus, dass
Patienten, die an einem medulldren Schilddriisenkarzinom erkrankt waren, eine signifikant
héhere Bruchrate aufwiesen als die der Kontrollgruppe [Cherry und Hsu, 1983].

In weiteren Studien zeigte sich, dass die Bruchrate auch ein niitzlicher Biomarker flr andere
Krebsarten, wie Karzinome des oberen Aerodigestivtraktes oder der Lunge, sein kann [Spitz
et al., 1989, 1995; Cloos et al., 1996].

Diese Methode wurde von Wang et al. in einer Studie modifiziert, bei der das Bleomycin
durch den polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoff Benzo[a]pyren ersetzt wurde. Der
Austausch der schadigenden Substanz sollte dazu dienen, die Ergebnisse auf Tumore im Be-
reich des oberen Aerodigestivtraktes, deren Entstehung auf den Genuss von Tabak zurlickzu-
fuhren ist, Gbertragen zu kénnen.

Dabei zeigten sich ebenfalls signifikante Unterschiede in den Ergebnissen wie auch schon
zuvor als Bleomycin als schadigendes Agens verwendet wurde [Wang et al., 1998]. Auch
Patienten mit einer prakanzerdsen Veranderung der Mundschleimhaut, zu denen die Leu-
koplakie und die Erythroplasie zdhlen, wiesen ebenfalls eine hohere Sensitivitat gegenuber
der Schadigung durch BPDE auf [Wu et al., 2002].

Die Ergebnisse dieser und weiterer Studien fuhrten dazu, dass BPDE-induzierte DNA-
Strangbriiche als ein Marker flr die genetische Suszeptibilitat, ein Plattenepithelkarzinom des
Kopf-Hals-Bereiches zu entwickeln, verwendet werden kann [Wang et al., 2008].

Die individuelle Mutagensensitivitat wird durch Polymorphismen von Enzymen mitbeein-
flusst, die der Entgiftung von krebserregenden Stoffen, der Nukleotidexzisionsreparatur, der

Zellzykluskontrolle und der Apoptose dienen [Ho et al., 2006].
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1.1.2.2.2 DNA-Reparaturkapazitat

Die DNA-Reparaturkapazitét ist die Fahigkeit der Zellen eines Individuums DNA-Schéden zu
reparieren. Sie wird ebenso wie die Mutagensensitivitat als Biomarker fur die genetische Sus-
zeptibilitdt und als endogener Risikofaktor, ein Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-
Bereiches zu entwickeln, betrachtet. Es konnte gezeigt werden, dass Schleimhautzellen von
Patienten mit einem Tumor des oberen Aerodigestiviraktes eine geringere DNA-
Reparaturkapazitit aufweisen als die einer gesunden Kontrollgruppe [Harréus et al., 2001].
Als eine mdgliche Ursache fiir eine verminderte Reparaturkapazitat gilt ein genetischer Poly-
morphismus der Proteine, die in die DNA-Reparaturmechanismen involviert sind [Slyskova et
al., 2011]. So sammeln sich im Vergleich zu Personen mit normalen Reparaturmdglichkeiten
bei Patienten mit eingeschrankter Reparaturfahigkeit unter dem Einfluss von exogenen Risi-
kofaktoren vermehrt DNA-Schaden an [Wu et al., 2002].

Beispielsweise bildet der aktivierte Metabolit des im Tabakrauch vorkommenden Ben-
zo[a]pyrens, BPDE, DNA-Addukte [Gelboin, 1980]. Diese Addukte kdnnen in den Zellen die
Transkription blockieren, wenn die DNA nicht effizient repariert wird. Dies geschieht mit
Hilfe der Nukleotidexzisionsreparatur [Reiter et al., 2010; Tang et al., 1992].

Die Nukleotidexzisionsreparatur umfasst zwei mégliche Wege: zum einen die globale Ge-
nomreparatur, zum anderen eine an die Transkription gekoppelte Reparatur [Wang et al.,
2007]. Die globale Genomreparatur kommt bei Lasionen, die das ganze Genom betreffen zum
Einsatz, wéhrend die transkriptionsgekoppelte Reparatur sich derer Lasionen annimmt, wel-
che die Transkription einzelner DNA-Strange blockieren [Rastogi et al., 2010].

Diese beiden Reparaturwege umfassen folgende Schritte: a) Erkennung des geschadigten An-
teils der DNA, b) beidseitige Inzision des DNA-Stranges, der die Lasion enthélt, ¢) Entfer-
nung des DNA-Fragmentes, d) Synthese und Einfligen eines neuen passenden DNA-Stiickes,
e) Verknipfung der freien Enden [de Laat et al., 1999].

Um die Reparaturfahigkeit der Zellen in dieser Arbeit beurteilen zu kénnen, wurde ein Teil

der Zellen, die mit BPDE geschadigt wurden, einer 24- stiindigen Reparaturphase zugefuhrt.
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1.2 Molekulare Karzinogenese

Die molekulare Karzinogenese ist bislang nicht volistandig verstanden. Jedoch gibt es eine
Vielzahl an Theorien, die die molekulare Entstehung von Malignomen zu erkléren versuchen.
Hierzu z&hlen unter anderem die Multistep-Theorie, die monoklonale Krebsentstehungstheo-
rie, das Tumorprogressionsmodell und der Prozess der Feldkanzerisierung.

Bei der Multistep-Theorie ist der Ausgangspunkt eine irreversible Anderung im Erbgut, ge-
folgt durch einen in mehreren Schritten ablaufenden Prozess, der in die Tumorprogression
mundet.

Ein weiterer moglicher Weg der molekularen Entstehung von Plattenepithelkarzinomen des
Kopf-Hals-Bereiches ist die monoklonale Krebsentstehungstheorie. Hierbei entarten prama-
ligne Zellen, die mehrere genetische Veranderungen aufweisen, in der Folge phé&notypisch
maligne [Califano et al., 2000]. Diese genetischen Veradnderungen kénnen beispielsweise eine
Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen und eine Aktivierung von Protoonkogenen zu On-
kogenen beinhalten [Califano et al., 1996; Reiter et al., 2010]. Dies geschieht durch Deletion,
Punktmutation, Methylierung des Promoters und Genamplifikation [Perez-Ordofiez et al.,
2006]. Durch diese Schritte kommt es zu einer tibermaRigen Zellproliferation mit vermehrter
Angiogenese sowie einer Resistenz gegenuber wachstumshemmender Signale [Hanahan und
Weinberg, 2000].

Das Tumorprogressionsmodell fuhrt die Karzinogenese auf ein Zusammenspiel aus einer be-
stimmten genetischen Verénderung mit einer krankhaften Verédnderung des Gewebes zuriick.
In der Summe kommt es dann zu einem invasiven Karzinom [Califano et al., 1996]. Bei der
Theorie der Feldkanzerisierung handelt es sich um die Annahme, dass sich ein Karzinom aus
mehreren zunéchst voneinander getrennten pramalignen Lasionen (Feldern) entwickelt, die im

Verlauf jedoch miteinander verschmelzen [Slaughter et al., 1953].

1.2.1 Tumorsuppressorgene

Die Genprodukte der Tumorsuppressorgene sind an der Regulation des Zellzyklus und des
programmierten Zelltodes beteiligt. Sie wirken hemmend auf das Zellwachstum.

Da die Tumorsuppressoren rezessiv sind, missen beide Allele inaktiviert sein, damit die
wachstumshemmende Wirkung auf die Zelle aufgehoben ist [Rassow et al., 2006]. Dies wird
auch als ,,l0ss of heterozygosity* (LOH) bezeichnet.

Die Tabelle 1 gibt eine Ubersicht tiber die von LOH betroffenen Chromosomen und die Hau-

figkeit, mit der diese bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereichs nachweisbar sind.
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Loss of Heterozygosity Héaufigkeit [%]
LOH 9p 70-80 %

LOH 3p 60—70 %

LOH 17p 50-70 %

LOH 11q 30 %

LOH 13q 30 %
Inaktivierung von p16™** (homozygote Deletion, Promotermethylierung, 50 %
Punktmutation)

Tabelle 1. Loss of Heterozygosity (LOH) [Perez-Ordofiez et al., 2006]

Im Folgenden wird beispielhaft auf zwei der oben aufgefiihrten Chromosomenverénderungen
und ihre Auswirkungen eingegangen.

LOH des Chromosoms 9p21 spielt hauptsachlich in der friihen Karzinomentwicklung eine
Rolle und wurde in préneoplastischen Verdnderungen nachgewiesen. Es kodiert zwei ver-
schiedene Transkripte, p16 und p14”%F, die fiir die Regulation der G1-Phase des Zellzyklus
verantwortlich sind. Eine Inaktivierung fihrt zu unkontrolliertem Zellwachstum [Rosin et al.,
2000; van der Riet et al., 1994].

LOH des Chromosoms 17p13, auf dem das TP53-Gen liegt, ist an der Entwicklung von einer
epithelialen Dysplasie hin zu einem invasiven Karzinom beteiligt [Shahnavaz et al., 2000].
Das Genprodukt von TP53 ist das p53 und ist im Nukleus der Zelle lokalisiert. Dort Uber-
wacht es die Intaktheit der DNA. Treten DNA-Schaden auf, blockiert p53 den Zellzyklus bis
die DNA repariert ist. Bei zu schwerwiegenden Schaden leitet p53 die Apoptose, den pro-

grammierten Zelltod, ein [Rassow et al., 2006].

1.2.2 Protoonkogene

Protoonkogene regulieren die Zellteilung, das Zellwachstum sowie die Zelldifferenzierung.
Werden diese durch somatische Mutationen zu Onkogenen aktiviert, kommt es durch eine
gesteigerte Aktivitat oder eine Uberexpression ihrer Genprodukte zu unkontrollierten Wachs-
tums- und Differenzierungsprozessen der Zellen.

Im Gegensatz zu den Tumorsuppressoren sind die Onkogene dominant, was bedeutet, dass
bereits die Aktivierung eines der beiden Allele ausreicht, um die Wirkung vollstandig zu ent-
falten [Rassow et al., 2006].
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Zu der Gruppe der Onkogene gehdren unter anderem die der ras- und myc-Familie, die auf
Chromosom 11913 liegen, CyclinD1/PRAD-1, sowie die ErbB-Familie mit ErbB-1 (epider-
mal growth factor receptor (EGFR)) [Hardisson, 2003].

Auch hier sollen zwei Onkogene als Beispiele dienen.

Das CyclinD1 Protoonkogen ist ein wichtiger Regulator des Ubergangs von der G1-Phase in
die S-Phase des Zellzyklus. Es bewirkt eine Phosphorylierung des Retinoblastoma-Proteins
(Rb), wodurch der Zellzyklus von der G1-Phase in die S-Phase ubergehen kann. Wird das
CyclinD1 amplifiziert oder tiberexprimiert, kommt es zu einer erhghten Phosphorylierung des
Rbs, wodurch die G1-Phase verkirzt wird und die Progression der Zelle im Zellzyklus unter-
stutzt wird [Hardisson, 2003]. Eine Amplifikation des CyclinD1 wurde in 36 % der Falle ei-
nes Plattenepithelkarzinoms des Kopf-Hals-Bereiches identifiziert, eine Uberexpression in
32 % der Félle [Rousseau et al., 2001].

Der EGFR gehort zur Familie der Rezeptortyrosinkinasen und befindet sich auf der Zellober-
flache. Er besitzt eine extrazelluldre, eine transmembrandse und eine intrazelluldare Doméne,
die die Tyrosinkinaseaktivitat beinhaltet. Die Aktivierung des EGFR erfolgt durch extrazellu-
lare Liganden, wie den epidermal growth factor (EGF) oder den transforming growth factor-
alpha (TGFa), wodurch es zu einer Autophosphorylierung des Rezeptors kommt [O-
Charoenrat et al., 2000]. Es konnte eine Uberexprimierung und eine Amplifizierung des
EGFR nicht nur in Plattenepithelkarzinomen des oberen Aerodigestivtraktes, sondern auch in
der Schleimhaut, die das Karzinom umgibt, nachgewiesen werden [Kalyankrishna et al.,
2006; Reiter et al., 2010]. Ergebnisse retrospektiver Analysen ergaben eine signifikant
schlechtere Uberlebensrate im Falle einer Uberexpression des EGFR in Tumorgewebe [Das-
sonville et al., 1993].

In dieser Arbeit wurde makroskopisch gesunde Schleimhaut, die das Plattenepithelkarzinom

umgab und bei der wir von einer Uberexpression des EGFR ausgehen konnten, verwendet.

1.2.3  Tumorprogressionsmodell

Die Entwicklung eines Plattenepithelkarzinoms des Kopf-Hals-Bereiches wird im sogenann-
ten Tumorprogressionsmodell vor allem auf zwei Faktoren zuriickgefiihrt: eine bestimmte
genetische Veranderung in Verbindung mit einer krankhaften Verdnderung des Gewebes [Ca-
lifano et al., 1996].

Histopathologisch entsteht ein Malignom aus einer gutartigen Hyperplasie, die sich tber eine
Dysplasie zum Carcinoma in situ entwickelt und letztendlich in ein das Gewebe infiltrieren-

des Karzinom ubergeht.
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normale gutartige Dysplasie Carcinoma

T 1 11

9p21 Verlust 17p13-Verlust 11qg13-Verlust 18qg-Verlust
p16/pl14 Inaktivierung (p53 Mutation) 13g21-Verlust 10g23-Verlust
EGFR cyclinD1- 3026-Verlust
Amplifikation

Plattenepithel-

chleimhau yperplasie in situ karzinom

Abbildung 1. Modifiziertes Tumorprogressionsmodell [Califano et al., 1996]

Die Abbildung 1 zeigt das Tumorprogressionsmodell, in dem eine Vielzahl an genetischen
Verénderungen der Tumorsuppressorgene und Onkogene mit einem jeweiligen histopatholo-
gischen Stadium in der Karzinomentwicklung in Verbindung gebracht werden kann. Eine
Ansammlung genetischer Ereignisse beziehungsweise Mutationen geht mit einem Fortschrei-
ten des histologischen Stadiums bis hin zur Malignitat einher, wobei festgestellt wurde, dass
die genetischen Veranderungen in der Karzinogenese friiher nachweisbar sind als das Auftre-
ten klinischer Anzeichen einer malignen Erkrankung [Califano et al., 2000]. Bezogen auf die
EGFR-Expression konnte unter Verwendung des ,,Syrian golden hamster cheek pouch mo-
dels ein stetiges Ansteigen der Expression wéhrend des Prozesses der Karzinogenese eines

Plattenepithelkarzinoms im Bereich des Mundes gezeigt werden [Vairaktaris et al., 2008].

1.2.4 Prozess der Feldkanzerisierung

Der Prozess der Feldkanzerisierung wurde erstmals 1953 von Slaughter et al. beschrieben. Er
spielt eine wichtige Rolle in der Karzinomentstehung in molekularer Hinsicht und umfasst
folgende Gesichtspunkte: a) Karzinome des Kopf-Hals-Bereiches entwickeln sich aus prama-
lignen Lasionen, die multifokal auftreten. b) Anormales Gewebe umgibt den Tumor. ¢) Kar-
zinome des Kopf-Hals-Bereiches bestehen zundchst aus mehreren voneinander unabhéngigen
Lasionen und kdnnen im Verlauf miteinander verschmelzen. d) Nach einer operativen Entfer-
nung des Tumors bleibt anormales Gewebe bestehen, was eine Erklarung fiir Rezidive und
Zweitmalignome sein kénnte [Slaughter et al., 1953].

Eine neuere Definition basierend auf molekularen Befunden beschreibt die Feldkanzerisie-

rung als das Dasein von einem oder mehreren Bereichen (Feldern), bestehend aus Epithelzel-
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len mit genetischen Verdnderungen. Dabei stammt die ,,Feldldsion* von einer einzigen Zelle
ab und weist weder ein invasives Wachstum noch ein metastasierendes Verhalten auf, was die
Hauptmerkmale von invasiven Karzinomen waren. Nach dieser Definition ist die Feldlasion
praneoplastisch. Jedoch kann die Feldl&sion so starke histologische Abweichungen aufweisen,
dass sie in eine Dysplasie und im Folgenden in ein invasives Karzinom tbergehen kann [Bra-
kkhuis et al., 2003].

1.3 Epidermal Growth Factor Receptor

1.3.1 Die Rolle des EGFR in der Karzinogenese und als Therapieziel

Trotz bemerkenswerter Fortschritte in der Entwicklung nicht chirurgischer Therapieoptionen,
wie der Chemotherapie und der Radiatio zur Behandlung von Plattenepithelkarzinomen des
oberen Aerodigestivtraktes hat sich die Prognose insbesondere fiir Patienten in einem fortge-
schrittenen Erkrankungsstadium in den letzten dreiig Jahren nur minimal verbessert [Reuter
et al., 2007; Ang et al., 2010; Reiter et al., 2010; Herchendorn et al., 2011]. Fur diese Patien-
tengruppe steht die Moglichkeit einer palliativen hoch toxischen, systemischen Therapie zur
Verfligung. In der Regel kommt hier eine Kombination aus Cisplatin und 5-Fluoruracil zum
Einsatz, wodurch jedoch bei rezidivierender oder metastasierter Erkrankung lediglich ein pro-
gressionsfreies Intervall von etwa zwei Monaten erreicht werden kann [Burtness et al., 2005].
Deshalb wird der Forschung nach neuen Therapieoptionen mit dem Wunsch nach héherer
Selektivitdt fur ein bestimmtes molekulares Ziel und geringerer Toxizitat grof3es Interesse
gewidmet.

Ein solches Therapieziel stellt der epidermal growth factor receptor (EGFR) dar. In gesundem
Gewebe ist er an der Regulation der Proliferation, der Differenzierung und dem Uberleben
von Epithelzellen beteiligt. Im Tumorgewebe wird durch aberrante Signale des EGFR den
Tumorzellen eine verringerte Apoptoserate, eine gesteigerte Invasivitdt, eine Angiogenese
und Metastasierung ermdglicht [Reuter et al., 2007].

Karzinome epithelialen Ursprungs des Kopf-Hals-Bereiches weisen in tber 90 % der Falle
eine Uberexpression des EGFR auf. Jedoch lisst sich ein vermehrtes Vorkommen des Rezep-
tors nicht nur in den Tumorzellen selbst, sondern auch in umgebendem Gewebe nachweisen
[Grandis et al., 1993; Reiter et al., 2010]. Entweder kann die Uberexpression des EGFR als
friihes Ereignis wahrend der Feldkanzerisierung angesehen werden oder auch als physiologi-
sche Reaktion des Gewebes auf jahrelang einwirkende Noxen [Baumeister et al., 2011]. Die

Uberexpression des Rezeptors in Tumorgewebe ist mit einer schlechteren Prognose in Hin-
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blick auf das Uberleben, das krankheitsfreie Intervall, die Rezidivrate sowie die Entwicklung
von Metastasen verbunden [Ang et al., 2002; Scaltriti und Baselga, 2006].

Bei Adenokarzinomen der Lunge konnte festgestellt werden, dass Mutationen des EGFR eine
ligandenunabhéngige Aktivierung der Signaltransduktion bewirken [Lynch et al., 2004; Pao et
al., 2004]. Dies gilt jedoch nicht fur Karzinome des Kopf-Hals-Bereiches und ist somit keine
Erklarung fir die Rolle des EGFR in der Malignomentwicklung [Loeffler-Ragg et al., 2006;
Sheikh et al., 2008]. Folglich scheint die gesteigerte Aktivitat des EGFR und die zugehdrigen
Signaltransduktionswege in Karzinomen des oberen Aerodigestivtraktes ligandenabhangig
oder durch die Uberexpression des Rezeptors selbst bedingt zu sein [Tejani et al., 2010; Boer-
ner et al., 2003].

Die Mechanismen, die zu einer Uberexpression des EGFR fiihren, sind jedoch weitestgehend
ungeklart und Gegenstand aktueller Forschungen.

1.3.2 Struktur und Klassifikation des EGFR

Der Epidermal Growth Factor Receptor ist ein 170 kD grof3es, transmembrandses Glykopro-
tein. Er gehort zur Familie der ErbB/HER-Rezeptoren, die aus vier Mitgliedern besteht:
ErbB1/HER1 (EGFR), ErbB2/HER2/neu, ErbB3/HER3 und ErbB4/HERA4. Diese stellen eine
Gruppe von transmembrandsen Rezeptortyrosinkinasen dar, welche sich aus einem extrazellu-
laren ligandenbindenden Anteil, einer einfachen transmembranésen Helix und einem intrazel-
luldren Anteil mit Tyrosinkinaseaktivitat zusammensetzen.

Die extrazelluldare Region besteht aus vier einzelnen Proteindoménen, von denen die Regio-
nen | und Il reich an der Aminosédure Leucin sind und den Liganden, wie beispielsweise den
Wachstumsfaktoren, als bindende Region dienen [Tejani et al., 2010].

Die Struktur des EGFR und die Aktivierung durch die Bindung des EGF an die Regionen |
und 111 sind in der folgenden Abbildung 2 dargestellt.
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Abbidung 2. Aufbau des EGFR und Aktivierungsmechanismen [Cruz et al., 2007]

1.3.3 Signalkaskade

Zu den aktivierenden Liganden des EGFR zéhlen der epidermal growth factor (EGF), der
transforming growth factor alpha (TGFa), der heparin-binding EGF-like growth factor (HB-
EGF), das Betacellulin, das Amphiregulin, das Epiregulin und das Epigen. Bindet einer dieser
stimulierenden Liganden an die extrazellulare Doméne des EGFR, der inaktiv als Monomer
vorliegt, fuhrt dies zu einer Dimerisierung des Rezeptors [Harris et al., 2003]. Hierbei lassen
sich Homodimere von Heterodimeren unterscheiden. Homodimere werden aus zwei EGF-
Rezeptoren gebildet, Heterodimere aus einem EGF- Rezeptor und einem anderen Mitglied der
ErbB/HER-Familie.

Dadurch kommen zwei Tyrosinkinasedomanen benachbart zu liegen und kénnen sich gegen-
seitig phosphorylieren, was als Autophosphorylierung bezeichnet wird. Es kommt zu einer
Steigerung der Kinaseaktivitat. In der Folge werden dann durch die Kinase die Tyrosinreste
phosphoryliert, die sich an dem carboxyterminalen Ende der zytosolischen Domane des Re-
zeptors befinden [Schlessinger, 2000]. Die neu gebildeten Phosphotyrosinreste dienen als
Bindungsstellen fir intrazelluldre Signaltransduktionsmolekiile, die verschiedene Signal-
kaskaden einleiten, einschlieBlich der Ras/MAPK-, PI3K/Akt-, PLCy/PKC und STAT-
Kaskade [Marmor et al., 2004].

Diese Signalwege enden damit, dass ein Effektormolekdl in den Zellkern gelangt und dort
Einfluss auf die Transkriptionsfaktoren beziehungsweise die Transkription nimmt. Dadurch
werden die Proliferation, die Differenzierung, die Angiogenese, das Uberleben sowie der pro-

grammierte Zelltod (Apoptose) mitgesteuert.


http://annonc.oxfordjournals.org/content/18/3/421/F1.large.jpg
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Im Falle einer Dysregulation eines dieser Signalwege kommt es zu einer Unabhéangigkeit der
Zellen gegentiber externen Wachstumssignalen und einer tberméRigen Zellteilungsrate.
Abbildung 3 gibt eine Ubersicht tiber die Aktivierung des EGFR und die dadurch in Gang

gesetzten Signalkaskaden.
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Abblldung 3. Aktivierung und Signalkaskade des EGFR [Chen et al., 2010]

1.3.4 Stimulation und Hemmung des EGFR

1.3.4.1 Stimulation des EGFR durch den transforming growth factor alpha

Der transforming growth factor alpha (TGFa) ist neben dem epidermal growth factor (EGF)
der wichtigste stimulierende Ligand des EGFR.

TGFa ist ein Wachstumsfaktor, der aus einem groReren membrangebundenen Glykoprotein
(pro-TGFa) entsteht und schlielich als 16sliches, 50 Aminosaduren langes Polypeptid (TGFa)
freigesetzt wird. Es spielt eine wichtige Rolle in der Regulierung des Wachstums und der
Entwicklung verschiedenster Zelltypen, wie beispielsweise der Haut, der Schleimhaut, des
Gastrointestinaltrakts oder der Nieren [Barrandon und Green, 1987; Thomas et al., 1992;
Gomella et al., 1989].

Es wird sowohl von normalen Zellen als auch von neoplastischen Zellen produziert und hat
durch die Bindung an den EGFR die Fahigkeit die Proliferation normaler, aber eben auch ne-
oplastischer Epithelzellen zu beeinflussen [Coffey et al., 1987; Wong et al., 1990].

In Plattenepithelkarzinomen des oberen Aerodigestivtraktes lie sich im Vergleich zu gesun-
den epithelialen Schleimhautzellen neben der gesteigerten EGFR-Expression auch eine erhdh-
te Expression des TGFa nachweisen [Grandis et al., 1996]. Diese erhdhten Expressionslevel

des TGFa flihren zu einer vermehrten Signaliibermittelung tber die Stimulierung des EGFR,
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was wiederum mit einer gesteigerten Zellproliferation und somit einer Tumorprogression ein-
hergeht und negative Auswirkungen auf die Prognose der Erkrankung hat [Grandis et al.,
1998; Dassonville et al., 1993; Kalyankrishna et al., 2006].

In prékanzerds verénderter Schleimhaut, die einem dauerhaften Einfluss von karzinogenen
Xenobiotika ausgesetzt ist und in der eine Uberexpression des EGFR vorliegt, reduziert die
Stimulation des EGFR die schadigende Wirkung des BPDE [Baumeister et al., 2010; Bau-
meister et al., 2011].

1.3.4.2 Hemmung des EGFR durch Cetuximab (Erbitux )

Da bei Uber 90 % der Plattenepithelkarzinome des oberen Aerodigestivtraktes eine erhthte
Expression des EGFR beobachtet werden kann und dies mit einer schlechten klinischen Prog-
nose assoziiert ist, stellt der Rezeptor einen therapeutischen Angriffspunkt dar.

Cetuximab ist ein rekombinanter chimérer monoklonaler Antikorper, der an ein Immunglobu-
lin-G1-Gerist gebunden ist und kompetetiv an ein Epitop der extrazellularen Doméne des
EGFR bindet und diesen blockiert [Goldstein et al., 1995].

Die Blockade des EGFR bewirkt eine Hemmung des Tumorwachstums, der Metastasierung,
der Reparatur von DNA-Schaden sowie der Angiogenese [Blick und Scott, 2007; Ciardiello
und Tortora, 2001].

Verschiedene Mechanismen tragen zur Antitumorwirkung von Cetuximab bei.

Ein Hauptmechanismus besteht darin, dass Cetuximab eine héhere Affinitat zum EGFR auf-
weist als seine natlirlichen Liganden, wie TGFa. Dadurch kommt es zu einem Ausbleiben der
nachfolgenden Signalwege, die die Transkription aktivieren wirden [Li et al., 2005]. Ein wei-
terer Mechanismus beinhaltet die Entfernung von Rezeptoren aus der Zelloberflache durch
Endozytose. Dies fuhrt zu einer Verminderung der Rezeptorexpression [Sigismund et al.,
2005]. Des Weiteren gibt es die Mdoglichkeit, dass Cetuximab durch seine Bindung an ein
IgG1-Gerust eine antikdrperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat bewirkt. Dabei werden
natlrliche Killerzellen und Makrophagen rekrutiert [Lopez-Albaitero und Ferris, 2007].
Cetuximab ist in Kombination mit einer Strahlentherapie oder Chemotherapie zur Behandlung
von Patienten mit einem fortgeschrittenen Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereiches
zugelassen. Es konnte gezeigt werden, dass sich bei der Anwendung dieser Kombinationen
das progressionsfreie Uberleben signifikant verlangert. Jedoch liegen die Ansprechraten le-
diglich bei 10-20 % [Bonner et al., 2006].

Verabreicht wird Cetuximab als intravendse Initialdosis von 400 mg/m? und dann als einma-

lige Dosis von 250 mg/m® pro Woche beispielsweise in Kombination mit einer Chemothera-

pie.
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Die Therapie mit Cetuximab weist eine akzeptable Vertréglichkeit auf. Als haufigste Neben-
wirkung tritt ein Akne dhnlicher, pustuléser Ausschlag der Haut auf, oft begleitet von einer
Hauttrockenheit (Xerosis), Nagelveranderungen, einer Entzindung des Nagelwalls (Parony-
chie) und Rissbildungen an den Fingern. Dies wird bei tiber 80 % der Patienten beobachtet,
l&sst sich jedoch gut behandeln. Die Erklarung fir diese Hautreaktion liegt in der Lokalisation
des EGFR an der basalen Schicht der Epidermis [Yano et al., 2003]. Je ausgepragter diese
Reaktion ist, desto héher ist die Ansprechrate auf Cetuximab und desto besser ist die Uberle-
bensrate [Baselga et al., 2005]. Weitere Nebenwirkungen sind Infusionsreaktionen, eine Be-
teiligung der Augen und eine Hypomagnesamie [O"Neil et al., 2007; Chung et al., 2008; Fo-
erster et al., 2008; Tejani et al., 2010].
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1.4 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

In vorausgegangen Studien der Arbeitsgruppe konnte eine Uberexpression des EGFR in tu-
morumgebender, nicht maligner Schleimhaut von Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom
des oberen Aerodigestivtraktes gezeigt werden. Weitere Untersuchungen ergaben, dass die
Stimulation des Rezeptors nicht wie anzunehmen zu einer erhdhten Empfindlichkeit gegen-
uber DNA-schadigenden Stoffen fuhrt. Vielmehr bewirkt die Rezeptorstimulation eine gerin-
gere Mutagensensitivitdt tumorumgebender Schleimhaut gegenuiber Xenobiotika. Diese Er-
kenntnisse konnen unter anderem als eine physiologische Reaktion tumorumgebender
Schleimhaut auf den meist langjahrigen Reiz von Karzinogenen erkléart werden [Baumeister et
al., 2011].

Da die genetische Suszeptibilitdt neben der DNA-Mutagensensitivitat auch durch die DNA-
Reparaturkapazitat definiert wird, ergaben sich folgende Ziele fur die vorliegende Arbeit:

e Kann die DNA-Reparaturfahigkeit in pramalignem Gewebe durch eine Stimulation
bzw. Blockade des EGF-Rezeptors beeinflusst werden?
e Beeinflusst die Modulation der Aktivitat des EGF-Rezeptors sein Expressionsverhal-

ten?

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden tumornahe Gewebeproben zu “Miniorgankulturen*
kultiviert, die EGFR-Aktivitat durch Stimulation bzw. Blockade moduliert und im Anschluss
die DNA-Reparaturkapazitat mit Hilfe des Comet Assay bestimmt. Des Weiteren wurde an
Paraffinschnitten des gleichen Gewebes die Expression des EGFR immunhistochemisch
quantifiziert. Zur Einordnung der Ergebnisse erfolgten vergleichende Untersuchungen mit
einer schleimhautgesunden tumorfreien Kontrollgruppe. Als aktivitdtsmodulierende Substan-
zen des EGFR wurde flr die Stimulation TGFo und fir die Blockade Cetuximab verwendet.
Die Schéadigung der DNA erfolgte durch BPDE.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Patientenkollektiv und Gewebeproben

Alle Patienten, die in diese Studie eingeschlossen wurden, befanden sich in Behandlung in der
Klinik und Poliklinik fir Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde der Ludwig-Maximilians-
Universitat Minchen. Vor den operativen Eingriffen erfolgte eine schriftliche Aufklarung
uber die wissenschaftliche Verwendung der Schleimhautproben, die im Rahmen der Operati-
on entnommen wurden.

Das Patientenkollektiv umfasste insgesamt 40 Patienten. 20 Patienten waren tumorfrei und
bildeten die Kontrollgruppe. Die anderen 20 Patienten waren an einem Karzinom des oberen
Aerodigestivtraktes erkrankt.

Von den 20 Patienten ohne Tumor waren elf weiblich und neun ménnlich in einem Alter zwi-
schen 18 und 70. Das durchschnittliche Alter betrug 34,4 Jahre. Von den Karzinompatienten
waren vier weiblich und 16 mannlich in einem Alter zwischen 52 und 80. Das durchschnittli-
che Alter betrug 66,0 Jahre.

Von allen Patienten wurden Anamnesen bezliglich des Tabak- und Alkoholkonsums sowie
eventueller Schadstoffexpositionen am Arbeitsplatz und im alltdglichen Umfeld erhoben. Die
Ergebnisse der Befragungen wurden bei der Interpretation der Studienergebnisse beriicksich-
tigt. Die Anamnesen sind in den Tabellen 2 und 3 dargestellt. Sdmtliche Patientendaten wur-
den anonymisiert und waren lediglich dem Studienleiter zuganglich.

Alle operativen Eingriffe, die zur Gewinnung der Schleimhautproben flihrten, waren medizi-
nisch indiziert und stellten somit kein zusatzliches Risiko fiir die Patienten dar. In der Spen-
dergruppe ohne Tumor wurden Gewebeproben von Tonsillen, Gaumenmandeln und wéahrend
Uvulopalatopharyngoplastiken entnommen. Bei den Patienten mit einem Tumor erfolgte die
Entnahme nicht direkt aus dem Tumorgewebe, sondern aus makroskopisch tumorfreier
Schleimhaut, welche den Tumor umgab. Die gewonnenen Resektate wurden durch den Ope-
rateur in 0,9 %-NaCl-Losung eingelegt und innerhalb von finf Stunden in das Labor (ber-
fuhrt, wo die Proben weiter verarbeitet wurden.

Die an den Schleimhautproben durchgefuhrten Untersuchungen wurden von der Ethikkom-
mission der Medizinischen Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitdt Minchen geprift

und als solche genehmigt (Antragsnummer: 221/04).
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2.1.2  Anamneseerhebung

2.1.2.1 Anamneseerhebung der tumorfreien Kontrollgruppe

Probe | Alter | /3 Diagnose Nikotin (py) Alkohol (g/d)
1 22 Q chron. Tonsillitis 0 0
2 19 Q chron. Tonsillitis 1,5 0
3 30 Q chron. Tonsillitis n.e. 72
4 34 3 Nasenmuschel 0 0
5 27 4 chron. Tonsillitis n.e. 0
6 26 3 chron. Tonsillitis 0 0
7 23 Q chron. Tonsillitis 0 72
8 24 Q chron. Tonsillitis 5 72
9 57 Q Resttonsillektomie 15 72
10 39 Q chron. Tonsillitis n.e. 72
11 47 g Rhonchopathie n.e. 25
12 44 g Rhonchopathie 25 88
13 44 3 chron. Tonsillitis n.e 72
14 70 3 Resttonsillektomie 0 0
15 19 Q chron. Tonsillitis 0 72
16 38 3 chron. Tonsillitis 1 72
17 21 Q chron. Tonsillitis n.e. 0
18 45 3 Schlafapnoe 0 0
19 35 Q chron. Tonsillitis 0 72
20 23 Q chron. Tonsillitis 0 11

Tabelle 2. Anamnesen: tumorfreien Kontrollgruppe
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2.1.2.2 Anamneseerhebung der Karzinomgruppe

_ _ Nikotin | Alkohol
Probe | Alter | 9/& Diagnose Staging
(py) (g/d)
1 69 Q Tonsillenkarzinom pT2pNOMOG2R0 30 0
2 75 3 Tonsillenkarzinom pT2pN2MOG2R0 50 ex
3 58 ) Tonsillenkarzinom cT4cN2bMO0G2 40 ex
4 78 3 Tonsillenkarzinom pT2pNOMXG3R0 n.e. n.e.
5 59 ) Tonsillenkarzinom pT1pN2bMOG3RO0 70 308
Oro-Hypopharynx-
6 65 3 ) pT2cNOcMOG3R0 n.e. 50
Karzinom
7 54 3 Tonsillenkarzinom pT2pNOMOG2R0 40 250
8 62 3 Tonsillenkarzinom pT2pNOMXG3 ex ex
Larynx-Hypopharynx-
9 67 3 Y y? phary pT4cN3ccM1 70 400
Karzinom
Weichgaumen-
10 68 3 i pT2pN2acM0G3R0 60 72
karzinom
11 67 Q Tonsillenkarzinom pT3pN2cMxG2R0 60 ex
12 74 4 | Zungenrandkarzinom pT2pNOcMO 60 100
Zungengrund-
13 70 g Mundboden- pT3pN2cMOG3R0 50 ex
Karzinom
Zungengrund-
14 52 3 ) pT2pNOMOLOVOG3R0O | n.e. n.e.
Karzinom
15 80 g Uvulakarzinom pT1cNOcM0G2 44 0
16 76 4 | Oropharynxkarzinom pT2pN1MOG2R0 50 462
17 57 Q Tonsillenkarzinom pT1pNOLOVOG2RO0 20 ex
18 52 4 | Zungenrandkarzinom pT4cN2bcMO 40 400
19 73 Q Tonsillenkarzinom pT3pN2bcM0G2 6 75
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20 63 & | Mundbodenkarzinom

pT4cN2bcMO 40 400

Tabelle 3. Anamnesen: Karzinompatienten

2.1.3 Materialien und Gerate

2.1.3.1 Chemikalien, Enzyme, Zellkulturmedien

Chemikalien, Enzyme, Zellkulturmedien

Hersteller

Agar Noble

DIFICO, Detroit, USA

Aminosauren, non-essential

Gibco Lifetechnologies, Eggen-

stein

Amphotericin B

Gibco Lifetechnologies, Eggen-

stein

Antifade

Vysis-Abbot, Illinois, USA

Aqua bidestillata (Aqua bidest)

LMU-Klinikapotheke

fur BEGM

Bronchial Epithelial Basal Medium+ Supplementpack

Promocell, Hamburg

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

Midwest Research Institute, Kan-
sas, USA

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Merck, Darmstadt

DMEM-Pulver

Gibco Lifetechnologies, Eggen-

stein

Ethidiumbromid

Sigma, Steinheim

Fotales Kélberserum (FCS)

Gibco Lifetechnologies, Eggen-

stein
Formamid Sigma, Steinheim
Gentamycin Promocell, Hamburg
Héamatoxylin Dianova, Hamburg

Hepes-Pulver

Gibco Lifetechnologies, Eggen-

stein

Hyaluronidase

Sigma, Steinheim
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Kollagenase P

Roche, Mannheim

Low-Melting-Agarose; Sea Plaque GTG

FMC-Bio Products, Rockland,
USA

Mounting-Medium (Dako’s Faramount)

Dako Germany, Mannheim

Natriumchlorid

Sigma, Steinheim

Natriumhydroxid-Platzchen

Merck, Darmstadt

N-Laurosylsacrosin-Natriumsalz

Sigma, Steinheim

Normal-Melting-Agarose; Seakem LE

FMC-Bio Products, Rockland,
USA

NP-40

Vysis-Abbot, Illinois, USA

Penicillin/Streptomycin

Sigma, Steinheim

Phosphate Buffered Saline (PBS)

Gibco Lifetechnologies, Eggen-

stein

Protease

Sigma, Steinheim

Saline Sodium Citrate Buffer (20xSSC)

Vysis-Abbot, Illinois, USA

Salzsadure 1,0 N

Sigma, Steinheim

Tri(s)hydroxmethylaminomethan

Merck, Darmstadt

Triton X-100

Sigma, Steinheim

Trypanblau 0,4 %

Merck, Darmstadt

Xylol (Dimethylbenzol)

Merck, Darmstadt

Tabelle 4. Chemikalien, Enzyme, Zellkulturmedien

2.1.3.2 Verbrauchsmaterialen

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

24-Wellplatte

Falcon, Hamburg

Combitipps

Eppendorf, Hamburg
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Deckgléaser zum Mikroskopieren
(Glasdicke 0,08-0,12 mm)

Langenbrinck, Emmendingen

Einmalspritzen (5 ml, 10 ml)

Becton Dickinson, Heidelberg

Einwegfiltereinheiten steril
0,22 um Filter Unit, Millex-GV, Millex-GS

Millipore, Eschborn

Farbfotofilme 1SO 100, 1ISO 400

Kodak, New York

Objekttrager 24x70 mm , je 5 mm seitlich mattiert

Langenbrinck, Emmendingen

Objekttragerkasten fir max. 50 Objekttréger

GLW, Wirzburg

Pasteurpipetten, steril 7 ml

Merck, Darmstadt

Pasteurpipetten, unsteril 7 ml

Merck, Darmstadt

Petrischalen

Nunc, Wieshaden

Pinzetten (einweg)

Angiokard, Friedeburg

Pipetten (10 pl, 100 pl, 200 ul, 1000 pl)

Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen (5 ul, 10 pl, 200 pl, 1000 pl)

Eppendorf, Hamburg

Pipetten aus Polystyrol (2 ml, 10 ml, 25 ml)

Greiner, Frickenhausen

ReaktionsgefaR (500 pul, 1000 pl)

Eppendorf, Hamburg

Réhrchen mit Schraubverschluss (15 ml)

Sarstedt, NUimbrecht

Réhrchen mit Schraubverschluss (50 ml)

Sarstedt, NUmbrecht

Schreibdiamant

Renner, Darmstadt

Skalpelle

FEATHER, Osaka, Japan

Tabelle 5. Verbrauchsmaterialien

2.1.3.3 Gerate

Gerate

Hersteller

Analysenwaage Voyager (0,1 mg — 62 g)

Ohaus, GieRRen

Brutschrank Function Line

Heraeus, Hanau
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Brutschrank HeraCell

Heraeus, Hanau

Elektrophorese Netzgerat E865

Renner, Dannstadt

Gefrierschrank (-30 °C)

Bosch, Stuttgart

Horizontale Elektrophoresekammer (237x180 mm)

Renner, Dannstadt

Kryo-1°C-Freezing-Container

Nalgene, Rochester, USA

Kihlschrank (+4 °C)

Bosch, Stuttgart

Magnetriihrer Combimag RCT

IKA, Staufen

Mikroskope:

Standardmikroskop

Inversmikroskop DMIRB

Fluoreszensmikroskop BMLB

Filtersystem N2.1, BP 516-560

Filtersystem 13, BP 450-490

Objektive 100x/1,25 Ol; 40x/0,5; 10x/0,22; 4x0,1

Zeiss, Oberkochen

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

Leica, Heerbrugg, Schweiz

Mikrowelle MS1

Bauknecht, Schorndorf

Minishaker MS1

Clarkson Lab., Chula Vista, USA

ph-Meter 766 Calimatic

Knick, Berlin

Schiittelwasserbad 1083

GFL, Burgwedel

Software (digitale Auswertung und Datenspeicherung)

Programm Kinetic 3.1

Programm Excel

Kinetic Imaging, Liverpool

Microsoft

Spiegelreflexkamera

Minolta, Osaka, Japan

Sterilbank Herasafe

Heraeus, Hanau

Tischzentrifuge 5424

Eppendorf, Hamburg

Waage 1419 (1 mg- 600 g)

Sartorius, Gielien

Wasserbad

GFL, Burgwedel

Zahlkammer nach Neubauer

Merck, Darmstadt
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Zentrifuge Varifuge 3.0 R und 3.0 RS

Heraeus, Hanau

Tabelle 6. Geréte
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2.2 Methoden

2.2.1  Ubersicht tiber den Versuchsablauf

In der Abbildung 4 wird der Versuchsablauf schematisch dargestellt. Auf die einzelnen

Schritte wird dann in den nachfolgenden Kapiteln n&her eingegangen.

 Entnahme der Schleimhautproben durch den Operateur

« Anlegen und Kultivieren der Miniorgankulturen (Moks);
Kultivierungszeit von 14 bis 21 Tagen bis Abschlu3 der
Reepithelialisierung

» Stimulation oder Blockade des EGFR mit TGFa bzw. Cetuximab

Tag 4

N\
* Inkubation im Brutschrank bei 37 °C fur 72 Stunden
y,
)
« Zweimaliges Reinigen der Miniorgankulturen von TGFa bzw. Cetuximab
« Beginn eines 48 stiindigen Ruheintervalls im Brutschrank bei 37 °C
y,
- - . )
« Schadigung der Reparatur-Miniorgankulturen mit BPDE
« Inkubationszeit von einer Stunde im Brutschrank bei 37 °C, dann
Reinwaschen von BPDE
« Reparaturintervall von 24 Stunden bei 37 °C im Brutschrank )
« Schédigung der "nicht-Reparatur-Miniorgankulturen™ mit BPDE, )

Inkubationszeit von einer Stunde bei 37 °C, dann Reinwaschen von BPDE

« Kryokonservierung von Miniorgankulturen nach Kultivierung und
Behandlung fir immunhistochemische Farbungen des EGFR

» Einzelzell- Gelelektrophorese aller Miniorgankuluren

J

v
¥
v
v

Abbildung 4. Schematische Darstellung des VVersuchsablaufes
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2.2.2  Miniorgankulturen

Als Miniorgankulturen (Moks) werden Gewebestiicke von 1 mm?® bezeichnet, die nach einer
Kultivierungsphase wieder eine Epithelzellschicht aus zwei bis funf Zellschichten aufweisen.
In den Abbildungen 5 a) und b) ist eine solche reepithelialisierte Miniorgankultur dargestelit.
Dieses dreidimensionale in vitro Modell bietet eine gute Moglichkeit in vivo Verhaltnisse
nachzuahmen. Die Zellen kénnen in einem vitalen Zellverband leben und weiterhin interagie-
ren, was bei der Kultivierung von Einzelzellen nicht der Fall ware. Dadurch ist es méglich
anhand von Miniorgankulturen beispielsweise fluchtige und ingestive Fremdstoffe, die fir
den Menschen schéadlich sein kdnnten, zu identifizieren sowie zytologische und immunologi-
sche Studien durchzuftihren [Wallner et al., 2005].

Das Anlegen und Kultivieren von Miniorgankulturen aus adenoidem Gewebe wurde erstmals
1991 beschrieben. Dabei betrug die Kultivierungszeit 40 Tage. Nach dieser Zeit lieR sich un-
ter dem Lichtmikroskop ein mehrschichtiges, pseudostratifiziertes Flimmerepithel erkennen.
Diese geziichteten Gewebefragmente konnten als Modell fur normale Atemwegsmukosa an-
gesehen werden [Steinsvag et al., 1991].

Inzwischen wurde diese Methode fur nasale und oropharyngeale Schleimhaut modifiziert
[Kleinsasser et al., 2001; Harréus et al., 2004].

Abbildung 5. Miniorgankultur nach HE-Farbung a) Ubersichtsaufnahme, b) 40 fache VergréRerung
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2.2.3  Anlegen und Kultivieren von Miniorgankulturen

Die Schleimhautproben wurden unter sterilen Bedingungen auf einer Petrischale mit Hilfe
eines Skalpells und einer Pinzette von Driisengewebe und nekrotischen Anteilen befreit. Die
praparierte Schleimhaut wurde in 1 mm?® groRe Stiicke zerteilt, wobei darauf zu achten war,
dass diese Fragmente moglichst glatt begrenzte R&nder hatten. Dadurch sollte eine schnelle,
vollstandige Epithelialisierung erreicht werden.

Nach dreimaligem Reinigen in jeweils 5 ml Phosphate Buffered Saline (PBS) wurden immer
maximal drei Schleimhautstticke in ein Well einer 24-Wellplatte gegeben. Die Platten wurden
mindestens 48 Stunden vor ihrer Verwendung mit 250 pl einer 1,5 % Agar Noble beschichtet,
die wiederum mit einer Mischung aus DMEM, fotalem Kalberserum (FCS), nicht-essentiellen
Aminosduren, Penicillin, Streptomycin und Amphotericin B versetzt war.

In jedes Well wurden 250 pl eines N&hrmediums, Bronchial Epithelial Growth Medium
(BEGM), pipettiert.

Die Kultivierung erfolgte in einem Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO, und 100 % Luftfeuchtig-
keit. Nach 48 Stunden erfolgte der Austausch des alten Nahrmediums gegen frisches. Nach
sieben Tagen wurden die heranwachsenden Miniorgankulturen in eine neue 24-Wellplatte
gegeben, um die Versorgung mit ausreichend Nahrstoffen zu gewahrleisten.

Einmal pro Woche wurden alle Platten unter einem Lichtmikroskop inspiziert, um die Zell-
proliferation zu beurteilen und eine Infektion der Miniorgankulturen mit Bakterien oder Pil-
zen auszuschliel3en.

Im Durchschnitt war eine vollstandige Reepithelialisierung nach einer 21- tagigen Kultivie-

rungszeit erreicht.

2.2.4  Inkubation mit den aktivitditsmodulierenden Substanzen des EGFR,
Cetuximab und TGFa

Nachdem die Kultivierung der Miniorgankulturen abgeschlossen war, begann die Inkubation
mit den aktivitdtsmodulierenden Substanzen Cetuximab und TGFa. Als Losungsmittel beider
Substanzen diente Aqua bidest. Es kamen immer 25 ul Cetuximab in einer Konzentration von
10 pg/mlund 25 pl TGFa in einer Konzentration von 50 ng/ml zum Einsatz.

Am Tag eins erhielten alle Miniorgankulturen, auf3er denen, die zur Quantifizierung der rei-
nen Schéadigung durch BPDE dienten, entweder 25 pl Cetuximab oder 25 ul TGFa. Die Inku-
bation mit diesen Stoffen erfolgte Uber 72 Stunden, um eventuelle transkriptionelle oder post-
transkriptionelle Veranderungen nachweisen zu kénnen. Nach dieser Zeit wurde zur Reini-

gung der Miniorgankulturen in den entsprechenden Wells das Nahrmedium BEGM zweimal
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ausgewechselt, um die aktivitdtsmodulierenden Substanzen des Epidermal Growth Factor
Receptor (EGFR) mdglichst vollstédndig zu entfernen.

Es folgte ein Ruheintervall von 48 Stunden im Brutschrank bei 37 °C, um einen eventuellen
Einfluss von Cetuximab und TGFa auf die Kernaktivitit zu ermoglichen.

Zum Ausschluss einer schadigenden Wirkung der verwendeten Testsubstanzen wurden Nega-
tivkontrollen mit je 25 pl Cetuximab bzw. TGFa mitgefiihrt.

2.2.5 Inkubation mit Benzo[a]pyren-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxid

Am Tag sechs erfolgte die Inkubation mit Benzo[a]pyren-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxid
(BPDE). BPDE wurde ausschlieBlich mit dem Ldsungsmittel Dimethylsulfoxid (DMSO)
verdunnt verwendet. Auch hier wurde das Ldsungsmittel zum Ausschluss einer toxischen
Wirkung einzeln getestet.

Alle Miniorgankulturen, die zur spateren Bestimmung der DNA-Reparaturkapazitit vorgese-
hen waren, wurden mit 25 pul BPDE inkubiert. Die 24-Wellplatte verweilte flr eine Stunde im
Brutschrank. Danach wurde das Nahrmedium zweimal ausgewechselt, um die Schadigung der
Zellen zu stoppen.

Das Reparaturintervall flir die bereits geschadigten Miniorgankulturen betrug 24 Stunden. Die
noch nicht inkubierten Miniorgankulturen erhielten nach Ablauf der 24 Stunden 25 pl BPDE.
Diese Miniorgankulturen dienten zur Messung der Mutagensensitivitat. Fur die einstlindige
Inkubationszeit wurde die 24-Wellplatte in ein 37 °C warmes Schiittelwasserbad gestellt, wo-

raufhin alle Wells, in denen BPDE war, zweimal mit BEGM gereinigt wurden.

2.2.6  Isolierung von Einzelzellen aus Miniorgankulturen

Fur die Durchfiihrung der zellbiologischen Untersuchungen war es notwendig die Einzelzel-
len aus dem sphéroidalen Zellverband zu gewinnen. Hierzu wurde ein Enzymgemisch beste-
hend aus Protease, Hyaluronidase und Kollagenase P in BEGM gelost, steril filtriert und je-
weils 600 ul in ein Eppendorf Tube vorgelegt. Jedes Tube wurde mit ein bis drei der zuvor
gereinigten Miniorgankulturen versehen, mit den Enzymen versetzt und in einem Tubesténder
fur 45 Minuten im Schittelwasserbad bei 37 °C inkubiert.

Alle folgenden Arbeitsschritte erfolgten unter rotem Licht, um ungewollte DNA- Schaden

durch UV-Licht zu vermeiden.
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Um die einzelnen Zellen endgdiltig aus ihrem bindegewebigen Verband zu losen, wurden die
Eppendorf Tubes fiir mindestens 20 Sekunden auf einen Minischuttler gestellt. Die Tubes
wurden dann in eine Wanne mit Eis gegeben, um die enzymatische Proteolyse zu stoppen.

Die Uberreste des Bindegewebes wurden mit einer sterilen Kaniile aus den EppendorfgefaRen
entfernt. Um die enzymatische Wirkung zu neutralisieren, wurden in die (briggebliebenen
Zellsuspensionen jeweils 600 pl fotales Kalberserum (FCS) pipettiert. Zur Beschleunigung
der Zellsedimentation wurden die Eppendorfgefaie bei 800 U/min und 4 °C fir finf Minuten
zentrifugiert, dann der Uberstand entfernt, 1 ml des 4 °C kalten Phosphate Buffered Saline
(PBS) hinzugeftigt und nochmal zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt, um
eine ausreichende Reinigung der Zellen zu erzielen.

Die Zellpellets wurden dann nach der Entfernung des Uberstandes entweder der Bestimmung

der Zellvitalitat oder der Einzelzell- Gelelektrophorese zugeftihrt.

2.2.7 Bestimmung der Zellvitalitat

Die Zellvitalitdt wurde anhand des ,,Trypanblau-Ausschluss-Testes* nach Phillips ermittelt
[Phillips H.J., 1973]. Dabei lag der Grenzwert fir die Vitalitat der Zellen bei 80 %. Andern-
falls konnte der Comet Assay mit diesen Proben nicht durchgefiihrt werden. Jeweils 50 pl
Trypanblaul6sung wurden mit derselben Menge Zellpellets aus jeder Versuchsreihe vermischt
und in eine Neubauer-Z&hlkammer gegeben.

Bei 400facher VergréRerung unter dem Lichtmikroskop stellten sich im Gegensatz zu den
vitalen Zellen die avitalen Zellen blau dar, da aufgrund der beschadigten Zellmembran der
Farbstoff ins Zellinnere gelangen konnte.

Aus 16 Quadranten der Zahlkammer wurde sowohl die Anzahl der vitalen als auch der avita-
len Zellen ermittelt. Daraus lieR sich dann die Vitalitat der Zellen prozentual mittels folgender

Formel berechnen:

Anzahl der vitalen Zellen
x 100 = Vitalitat[%]

Gesamtzahl der Zellen
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2.2.8 Einzelzell- Gelelektrophorese (Comet Assay)

Die Erstbeschreibung der Einzelzell- Gelelektrophorese zur Quantifizierung von DNA-
Schéden erfolgte 1984 unter der Verwendung eines pH-neutralen Elektrophoresepuffers. Da-
bei konnten zunachst nur Doppelstrangbriiche dargestellt werden [Ostling und Johanson,
1984]. Erst der Austausch des zuvor verwendeten Puffers durch einen alkalischen Puffer fuhr-
te dazu, dass auch alkalilabile Stellen, Einzelstrangbriiche und inkomplette Exzisionsrepara-
turstellen nachgewiesen werden konnten [Singh et al., 1988; Singh et al., 1989].

Die alkalische Einzelzell- Gelelektrophorese, die in dieser Arbeit Anwendung fand, stellt eine
sehr sensitive, schnelle und kostengiinstige Methode dar, um auch geringe genotoxische Ef-
fekte an Einzelzellen zu quantifizieren [Tice et al., 2000]. Nach der Aufldsung der Zell- und
Kernmembran durch die Lyseldsung wird die freigelegte DNA einem stark alkalischen Milieu
zugefihrt, wodurch es zur vollstandigen Denaturierung und Entspiralisierung der DNA
kommt. Die unterschiedlich stark geschadigten DNA-Fragmente wandern in einem elektri-
schen Feld verschieden weit in Richtung der Anode. Mit Hilfe eines fluoreszierenden Farb-
stoffes werden die Fragmente sichtbar gemacht, wobei unbeschéadigte Anteile den Kopf und
die restlichen geschadigten Fragmente den Schweif eines Kometen bilden. Vergleicht man die
Intensitdt des Kopfes mit der des Schweifes, lasst sich so das Ausmall der DNA-Schadigung

bestimmen [Speit und Hartmann, 2005].

2.2.8.1 Vorbereitung der Objekttrager und Zelllyse

Die Objekttrager, die an beiden Langsseiten mattiert waren, wurden mit 85 pl einer 0,5 %
Normal Melting Agarose beschichtet. Diese musste fiir mindestens 48 Stunden vor dem Ver-
such ausharten.

Die Zellpellets, die nach dreifacher Zentrifugierung und Entfernung des Uberstandes uibrig
blieben, wurden mit 75 ul einer 0,7 % Low Melting Agarose resuspendiert. Die Suspension
wurde dann auf die Objekttrager aufgebracht, mit Deckgléasern versehen und fir zehn Minuten
auf eine Kuhlplatte gelegt. Dadurch kam es zu einer schnellen Aushértung der Agarose. Da-
nach wurden die Deckglaser vorsichtig entfernt, nochmals mit 85 pl der 0,7 % Low Melting
Agarose beschichtet und erneut mit Deckglasern bedeckt. Nach wiederum zehn Minuten Aus-
hartungszeit wurden die Deckglaser abgenommen.

Diese dreischichtige ,,Sandwich“-Agarose gewéhrleistete durch die unterste Schicht eine op-
timale Haftung der Zellen auf den Objekttragern und durch die oberste eine Versiegelung der

mittleren Schicht, um die Zellen optimal einzubetten.
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Um die DNA freizulegen, kamen die Objekttrager vertikal in eine Glaskivette, die mit 100 ml
einer Lyselosung gefillt wurde. Die Objekttrager blieben in dieser L6sung fir eine Stunde bei
4 °C im Kihlschrank, wodurch die Zell- und Kernmembran aufgeldst wurde. AnschlieRend

erfolgte die Elektrophorese.

2.2.8.2 Durchfuhrung der Elektrophorese

Die aus der Lyselésung entnommenen Objekttrager wurden horizontal, nahe der Anode in
eine eisgekihlte Elektrophoresekammer liickenlos aneinander gelegt. Die Elektrophorese-
kammer wurde mit einem 4 °C kalten Puffer, dessen pH-Wert bei > 13 lag, befillt. Um eine
Storung des elektrischen Feldes zu vermeiden und eine gleichméRige Migration der DNA zu
gewadhrleisten, wurden Luftblasen aus der Elektrophoresekammer entfernt.

Es folgte eine 20minutige Inkubation, wahrend der es zur Denaturierung und Entspiralisie-
rung der DNA aufgrund des alkalischen Milieus kam. Daran schloss sich die 20miniitige
Elektrophorese an, die bei 300 mA und 25 V ablief.

Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Objekttrager auf einer Farbebank dreimal
mit funfmindtiger Einwirkzeit mit einer Trisma-Base neutralisiert.

Auf die Objekttrager wurden jeweils 75 pl Ethidiumbromid zum Anfarben der DNA pipet-
tiert. Bis zur Auswertung wurden die Objekttrager in einem feuchten Objekttragerkastchen

bei 4 °C im Kihlschrank verwahrt.

2.2.8.3 Digitale Auswertung der DNA-Migration

Fur die Auswertung der Objekttrager wurde ein DMBL Fluoreszenzmikroskop verwendet,
das an eine CCD-Kamera mit digitaler Bildverarbeitung gekoppelt war (Komet 3.1).

Von jedem Objekttrager wurden achtzig Zellen ausgewertet, wobei in Abhangigkeit der
Schadigung das Migrationsmuster variierte. Das heif3t, dass bei einer geringen Schadigung die
groRen DNA-Fragmente eine kurze Strecke wanderten, wahrend im Falle einer hohen Schéadi-
gung die kleinen Fragmente eine langere Strecke zuriicklegten. Daraus ergab sich das Bild
eines Kometen mit weitestgehend intakter DNA im Kopf und fragmentierter DNA im
Schweif.

Um das Ausmal’ der DNA-Schadigung zu quantifizieren wurde der ,,% tail DNA* verwendet.

Dieser wird aus dem prozentualen Anteil der DNA im Schweif gebildet.
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Abbildung 6. Comet 3.1 Auswertung: Epithelzelle mit geschadigter DNA

2.2.9 Kryoschnitte

2.2.9.1 Kryokonservierung der Miniorgankulturen

Kryokonservierung bedeutet, dass Zellen oder Zellverbande auf Temperaturen von -150 °C
bis -170 °C abgekihlt werden und nach dem Auftauen die Gewebestrukturen wie vor dem
Einfrieren erhalten geblieben sind. Dies ist mdglich, da bei solch niedrigen Temperaturen der
Stoffwechsel der Zellen auf ein Minimum reduziert wird [Mazur et al., 1966].

Prinzipiell wird bei der Kryokonservierung eine Miniorgankultur in ein Plastikschélchen
(Tissue-Tek® Cryomold®) eingebracht. Das Behaltnis wird mit einem Medium zum Einbetten
von Gewebeproben, welches aus wasserléslichen Glycolen und Harzen besteht (Optimal Cut-
ting Temperature (O.C.T.) - Compound), luftblasenfrei aufgefullt. Die eingebetteten Gewebe-
stucke werden dann langsam in flissigem Stickstoff eingefroren. Um Gewebeschéden durch
Gefrierbrand zu vermeiden, werden die Gewebebldcke in Alufolie eingewickelt und bis zur
Anfertigung der Gefrierschnitte in einem Gefrierschrank bei -20 °C verwahrt.

Fur die Kyrokonservierung von Miniorgankulturen, die fur die immunhistochemische Darstel-
lung der Expression des EGFR verwendet werden sollten, wurden am Tag der Inkubation mit
den aktivitdtsmodulierenden Substanzen des EGFR von jeder Versuchsreihe Miniorgankultu-
ren auf jeweils drei Wells einer 24- Wellplatte verteilt. Die Miniorgankulturen in den drei
Wells erfuhren unterschiedliche Behandlungen, wobei die erste der Betrachtung des Expressi-
onsmusters nach Abschluss der Kultivierung diente. In das zweite Well wurde Cetuximab
zugegeben, um die Aktivitdt des EGFR zu blockieren. Die Miniorgankulturen des dritten

Wells wurden mit TGFa inkubiert, um die Aktivitat zu stimulieren. Diese Stoffe wirkten 72
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Stunden auf die Miniorgankulturen ein. Daraufhin wurden die Miniorgankulturen zweimal
mit BEGM gereinigt und einem 48stundigen Ruheintervall zugefthrt.

Am Tag der Inkubation mit BPDE wurden die Miniorgankulturen wie zuvor beschrieben ein-
gefroren.

2.2.9.2 Anfertigung der Kryoschnitte

Mit Hilfe eines Mikrotoms wurden die Gefrierblocke in 5 um dicke Scheiben geschnitten,
wobei die Umgebungstemperatur -19 bis -25 °C betrug. Diese Schnitte wurden auf Objekttra-
ger aufgebracht und Gber eine Dauer von zw0lf Stunden luftgetrocknet.

Um die Gewebeschnitte auf den Objekttragern zu fixieren, wurden diese nach der vollstandi-
gen Trocknung flr zehn Minuten in 4 °C kaltes Aceton gestellt und (iber Nacht bei Raumluft

trocknen gelassen.

2.2.10 Hamalaun- Eosin-Farbung der Kryoschnitte

Die Hamalaun-Eosin-Farbung (HE-Féarbung) ist die Standardfarbung in der Histologie, die
einen Uberblick tiber die Struktur des Gewebes liefert. Dabei lasst sich normales Gewebe von
entzlindlich oder degenerativ verandertem Gewebe sowie von dysplastischem Gewebe unter-
scheiden [Avwioro et al., 2011].

Mit dem basischen Farbstoff Hamalaun werden die Zellkerne blau angefarbt und der saure
Farbstoff Eosin dient zur Darstellung des Zytoplasmas, welches unter dem Lichtmikroskop
rot erscheint.

Fir die Hamalaun-Eosin-Farbung wurden die Gefrierschnitte durch Aceton auf den Objekt-
tragern fixiert. Diese wurden in eine Glaskuvette mit Aqua bidest fir fiinf Minuten gestellt.
Daraufhin erfolgte die Farbung der Zellkerne mit Hilfe der Hamalaunlésung nach Mayer fur
vier Minuten. Anschlieend wurden die Kerne unter flieRendem Leitungswasser in zehn Mi-
nuten geblaut. Um die Uberschissigen Farbreste von den Objekttragern zu entfernen, wurden
die Objekttréager fur zwei Minuten in Aqua bidest gereinigt.

Zur Gegenfarbung des Zytoplasmas wurden die Schnitte einer Eosinlosung fiir drei Minuten
zugefuhrt, woraufhin die Farbreste wiederum durch Aqua bidest entfernt wurden.

Die Proben wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 85 %, 100 %) fur jeweils funf
Minuten entwaéssert. Die Aushartung durch Xylol war nach zehn Minuten erreicht.

Um die gefarbten Schnitte mikroskopisch begutachten zu kénnen, wurden die Objekttrager

mit einem neutralen Kunstharz (Eukit®) eingedeckt.
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2.2.11 Immunhistochemische Darstellung des EGFR

Bei der Immunhistochemie handelt es sich um ein Verfahren, das dazu dient, Zellproteine in
Gewebeschnitten mit Hilfe einer Antigen-Antikorperreaktion histologisch zu lokalisieren und
zu identifizieren. Dabei fungiert das nachzuweisende Protein als Antigen. Der spezifische
Antikorper (Primarantikdrper) stammt meist aus dem Serum eines Versuchstieres, welches
mit diesem Stoff geimpft und somit immunisiert wurde.

Fur die Darstellung und Quantifizierung des EGFR wurde in dieser Arbeit die indirekte Me-
thode der Immunhistochemie angewendet. Hierbei wird der gebundene Primarantikdrper mit-
tels eines markierten Sekundarantikdrpers nachgewiesen und sichtbar gemacht. Nach der da-
rauffolgenden Gegenfarbung erfolgt eine semiquantitative Auswertung mit dem Lichtmikro-
skop.

Im Folgenden sowie in der Tabelle 10 sind die einzelnen Schritte dieser indirekten Methode

der Immunhistochemie beschrieben.

a) Demaskierung der EGFR-Antigenstellen durch Proteinase K

Die Proteinase K wirkt proteolytisch und bewirkt so eine Andauung des Gewebeverbandes,
was die EGFR-Antigenstellen demaskiert. Durch diese Maltinahme wird es dem Primaranti-
korper ermdglicht, das Antigen als Bindungsstelle zu erkennen. Hierfiir wurden die Objekt-
trager aus dem destillierten Wasser entfernt und mit einem Zellstofftuch getrocknet. Darauf-
hin erfolgte die Inkubation mit 100 pl Proteinase K fur funf Minuten. Die Andauung des Ge-
webes wurde durch die Spilung und einer sich anschlielenden fiinfmin(tigen Inkubation der

Objekttrager mit Aqua bidest gestoppt.

b) Blockieren der endogenen Peroxidaseaktivitat

Die verwendete Farbemethode liefert einen indirekten Nachweis des Antigens, indem der
Antikdrper, der mit Peroxidaseketten markiert ist, an den EGFR bindet. Dies bewirkt nach der
Substrat- und Chromogenumsetzung einen Farbniederschlag, so dass vor der Substrat-
Chromogen-Reaktion die endogene Peroxidaseaktivitat ausgeschaltet werden muss.

Es erfolgte die Blockierung der endogenen Peroxidaseaktivitat durch eine funfminitige Inku-
bation mit 100 ul 3 % H,0,. Nach Ablauf dieser Zeit erfolgte eine Spiilung und Inkubation

der Objekttrager mit einer Pufferlésung fur finf Minuten.

c) Inkubation mit dem Priméarantikérper bzw. dem Negativkontrollreagenz
Um eine Austrocknung der Gewebeschnitte zu verhindern, erfolgten dieser und der darauffol-

gende Farbeschritt in einer feuchten Kammer. Die Inkubationszeit mit jeweils 100 pl des Pri-
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marantikOrpers (monoklonaler Maus-1gG-Antikorper) beziehungsweise des Negativkontroll-
reagenzes (monoklonaler Maus 19G;-Antikorper) betrug 30 Minuten. Daran schloss sich wie-
derum eine Reinigung von den Substanzen mit Pufferlésung und einer Inkubationszeit von

funf Minuten an.

d) Inkubation mit dem Dextranpolymer
Die Objekttrager wurden 30 Minuten mit 100 pl des Sekundérantikorpers inkubiert. Dieser
war an ein Dextran-Polymermolekil gebunden und mit Meerrettich-Peroxidase markiert. Es

schloss sich wieder eine Spulung mit Pufferldsung und eine finfminitige Inkubationszeit an.

e) Inkubation mit der DAB+ Substrat-Chromogen-Ldsung
Die Gewebeschnitte wurden flr zehn Minuten mit 100 pg der DAB+ Substrat-Chromogen-
Losung inkubiert und die Uberreste daraufhin mit destilliertem Wasser abgewaschen und fiir

funf Minuten in eine Kivette mit Aqua bidest tberfuhrt.

f) Gegenfarbung mit Himalaun
Die Gegenfarbung der Zellkerne schloss sich an die immunhistochemische Farbung der Ge-
webeschnitte an. Daflir wurden die Objekttrédger fur vier Minuten in eine Hamalaunlésung

gegeben und anschlielend fir zehn Minuten unter flieRendem Leitungswasser geblaut.

g) Versiegelung der Objekttrager

Nachdem die Feinschnittpréaparate luftgetrocknet waren, wurden die Gewebeschnitte mit Kai-
ser-Gelatine eingedeckt und mit einem Deckgléschen versehen. Die Objekttrdger wurden bis
zur Auswertung lichtgeschitzt und bei Raumtemperatur aufbewahrt, um eine Signalabschwa-

chung zu verhindern.

h) Semiquantitative Auswertung

Die immunhistochemisch gefarbten Gewebeschnitte wurden mit Hilfe eines Lichtmikroskops
ausgewertet, wobei die Expression des EGFR semiquantitativ festgestellt wurde.

Hierfir wurde folgende Gradeinteilung zur Einstufung der Expression verwendet [Taoudi et
al., 2010]:

Grad 0: keine Féarbung; Grad 1: schwache Farbung; Grad 2: moderate Farbung; Grad 3: starke
Farbung
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2.2.12 Methodenspezifische Materialien

2.2.12.1 Herstellung des Kulturmediums fir Miniorgankulturen

Kulturmedium fiir Miniorgankulturen

Kurzbeschreibung

Né&hrmedium Bronchial Epithelial Growth
Medium (BEGM):

500 ml Bronchial Epithelial Basal Medium
(BEBM) + Supplement Pack

(BPE, Epidermal Growth Factor, Insulin,
Hydrocortison, Epinephrin, Trijodthyronin,
Transferrin, Retinoic Acid) + Anti-
mikrobieller Zusatz (100 pl Amphotericin
B, 5 pl Gentamycin)

Epidermal Growth Factor aus dem Supple-
ment Pack entfernen,

Supplement Pack und antimikrobiellen Zu-
satz unter sterilen Bedingungen zum BEBM
zugeben,

gut durchmischen,

bei 4 °C lagern

Agar 1,5 % fur 24 Wellplatten

Kurzbeschreibung

0,45 g Agar Noble,
30 ml Aqua bidest

Agarosepulver mit Aqua bidest mischen
Aufkochen in Mikrowelle

Sterile Filtration

DMEM Lo6sung fur 24- Wellplatten

Kurzbeschreibung

9,99 g DMEM- Pulver
11,96 g HEPES- Pulver
500 ml Aqua bidest

DMEM- und HEPES-Pulver in Aqua bidest
auflosen,
pH auf 7,2 einstellen,

steril filtrieren

Agar fur 24-Wellplatten

Kurzbeschreibung

30 ml 1,5 % Agar Noble

30 ml DMEM

6 ml FCS

7,5 pl nicht essentielle Aminoséauren
120 pl Penicillin/Streptomycin

240 ul Amphotericin B

DMEM, FCS, nicht essentielle Aminoséuren,
Penicillin/Streptomycin, Amphotericin B
mischen und gut schwenken,

Agarose in Mikrowelle aufkochen,

beide Komponenten zusammengeben,

in jedes Well je 250 ul geben,

bei 4 °C im Kiihlschrank ausharten lassen

Tabelle 7. Methodenspezifische Materialien: Herstellung des Kulturmediums fiir Miniorgankulturen
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2.2.12.2 Herstellung der Losungen fir die Einzelzell- Gelelektrophorese

Einzelzell- Gelelektrophorese

Kurzbeschreibung

Agarose 0,5 %:
0,05 g 0,5 % Low-Melting Agarose
10 ml PBS

Agarosepulver einwiegen,

PBS dazugeben,

in Mikrowelle aufkochen,

bei 37 °C im Wasserbad bis zur
Weiterverarbeitung aufbewahren

Agarose 0,7 %:
0,07 g 0,7 % Normal-Melting Agarose
10 ml PBS

Agarosepulver einwiegen,

PBS dazugeben,

in Mikrowelle aufkochen,

bei 37 °C im Wasserbad bis zur Weiterver-

arbeitung aufbewahren

Lysestammldsung:

146,4 g NaCl [2,5 MI]

1,2 g Trihydroxymethylaminomethan
[19 mM]

37,2 g Na,EDTA [100 mM]

10 g N-Laurylsacrosinnatriumsalz (1 %)
Aqua bidest

NaCl, Trihydroxymethylaminomethan,
N-Laurylsacrosinnatriumsalz in 500 ml Ag-
ua bidest geben,

Na,EDTA und NaOH-Platzchen in 160 ml
Aqua bidest lsen,

pH auf 10 einstellen,

auf 1 | mit Aqua bidest auffullen

Lysepuffer:
1 ml Triton X-100
10 mI DMSO

89 ml Lysestamml6sung

Triton X-100 und DMSO in Messzylinder
geben,

auf 100 ml mit Lysestammldsung auffillen

Elektrophoresepuffer:

24 g NaOH-Pellets [300 mM]
0,744 g Na,EDTA [1 mM]
Agqua bidest

NaOH-Pellets, Na,OH-Platzchen einwiegen,
auf 2 | mit Aqua bidest auffullen,
Aufbewahrung im Kihlschrank bei 4 °C

Neutralisationspuffer:
48,5 g Trihydroxymethylaminomethan
Aqua bidest

Trihydroxymethylaminomethan in 1 | Aqua
bidest geben, pH auf 7,5 einstellen,

Aufbewahrung bei Raumtemperatur

Ethidiumbromidlésung:
0,2 mg/ml Ethidiumbromidstammldsung
Agua bidest

Verdinnung der Ethidiumbromidstammlo-
sung mit Aqua bidest im Verhaltnis 1:10,

steril filtrieren,
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lichtgeschutzte Aufbewahrung im Kiihl-
schrank bei 4 °C

Tabelle 8. Methodenspezifische Materialen: Herstellung der Losungen fir die Einzelzell- Gelelektrophorese
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2.2.12.3 Materialen zur Durchfihrung der HE-Farbung

HE-Farbung

Kurzbeschreibung

Aceton 100 %

Fixierung der Gewebeschnitte auf Objekt-
trdgern durch 4°C kaltes Aceton flr zehn
Minuten,

Spulung mit Aqua bidest flr funf Minuten

H&malaun-Gebrauchslosung

gebrauchsfertig
Obijekttréager fur funf Minuten in Hamalaun-
Gebrauchslésung nach Mayer

Leitungswasser

Blauen der Objekttrager fiir zehn bis flinf-
zehn Minuten unter flieRendem Leitungs-
wasser,

Spulung mit Aqua bidest fur zwei Minuten

Eosin-Losung:

gebrauchsfertig

1 Tropfen Eisessig auf 100 ml Eosinlésung,
Gegenfarbung fur drei Minuten in der Eosin-
I6sung,

kurz mit Aqua bidest spiilen

Aufsteigende Alkoholreihe:
70 %

85 %

100 %

Entwassern flr jeweils finf Minuten in auf-

steigender Alkoholreihe

Xylol

Fur zehn Minuten in Xylol Aushérten lassen

Neutralharz (Eukit®)

Eindecken der Objekttrager mit Eukit®

Tabelle 9. Methodenspezifische Materialien: Durchfiihrung der HE-Farbung
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2.2.12.4 Materialien zur Durchfiihrung der immunhistochemischen Farbung des

EGFR

Immunhistochemische Farbung des EGFR

Kurzbeschreibung

Paraformaldehyd 3,5 %

7 g Paraformaldehyd mit 100 ml Aqua bi-
dest unter Hitze rihren,

Kklaren der Losung mit Natrium-Hydroxid-
Losung,

Zugabe von 100 ml doppeltkonzentrierter
PBS-L6sung,

ph-Wert auf 7,0-7,4 einstellen (Messung
mit Teststreifen),

Filtration,

Reifen der Losung in lichtgeschitzter Fla-
sche bei 4 °C uber Nacht

(Haltbarkeit maximal vier bis finf Tage)

HBS-Puffer

78,8 g Natriumchlorid,

7,4 g Kaliumchlorid,

0,81 g Magnesiumdichlorid,
1,1 g Calciumdichlorid,
23,6 g Hepes

1 | Aqua bidest mit NaOH auf ph 7,4 ein-
stellen,
HBS-Puffer 1:10 mit Aqua bidest verdin-

nen

EGFR pharmDx'VKit:
Proteinase K:
<0,1 % Proteinase K in Tris-HCI-Puffer ver-

dinnt

Peroxidase Block:
3 % Wasserstoffperoxid (H,0)

gebrauchsfertig-
jeden Objekttrager mit 100 ul Proteinase K

inkubieren

gebrauchsfertig-
jeden Objekttrager mit 100 ul Peroxidase

Block inkubieren
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EGFR-Priméarantikorper:
Monoklonaler Maus-1gG-Antikorper gegen
humanes EGFR-Protein

Negativkontrollreagenz:

Monoklonaler Maus-1gG;

Dextran-Polymer:

Dextran-Polymer mit Meerrettich-Peroxidase
und anti-Maus Sekund&rantikorper von der
Ziege konjugiert

DAB+ Substrat-Chromogen-L&sung:

1 ml Diaminobenzidin (DAB) + Substratpuf-
fer

ein Tropfen fliissiges DAB + Chromogen

Waschpuffer:

1 | Tri-gepufferte-Kochsalzlosung versetzt
mit Polysorbat 20

Aqua bidest.

gebrauchsfertig-
jeden Objekttrager mit 100 pul EGFR-

Priméarantikorper inkubieren

gebrauchsfertig-

jeden Objekttrager mit 100 pl Negativkon-
trollreagenz inkubieren

gebrauchsfertig-

jeden Objekttrager mit 100 pl Dextran-

Polymer inkubieren

DAB+ Substratpuffer in ein Reaktionsge-
fal geben,

einen Tropfen DAB+ Chromogen-L&dsung
hinzufligen,

gut durchmischen

Waschpuffer mit Aqua bidest im Verhalt-

nis 1:10 in einem Standzylinder anmischen

abelle 10. Methodenspezifische Materialien: Durchfiihrung d

er immunhistochemischen Farbung des EGFR
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3 Ergebnisse

3.1 Vitalitat der Zellen

Um eine zytotoxische Wirkung der verwendeten Testsubstanzen auf die Zellen und um
apoptotische Vorgange auszuschlieRen, wurde nach der Inkubation der Miniorgankulturen
eine Vitalitatsbestimmung mit dem Trypanblau-Ausschluss-Test durchgefiihrt. Es wurden
ausschlieBlich Proben dem Comet Assay zugefuhrt, bei denen eine Vitalitat von tber 80 %

vorlag.

3.2 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte unter Zuhilfenahme des Statistikpro-
grammes SPSS™ Version 21.

Aufgrund einer Normalverteilung der ermittelten Werte konnte der T-Test fir verbundene
Stichproben angewendet werden. Um die % tail DNA-Werte innerhalb einer Gruppe gegen-
uberstellen zu kénnen, wurde der T-Test fur verbundene Stichproben verwendet, zum Ver-
gleich von Werten zwischen den Gruppen kam der unverbundene T-Test zur Anwendung.
Das globale Signifikanzniveau wurde mit p < 0,05 festgelegt. Bei mehrfachen Testungen ent-
steht das multiple Testproblem. Um diesem zu entgegnen, wurde fir jede Nullhypothese ein
lokales Signifikanzniveau definiert, indem das globale Signifikanzniveau mit Hilfe der Bon-
ferroni-Korrektur ermittelt wurde.

Zur graphischen Darstellung wurden Boxplots angefertigt. In Boxplots werden zentrale Ten-
denzen, Streuung, Schiefe und Spannweite einer Verteilung inklusive Ausreilern in einem
Bild zusammengefasst. Die obere Begrenzung eines Boxplots ist die 75. Perzentile, die untere
Begrenzung die 25. Perzentile. Die horizontale Linie in der Box stellt den Median dar. Der
obere und untere Whisker sind die beiden Linien ober- und unterhalb der Box. Diese spiegeln
Werte wider, die aulRerhalb der Box liegen. AusreilRerwerte, die mehr als eineinhalb Boxplot-
langen auRerhalb liegen, werden mit einem Kreis [°] versehen; welche, die mehr als drei Lan-
gen aulerhalb liegen mit einem Stern [*].

Zur graphischen Darstellung des Expressionsverhaltens des EGFR wurden Saulendiagramme

mit Microsoft Excel® erstellt.
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3.3 DNA-Schadigung mit BPDE und DNA-Reparatur

Durch die Exposition mit BPDE werden DNA-Strangbriche induziert, die im alkalischen
Milieu des Comet Assay DNA-Fragmente bilden. Diese Fragmente wandern entsprechend
ihres molekularen Gewichtes im elektrischen Feld unterschiedlich weit in Richtung der Ano-
de. Kleine und leichte Fragmente legen die groRte Migrationsstrecke zurlick, wahrend grofRe
und schwere Fragmente im Zellkern bleiben. Es entsteht das Bild eines Kometen mit intakter
DNA im Kopf und klein-fragmentierter DNA-Teile im Schweif.

In der Abbildung 7 a)- c) sind unterschiedliche Schweregrade der DNA-Fraktionierung nach
der Schadigung mit BPDE dargestellt.

Die DNA-Fragmente lassen sich mit Ethidiumbromid anfarben und unter dem Fluoreszenz-
mikroskop sichtbar machen. Das AusmaR der Schadigung wurde anhand des ,.% tail DNA,

der den prozentualen Anteil der DNA im Schweif widerspiegelt, ermittelt.
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Abbildung 7. Unterschiedliche Schweregrade der DNA-Fraktionierung nach der Durchfiihrung des Comet Assay und
der Farbung mit Ethidiumbromid: a) DNA einer unbeschédigten Schleimhautzelle, b) DNA einer mittelgradig geschédig-
ten Schleimhautzelle, c) DNA einer stark geschéadigten Schleimhautzelle

In dieser Arbeit wurden Schleimhautproben von insgesamt 40 Patienten (n=40) unter Ver-
wendung des Comet Assay untersucht. Die eine Halfte der Proben (n=20) war an einem
Oropharynxkarzinom erkrankt (vier @, 16 &; in einem Alter zwischen 52 und 80 Jahren,
Durchschnittsalter 66,0 Jahre), wahrend die andere Halfte (n=20) keine Karzinomerkrankung
hatte (elf @, neun J'; in einem Alter zwischen 18 und 70 Jahren, Durchschnittsalter 34,4 Jah-

re) und als Kontrollgruppe diente.
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3.4 Einfluss der Stimulation (TGFo) und der Blockade (Cetuximab) des
EGFR auf die Mutagensensitivitat und die Reparaturfahigkeit in der

tumorfreien Kontrollgruppe und in der Karzinomgruppe
3.4.1 Tumorfreie Kontrollgruppe

3.4.1.1 DNA-Schadigung

DNA-Schadigung
Agens . .
Mittelwerte [% tail DNA]
Aquabidestillata & DMSO (neg. Kontrolle) 4,86
BPDE 20,92
Cetuximab + BPDE 16,74
TGFa + BPDE 16,40

Tabelle 11. DNA-Schédigung in der tumorfreie Kontrollgruppe (n=20): % tail DNA-Mittelwerte nach Inkubation mit
Aquabidestillata, DMSO, BPDE, Cetuximab und TGFo.

Bei jeder Schleimhautprobe wurde eine Negativkontrolle mit den Lésungsmitteln Aquabi-
destillata und Dimethylsulfoxid (DMSO) durchgefiihrt, um eine toxische Wirkung der Ein-
zelsubstanzen auszuschlieBen. Es konnte keine relevante DNA-Schédigung nachgewiesen
werden.

Ebenso wurde bei jedem Versuch eine Miniorgankultur mit BPDE inkubiert, um den DNA-
schadigenden Einfluss zu quantifizieren. Es zeigte sich im Vergleich zur Negativkontrolle
eine signifikante DNA-Schéadigung. Die alleinige Gabe der stimulierenden und blockierenden
Substanzen, TGFa und Cetuximab, auf die Schleimhautproben der tumorfreien Patienten in-
duzierte keine relevante DNA-Schédigung (hier nicht dargestellt).

Wurden die Miniorgankulturen nicht nur mit BPDE, sondern zusatzlich mit Cetuximab bezie-
hungsweise TGFa inkubiert, konnte im Vergleich zur Negativkontrolle eine signifikante
DNA-Fragmentierung beobachtet werden.

Im Vergleich mit der alleinigen BPDE-Inkubation fiihrten sowohl die Stimulation als auch die
Blockade des EGFR zu einer signifikanten Reduktion des BPDE induzierten DNA-Schadens.
Betrachtet man die DNA-Schéadigung nach der Inkubation mit Cetuximab verglichen mit der
Schéadigung nach der Gabe von TGFa, so ldsst sich kein signifikanter Unterschied verzeich-

nen.
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Die hier beschriebenen Ergebnisse sind in den Tabellen 11 und 12 sowie in der Abbildung 8

dargestellt.

Agens p-Werte
neg. Kontrolle vs BPDE <0,001
neg. Kontrolle vs Cetuximab + BPDE <0,001
neg. Kontrolle vs TGFa + BPDE <0,001
BPDE vs Cetuximab + BPDE 0,002
BPDE vs TGFa + BPDE <0,001
Cetuximab + BPDE vs TGFo + BPDE 0,541

Tabelle 12. DNA-Schadigung in der tumorfreien Kontrollgruppe (n=20): p-Werte im T-Test flir verbundene Stichproben
(Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur p < 0,007)
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Abbildung 8. Darstellung der DNA-Schadigung in der tumorfreien Kontrollgruppe (n=20). Vergleich der % tail DNA
Werte. Eine Markierung mit einem Stern (*) beschreibt einen statistisch signifikanten Unterschied im Vergleich zur Schadi-
gung mit BPDE. Eine Markierung mit einer Raute (#) beschreibt einen statistisch signifikanten Unterschied im Vergleich zur

Negativkontrolle.
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3.4.1.2 DNA-Reparatur und DNA- Reparaturkapazitat

Agens | DNA-Repara-tur
Mittelwerte [% tail DNA]
BPDE 20,92
Cetuximab + BPDE 16,74
TGFa + BPDE 16,40
Reparatur BPDE 14,50
Reparatur Cetuximab + BPDE 12,52
Reparatur TGFo + BPDE 12,44

Tabelle 13. DNA-Reparatur in der tumorfreien Kontrollgruppe (n=20): % tail DNA-Mittelwerte nach 24- stiindiger
Reparatur nach Inkubation mit BPDE und nach Zugabe von Cetuximab und TGFa

Agens DNA-Reparaturkapazitaten [%]
Reparaturkapazitat BPDE 29,7 %
Reparaturkapazitat Cetuximab + BPDE 18,6 %
Reparaturkapazitit TGFa + BPDE 22,2 %

Tabelle 14. DNA-Reparaturkapazitat in der tumorfreien Kontrollgruppe (n=20): %-Mittelwerte nach 24- stiindiger
Reparatur nach Inkubation mit BPDE und nach Zugabe von Cetuximab und TGFa

Die Reparaturfahigkeit wurde ermittelt, indem die DNA-Schadigung nach einer 24 stindigen
Reparaturphase gemessen wurde. Die Reparaturfahigkeit der Zellen wurde nach der Inkubati-
on mit BPDE alleine oder zusétzlich mit TGFa beziehungsweise mit Cetuximab betrachtet.
Zudem wurden die DNA-Reparaturkapazitaten erhoben. Die Reparaturkapazititen werden in
Prozent angegeben und zeigen an, wie viel DNA-Schaden in Relation zur Ausgangsschadi-
gung durch BPDE alleine oder unter dem zusatzlichen Einfluss von Cetuximab beziehungs-
weise TGFa repariert werden kann.

Es konnte gezeigt werden, dass die Schadigung im Vergleich zur Ausgangsschadigung nach
der 24 stiindigen Reparaturphase signifikant reduziert war.

Die Miniorgankulturen, deren EGFR Aktivitdt durch Cetuximab beziehungsweise TGFa mo-
duliert wurde, wurden nach der 24 stundigen Reparaturphase betrachtet und mit der Aus-

gangsschadigung, hervorgerufen durch BPDE, verglichen. Die DNA-Fragmentierung war
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nach der Reparaturphase sowohl unter dem Einfluss von Cetuximab als auch unter dem von
TGFa signifikant geringer als die Ausgangsschadigung.

Die Zellen, die vor der Reparaturphase mit Cetuximab beziehungsweise TGFa inkubiert und
mit BPDE geschadigt worden waren, wurden mit der DNA-Schadigung nach dem Reparatu-
rintervall verglichen. Die DNA-Schaden wurden unter dem Einfluss der EGFR-
aktivitatsmodulierenden Substanzen signifikant gesenkt.

Verglichen wurde auch die DNA-Schadigung unter dem Einfluss von Cetuximab mit der
Schéddigung nach der Inkubation mit TGFa nach Ablauf des Reparaturintervalls. Es zeigte
sich kein signifikantes Ergebnis.

Der Mittelwert der Reparaturkapazitaten nach der Inkubation mit BPDE betrug 29,7 %, unter
dem zusétzlichen Einfluss von Cetuximab ergab sich ein Mittelwert von 18,1 % und unter
dem Einfluss von TGFa anstelle von Cetuximab lieR sich ein Mittelwert von 22,2 % erheben.
Die Reparaturkapazitadt der DNA nach der Schadigung mit BPDE verglichen mit der Repara-
turkapazitat unter dem zusétzlichen Einfluss von Cetuximab beziehungsweise TGFa lieB sich
nicht signifikant beeinflussen. Wurden die Reparaturkapazitaten unter einerseits dem Einfluss
von Cetuximab und andererseits von TGFo miteinander verglichen, ergab sich kein signifi-
kantes Ergebnis.

Die hier beschriebenen Ergebnisse sind in den Tabellen 13, 14, 15 und 16 sowie in der Abbil-
dung 9 dargestellt.

Agens p-Werte
BPDE vs Rep BPDE <0,001
BPDE vs Rep Cetuximab + BPDE <0,001
BPDE vs Rep TGFa + BPDE <0,001
Cetuximab + BPDE vs
) 0,003
Rep Cetuximab + BPDE
TGFo + BPDE vs
<0,001
Rep TGFa + BPDE
Rep Cetuximab + BPDE vs
0,916

Rep TGFo + BPDE

Tabelle 15. DNA-Reparatur in der tumorfreien Kontrollgrupp (n=20): p-Werte im T-Test flir verbundene Stichproben

(Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur p < 0,007)
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Agens p-Werte
RepKap BPDE vs
. 0,264
RepKap Cetuximab + BPDE
RepKap BPDE vs
0,228
RepKap TGFa + BPDE
RepKap Cetuximab + BPDE vs
0,744

RepKap TGFa + BPDE

Tabelle 16. DNA-Reparaturkapazitat in der tumorfreien Kontrollgruppe (n=20):p-Werte im T-Test fur verbundene
Stichproben (Signifikanzniveau p < 0,05)
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Abbildung 9. Darstellung der DNA-Reparatur in der tumorfreien Kontrollgruppe (n=20): Vergleich der % tail DNA-
Werte: Eine Markierung mit einem Stern (*) beschreibt einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen der Reparatur
und der jeweiligen dazugehdrigen Ausgangsschadigung. Eine Markierung mit einer Raute (#) beschreibt einen statistisch
signifikanten Unterschied zwischen der Reparatur und der Schadigung mit BPDE.
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3.4.2 Karzinomgruppe

3.4.2.1 DNA-Schadigung

DNA-Schadigung
Agens . .
Mittelwerte [% tail DNA]
Aquabidestillata & DMSO (neg. Kontrolle) 4,30
BPDE 21,50
Cetuximab + BPDE 16,15
TGFa + BPDE 13,39

Tabelle 17. DNA-Schadigung in der Karzinomgruppe (n=20): % tail DNA-Mittelwerte nach Inkubation mit Aquabidestil-
lata, DMSO, BPDE, Cetuximab und TGFa

Auch in der Karzinomgruppe wurden die Losungsmittel Aqua bidestillata und DMSO auf ihre
DNA schadigende Wirkung getestet. Es konnte bei keiner der Kontrollen eine relevante Sché-
digung nachgewiesen werden.

Die Inkubation mit BPDE zeigte im Vergleich zur Negativkontrolle eine signifikante DNA-
Schidigung. Wurden die Schleimhautproben nur mit Cetuximab bzw. TGFa inkubiert, konnte
kein DNA schadigender Einfluss festgestellt werden (hier nicht dargestellt).

Im Vergleich zur Negativkontrolle war durch das Zufligen von Cetuximab beziehungsweise
TGFa zu BPDE eine signifikante DNA-Fragmentierung zu verzeichnen. Im Vergleich zur
DNA-Schadigung, die alleine durch BPDE hervorgerufen wurde, konnte durch Zugabe von
Cetuximab beziehungsweise TGFo der DNA-Schaden signifikant reduziert werden. Wurde
die Schadigung durch BPDE einmal unter dem Einfluss von Cetuximab und einmal unter der
Wirkung von TGFa betrachtet, zeigte sich ein signifikant geringerer DNA-Schaden nach der
Inkubation mit TGFa. (siehe Tabelle 17 und 18)

Die hier beschriebenen Ergebnisse sind in den Tabellen 17 und 18 sowie in der Abbildung 10

dargestellt.
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Agens p-Werte
neg. Kontrolle vs BPDE <0,001
neg. Kontrolle vs Cetuximab + BPDE <0,001
neg. Kontrolle vs TGFa + BPDE <0,001
BPDE vs Cetuximab + BPDE <0,001
BPDE vs TGFa + BPDE <0,001
Cetuximab + BPDE vs TGFa + BPDE 0,004

Tabelle 18. DNA-Schadigung in der Karzinomgruppe (n=20): p-Werte im T-Test flir verbundene Stichproben (Signifi-
kanzniveau nach Bonferroni-Korrektur p <0,007)
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Abbildung 10 Darstellung der DNA-Schédigung in der Karzinomgruppe (n=20): Vergleich der % tail DNA-Werte:
Eine Markierung mit einem Stern (*) beschreibt einen statistisch signifikanten Unterschied im Vergleich zur Schadigung mit
BPDE. Eine Markierung mit einer Raute (#) beschreibt einen statistisch signifikanten Unterschied im Vergleich zur Negativ-
kontrolle. Eine Markierung mit einem Quadrat (m) beschreibt einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen der Sché-
digung mit BPDE unter dem Einfluss von TGFa verglichen mit der Wirkung von Cetuximab auf die Schadigung mit BPDE.
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3.4.2.2 DNA-Reparatur und DNA-Reparaturkapazitat

Agens | DNA-Repara-tur
Mittelwerte [% tail DNA]
BPDE 21,50
Cetuximab + BPDE 16,15
TGFa + BPDE 13,39
Reparatur BPDE 12,66
Reparatur Cetuximab + BPDE 12,06
Reparatur TGFa + BPDE 10,83

Tabelle 19. DNA-Reparatur in der Karzinomgruppe (n=20): % tail DNA-Mittelwerte nach 24- stindiger Reparatur nach
Inkubation mit BPDE und nach Zugabe von Cetuximab und TGFa

Agens DNA-Reparaturkapazitaten [%]
Reparaturkapazitat BPDE 38,5 %
Reparaturkapazitat Cetuximab + BPDE 19,4 %
Reparaturkapazitit TGFa + BPDE 16,0 %

Tabelle 20. DNA-Reparaturkapazitat in der Karzinomgruppe (n=20): %-Mittelwerte nach 24- stiindiger Reparatur nach
Inkubation mit BPDE und nach Zugabe von Cetuximab und TGFa

Wie auch in der tumorfreien Kontrollgruppe wurden die tumorfreien Schleimhautzellen der
Karzinompatienten einem 24-stindigen Reparaturintervall zugefiihrt. Das Reparaturverhalten
wurde nach der Inkubation mit BPDE alleine und nach der zusétzlichen Gabe von Cetuximab
bzw. TGFa eruiert. Aquivalent zur tumorfreien Kontrollgruppe erfolgte auch in der Karzi-
nomgruppe die Erhebung der Reparaturkapazitaten.

Nach dem 24-stiindigen Reparaturintervall war die DNA-Schadigung nach Inkubation mit
BPDE alleine im Vergleich zum Ausgangswert der BPDE-Schadigung signifikant gesenkt.
Auch wurden die Werte der Zellen nach der 24 stiindigen Reparaturphase betrachtet, die unter
dem Einfluss von Cetuximab oder TGFa standen und mit BPDE inkubiert wurden, verglichen
mit der Ausgangsschadigung durch BPDE. Es zeigte sich eine signifikant geringere DNA-
Fragmentierung nach der Reparaturphase sowohl unter dem Einfluss von Cetuximab als auch

unter dem von TGFa verglichen mit der Ausgangsschddigung.
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Zudem wurde ein Vergleich der Werte der Zellen, die vor der Reparaturphase mit BPDE und
Cetuximab beziehungsweise TGFa inkubiert worden waren, mit den Werten der Zellen nach
dem Reparaturintervall verglichen. Hierbei konnte keine signifikante Senkung der DNA.-
Fragmentierung festgestellt werden.

Verglichen wurde auch die DNA-Schadigung unter dem Einfluss von Cetuximab mit der
Schéadigung nach der Inkubation mit TGFa nach dem Reparaturintervall. Es zeigte sich kein
signifikanter Unterschied.

Der Mittelwert der DNA-Reparaturkapazitaten unter dem Einfluss von BPDE betrug 38,5 %.
Die Reparaturkapazititen nach der zusétzlichen Inkubation mit Cetuximab bzw. TGFa erga-
ben Mittelwerte von 19,4 % bzw. 16,0 %. Der Vergleich der Reparaturkapazitat nach der
Schadigung mit BPDE mit der Kapazitat sowohl nach der zusétzlichen Inkubation mit Cetu-
ximab als auch mit TGFa ergab eine signifikant reduzierte Reparaturkapazitit nach der Gabe
der EGFR- aktivitdtsmodulierenden Substanzen. Wurde die Reparaturkapazitt unter dem
Einfluss von Cetuximab mit der Reparaturkapazitat unter der Wirkung von TGFa verglichen,
ergab sich kein signifikantes Ergebnis.

Die hier beschriebenen Ergebnisse sind den Tabellen 19, 20, 21, 22 sowie in der Abbildung
11 dargestelit.

Agens p-Werte
BPDE vs Rep BPDE <0,001
BPDE vs Rep Cetuximab + BPDE <0,001
BPDE vs Rep TGFa + BPDE <0,001
Cetuximab + BPDE vs
) 0,009

Rep Cetuximab + BPDE
TGFo + BPDE vs

0,019
Rep TGFa + BPDE
Rep Cetuximab + BPDE vs

0,093

Rep TGFa + BPDE
Tabelle 21. DNA-Reparatur in der Karzinomgruppe (n=20): p-Werte im T-Test fur verbundene Stichproben (Signifi-

kanzniveau nach Bonferroni-Korrektur p <0,007)
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Agens p-Werte
RepKap BPDE vs
. 0,011
RepKap Cetuximab + BPDE
RepKap BPDE vs
0,021
RepKap TGFa + BPDE
RepKap Cetuximab + BPDE vs
0,749

RepKap TGFa + BPDE
Tabelle 22. DNA-Reparaturkapazitat in der Karzinomgruppe (n=20): p-Werte im T-Test fir verbundene Stichproben

(Signifikanzniveau p < 0,05)
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Abbildung 11. Darstellung der DNA-Reparatur in der Karzinomgruppe (n=20): Vergleich der % tail DNA-Werte:
Eine Markierung mit einer Raute (#) beschreibt einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen der Reparatur und der
Schédigung mit BPDE
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3.4.3 Vergleich zwischen tumorfreier Kontrollgruppe und Karzinomgruppe

3.4.3.1 DNA-Schadigung

Kontrollgruppe

Karzinomgruppe

Agens . . ) .
Mittelwerte [% tail DNA] Mittelwerte [% tail DNA]
BPDE 20,92 21,50
BPDE + Cetuximab 16,74 16,15
BPDE + TGFa 16,40 13,39

Tabelle 23. Vergleich tumorfreie Kontrollgruppe (n=20) vs Karzinomgruppe (n=20): % tail DNA- Mittelwerte der
DNA-Schédigung nach Inkubation mit BPDE und nach Inkubation mit Cetuximab und TGFa

Der Vergleich der reinen Schadigung mit BPDE in der Kontrollgruppe und in der Karzinom-

gruppe ergab keinen signifikanten Unterschied. Im Vergleich der tumorfreien Kontrollgruppe

mit der Karzinomgruppe ergab sich kein signifikanter Unterschied im Falle der zusatzlichen

Inkubation mit Cetuximab. Bei der Inkubation mit TGFa hingegen konnte in der Karzinom-

gruppe eine signifikant geringere DNA-Fraktionierung festgestellt werden als in der tumor-
freien Kontrollgruppe.

Die hier beschriebenen Ergebnisse sind in den Tabellen 23 und 24 sowie in der Abbildung 12

dargestellt.

Agens- Vergleich Kontrollgruppe vs

TGFa + BPDE (Karzinomgruppe)

) p-Werte
Karzinomgruppe

BPDE (Kontrollgruppe) vs

( ! gruppe) 0.697
BPDE (Karzinomgruppe)
Cetuximab + BPDE (Kontrollgruppe) vs 0,655
Cetuximab + BPDE (Karzinomgruppe) ’
TGFa + BPDE (Kontrollgruppe) vs

( gruppe) 0.006

Tabelle 24.Vergleich tumorfreie Kontrollgruppe (n=20) vs Karzinomgruppe (n=20): p-Werte im T-Test fur unverbun-

dene Stichproben (Signifikanzniveau p< 0,05)
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Abbildung 12. Vergleich tumorfreie Kontrollgruppe (n=20) vs Karzinomgruppe (n=20) bezlglich der DNA-
Schadigung: Vergleich der % tail DNA Werte: Eine Markierung mit einem Stern (*) beschreibt einen statistisch signifi-
kanten Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der Karzinomgruppe.
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3.4.3.2 DNA-Reparaturkapazitat

Kontrollgruppe Karzinomgruppe
Agens Mittelwerte Reparaturkapazitat Mittelwerte Reparaturkapazitat
[%] [%]
RepKap BPDE 29,7 38,5
RepKap Cetuximab
18,6 19,4
+ BPDE
RepKap TGFa +
22,2 16,0
BPDE

Tabelle 25. Vergleich Reparaturkapazitat [%] tumorfreie Kontrollgruppe (n=20) vs Karzinomgruppe (n=20): nach
Inkubation mit BPDE und nach Zugabe von Cetuximab oder TGFo.

Im Vergleich der tumorfreien Kontrollgruppe mit der Karzinomgruppe beziiglich der DNA-
Reparaturkapazitat der Zellen konnte weder nach der Inkubation mit BPDE alleine noch nach
der zusatzlichen Inkubation mit Cetuximab oder mit TGFa ein signifikanter Unterschied ge-
zeigt werden.

Die hier beschriebenen Ergebnisse sind in den Tabellen 25 und 26 sowie in der Abbildung 13

dargestellt.

Vergleich Reparaturkapazitat Kontrollgruppe
) p-Werte
vs Karzinomgruppe

RepKap BPDE (Kontrollgruppe) vs 0115
RepKap BPDE (Karzinomgruppe) ’

RepKap Cetuximab + BPDE (Kontrollgruppe)
VS 0,940
RepKap Cetuximab + BPDE(Karzinomgruppe)

RepKap TGFa + BPDE (Kontrollgruppe) vs
RepKap TGFa + BPDE (Karzinomgruppe)

0,434

Tabelle 26. Vergleich DNA-Reparaturkapazitat tumorfreie Kontrollgruppe (n=20) vs Karzinomgruppe (n=20): p-
Werte im T-Test fur unverbundene Stichproben (Signifikanzniveau p< 0,05)
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Abbildung 13. Tumorfreie Kontrollgruppe (n=20) vs Karzinomgruppe (n=20) bezlglich der DNA-

Reparaturkapazitat: Vergleich der %-Werte
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3.5 Ergebnisse der immunhistochemischen Darstellung des EGFR

Zur Darstellung der Expression des EGFR wurde ein indirektes immunhistochemisches Féar-
beverfahren an Kryoschnitten durchgefihrt. Es kommt letztendlich zu einem br&unlichen
Niederschlag, der die Antigen-Antikérperbindungsstellen indirekt sichtbar macht. Nach der
Gegenfarbung mit Hamalaun kann die Expression unter einem Lichtmikroskop beurteilt wer-
den. Je hoher die Expression des EGFR im Gewebe ist, desto intensiver ist die braunliche
Féarbung. Die Abbildung 14a) zeigt ein moderates Expressionsmuster, wahrend der Kryo-
schnitt auf Abbildung 14b) eine hohe Expression aufweist.

Die Proben, bei denen keine Expression oder eine schwache Expression (Grad 0/+) nachweis-
bar war, wurden zu einer Gruppe zusammengefasst und als niedrig- bis normal exprimiert
bezeichnet. Auch wurden die Gewebeproben mit einer moderaten und starken Expression
(Grad ++/+++) zusammengefasst und als hoch exprimiert bezeichnet.

Jede Schleimhautprobe wurde hinsichtlich ihres EGFR-Expressionsmusters nach der Kultivie-
rungszeit der Miniorgankulturen (Gruppe 1) sowie nach der Inkubation mit Cetuximab
(Gruppe 2) und mit TGFa (Gruppe 3) betrachtet. Dies sollte dazu dienen einen mdglichen
Einfluss auf das Expressionsmuster des EGF-Rezeptors durch seine Blockade und Stimulation
darzustellen. Die drei Aktivierungszustande des EGFR wurden anhand von Gewebeproben

der tumorfreien Patienten und der Karzinompatienten untersucht:

Tumorfreie Kontrollgruppe:

Gruppe 1: nach Kultivierung [n=20]

Gruppe 2: nach Inkubation mit Cetuximab [n=19]

Gruppe 3: nach Inkubation mit TGFa [n=20]

Karzinomgruppe:

Gruppe 1: nach Kultivierung [n=20]

Gruppe 2: nach Inkubation mit Cetuximab [n=20]

Gruppe 3: nach Inkubation mit TGFa [n=20]

Die Starke der Expression des EGFR wurde semiquantitativ in vier Expressionsgrade einge-
teilt [Taoudi et al., 2010]:

e GradO: keine Farbung 0 - 10 % der Zellen gefarbt
10 - 25 % der Zellen gefarbt
25 - 75 % der Zellen gefarbt

> 75 % der Zellen gefarbt

e Gradl+: schwache Farbung
e Grad2++:  moderate Farbung

e Grad 3 +++: starke Farbung
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Abbildung 14. Immunhistochemische Darstellung des EGFR: a) moderate Expression Grad 2 ++, b) starke Expression
Grad+++ [Verwendung der Abbildung 14 a) und b) mit freundlicher Genehmigung des klinisch-experimentellen HNO-
Onkologie Labors des Universitatsklinikums, Campus Innenstadt, Miinchen]

3.5.1 Tumorfreie Kontrollgruppe

In der tumorfreien Kontrollgruppe konnte in allen drei Gruppen (Gruppe 1 nach Kultivierung
ohne Behandlung mit Cetuximab oder TGFa [n=20], Gruppe 2 nach Inkubation nur mit Cetu-
ximab [n=19] und Gruppe 3 nach Inkubation nur mit TGFa [n=20]) eine Expression des
EGFR nachgewiesen werden. In den Gruppen 1 und 2 wiesen jeweils 18 Proben eine schwa-
che EGFR-Expression auf. In der Gruppe 3 waren 19 Proben schwach exprimiert. Eine starke
Expression konnte in Gruppe 1 bei zwei Patienten und in Gruppe 2 und 3 bei jeweils einem
Patienten gefunden werden. Hier scheinen die aktivitdtsmodulierenden Substanzen keinen
Einfluss auf die Expression des EGFR zu haben.

Die hier beschriebenen Ergebnisse sind in der Tabelle 27 und in der Abbildung 15 dargestellt.

Anzahl [n] 0 + ++ und +++
n=20 Gruppe 1 0 18 2
[%] nach Kultivierung 0% 90,0 % 10 %
n=19 Gruppe 2 0 18 1
[%] Inkubation mit Cetuximab | 0 % 94,7 % 5,3 %
n=20 Gruppe 3 0 19 1
[%] Inkubation mit TGFa 0% 95 % 5,0 %

Tabelle 27. Tumorfreie Kontrollgruppe (Gruppe 1 [n=20]; Gruppe 2 [n=19]; Gruppe 3 [n=20]): Immunhistochemischer

Nachweis der EGFR-Expression
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Tumorfreie Kontrollgruppe
EGFR

0 und + ++und ++

Expression

B Gruppe 1/n.Kult
B Gruppe 2/Cetux
B Gruppe 3/TGFalpha

Abbildung 15. Tumorfreie Kontrollgruppe: Immunhistochemischer Nachweis der EGFR-Expression

3.5.2 Karzinomgruppe

Auch in der Karzinomgruppe konnte in allen drei Gruppen (Gruppe 1 nach Kultivierung ohne
Behandlung mit Cetuximab oder TGFa [n=20], Gruppe 2 nach Inkubation nur mit Cetuximab
[n=20] und Gruppe 3 nach Inkubation nur mit TGFa [n=20] eine Expression des EGFR nach-
gewiesen werden. Eine schwache Expression konnte in Gruppe 1 bei elf, in Gruppe 2 bei
zwolf und in Gruppe 3 bei neun Patienten gezeigt werden. Moderat und stark waren neun
Schleimhautproben in Gruppe 1, acht Proben in Gruppe 2 und elf Proben in Gruppe 3 expri-
miert. Hier scheint es keinen Einfluss des Aktivitatszustandes des EGFR auf die Expression
zu geben.

Die hier beschriebenen Ergebnisse sind in der Tabelle 28 und in der Abbildung 16 dargestellt.
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Anzahl [n] 0 + ++und +++
n=20 Gruppe 1 0 11 9
[%] nach Kultivierung 0% 55,0 % 45,0 %
n=20 Gruppe 2 0 12 8
[%] Inkubation mit Cetuximab | 0 % 60,0 % 40,0 %
n=20 Gruppe 3 0 9 11
[%] Inkubation mit TGFa 0% 45,0 % 55,0 %

Tabelle 28. Karzinomgruppe: Immunhistochemischer Nachweis der EGFR-Expression

Karzinomgruppe
EGFR

0 und + ++und +++
Expression

B Gruppe 1/n.Kult
@ Gruppe 2/Cetux
B Gruppe 3/TGFalpha

Abbildung 16. Karzinomgruppe: Immunhistochemischer Nachweis der EGFR-Expression

3.5.3 Vergleich der EGFR-Expression zwischen tumorfreier Kontrollgruppe
und Karzinomgruppe

Zum Vergleich der beiden Patientenkollektive wurden die Patienten mit keiner und mit einer

schwachen Expression (Grad 0/+) zu einer Gruppe zusammengefasst. Diese Gruppe gilt als

niedrig- bis normal exprimiert. In der zweiten Gruppe wurden die Patienten mit einer modera-

ten und starken Expression (Grad ++/+++) zusammengefasst und als hoch exprimiert be-

zeichnet. Es wurden die drei Gruppen (Gruppe 1 nach Kultivierung ohne Behandlung mit
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Cetuximab oder TGFa, Gruppe 2 nach Inkubation nur mit Cetuximab und Gruppe 3 nach In-
kubation nur mit TGFa) zwischen der Kontrollgruppe und der Karzinomgruppe verglichen.
Die hier beschriebenen Ergebnisse sind in der Abbildung 17 dargestellt.

Tumorfreie Kontrollgruppe vs Karzinomgruppe
EGFR
100% 90% 24.26 o
0 7 (V]
T 80% -
= 60%
< 0% 53% 53%
s ’ 45% 45%
5 40%
S 40% -
2
z
20% - 9
W (] 10% 5.3% 50
0% T T T T T 1
Gruppe 1/ Gruppe 2/ Gruppe 3/
n. Kult Grad Cetux Grad TGFa Grad
Grad 0/+  ++H+++ Grad 0/+  +++++  Grad 0/+ /4
®m Tumorfreie Kontrollgruppe  mKarzinomgruppe

Abbildung 17. Vergleich tumorfreie Kontrollgruppe vs Karzinomgruppe: Immunhistochemische Darstellung der EGFR-

Expression

In der Gruppe 1 war der EGFR der tumorfreien Patienten bei 90 % schwach exprimiert und
lediglich bei 10 % moderat bis stark exprimiert. In der Karzinomgruppe lag eine schwache
Expression in 55 % der Falle und eine starke Expression in 45 % der Falle vor.

Nach der Inkubation mit Cetuximab (Gruppe 2) zeigte sich bei 94,7 % der tumorfreien Patien-
ten ein schwach exprimierter EGFR- und nur in 5,3 % ein stark exprimierter EGFR-Status. In
der Karzinomgruppe lag in 60 % eine schwache und in 40 % eine starke Expression vor.

Nach der EGFR-Stimulation mit TGFa konnte eine schwache Expression in der tumorfreien
Gruppe bei 95 % der Proben und bei 5 % eine starke Expression gezeigt werden; in der Kar-
zinomgruppe war die Expression in 45 % der Falle schwach und in 55 % stark.

Auch im Vergleich der beiden Studiengruppen miteinander kann kein grofRer Einfluss der
Modulation der Aktivitat auf das Expressionsverhalten des EGFR festgestellt werden.

Jedoch zeigte sich unabhangig von der Aktivitatsmodulation des EGFR, dass in der Karzi-

nomgruppe deutlich haufiger eine starke Expression vorlag als in der Kontrollgruppe. In der
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Karzinomgruppe liel? sich eine starke Expression in 45 bis 55 % nachweisen und der Kon-

trollgruppe in nur 5 bis 10 %.
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4 Diskussion

4.1 Auswahl der Patienten

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Schleimhautproben wurden von Patienten der
Klinik und Poliklinik fir Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde der Ludwig-Maximilians-
Universitat Miinchen gespendet. Es wurden ausschliel3lich solche Patienten fir die Studie
ausgewadhlt, die aulRer an der Grunderkrankung, die zur Operationsindikation fiihrte, an keiner
weiteren chronischen oder systemischen Erkrankung litten. Durch die Ethikkommission der
Medizinischen Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitdt Munchen wurden die Untersu-
chungen an den Schleimhautproben geprift und als solche genehmigt (Antragsnummer:
221/04).

4.2 Gewinnung oropharyngealer Schleimhaut

Die Gewinnung der oropharyngealen Schleimhautproben tumorfreier Patienten erfolgte im
Rahmen der Tonsillektomie. Hierbei wurde die Schleimhaut, die dem Operationsgebiet rand-
standig anlag, entfernt und fur diese Studie verwendet. Die Indikation zur Operation wurde
aufgrund von chronisch rezidivierenden Entziindungen oder Hyperplasien der Tonsillen mit
obstruktivem Schlafapnoesyndrom gestellt. Die Entfernung der Gaumenmandeln wurde zwar
nach Maoglichkeit in einem entziindungsfreien Intervall durchgefihrt, jedoch lieRen sich ent-
zindliche Verénderungen der entnommenen Schleimhaut nicht génzlich ausschlielen.

Bei Oropharynxkarzinomen ist das Spektrum der Erkrankungsstadien in einem Zentrum wie
der Klinik und Poliklinik fir Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde der Ludwig-Maximilians-
Universitat Minchen sehr weit gefachert. In diese Arbeit wurden nur Krankheitsfélle einge-
schlossen, die erstdiagnostiziert wurden und zuvor keine onkologische Therapie wie eine Ra-
dio- oder Chemotherapie erhalten hatten. Auch hier wurde die Schleimhaut am Resektions-
rand entnommen, um ein moglichst tumorfreies Gewebestiick zu erhalten, was zusétzlich his-

topathologisch gesichert wurde.
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4.3 Schadigung der DNA durch Benzo[a]pyren-7,8-dihydrodiol-9,10-

epoxid

Das Benzo[a]pyren-7,8-diol-9,10-epoxid ist der Hauptvertreter der polyzyklischen aromati-
schen Wasserstoffe und wurde von der International Agency for Research on Cancer der
Gruppe 1-Karzinogene zugeteilt. In dieser Gruppe befinden sich die Karzinogene, die fir den
Menschen sicher karzinogen sind [IARC Monograph Vol.92, 2007].

Die polyzyklischen aromatischen Wasserstoffe kommen in der Umwelt ubiquitér vor und ent-
stehen bei VVerbrennungsprozessen. Sie befinden sich im Zigarettenrauch, in geraucherten und
verkohlten Lebensmitteln sowie in Abgasen, die bei der unvollstdndigen Verbrennung von
fossilen Brennstoffen entstehen [Baird et al., 2005; Bostrom et al., 2002]. Die Aufnahme in
den menschlichen Korper erfolgt hauptséchlich Gber die Nahrung und die Luft. Dabei stellt
auf beiden Wegen die Schleimhaut des oberen Aerodigestivtraktes die erste Kontaktstelle dar
und ist somit der karzinogenen Wirkung ausgesetzt [DeMarini, 2004].

Benzo[a]pyren wird durch die Enzyme des Cytochrom-P450-Systems in zwei Epoxidierungs-
schritten zu dem +(anti)-Benzo[a]pyren-7,8-diol-9,10-epoxid (BPDE) metabolisiert, das in
dieser Form seine hochgradig zytotoxische, mutagene und karzinogene Wirkung hat [Smith et
al., 2000]. Es bindet kovalent an verschiedene Basen der DNA, was zu Einzelstrangbriichen
oder Punktmutationen flihrt. Diese DNA-Schaden kdnnen dann eine Aktivierung der Onko-
gene oder eine Inaktivierung der Tumorsuppressorgene bewirken, was wiederum die Entste-
hung eines Malignoms begtinstigt [Liang et al., 2003].

Die Auswirkungen auf die Gesundheit der polyzyklischen aromatischen Wasserstoffe sind
aufgrund ihrer potentiell karzinogenen und mutagenen Eigenschaften gut untersucht. In meh-
reren toxikologischen Studien mit Tieren und in Studien mit Menschen mit einer beruflich
inhalativen Exposition konnte ein deutlich gesteigertes Risiko, Lungenkrebs zu entwickeln,
nachgewiesen werden [WHO-IPCS, 1998; Armstrong et al., 2004]. Bei Méausen begunstigte
die Aufnahme von Benzo[a]pyren mit der Nahrung die Krebsentstehung ebenfalls [Culp et al.,
1998].

An humanen Fibroblasten-Zelllinien konnte gezeigt werden, dass BPDE DNA-Addukte und
Einzelstrangbriiche hervorruft. Das Ausmall der DNA-Fragmentierung wurde mit Hilfe des
Comet Assays bestimmt. Es konnte festgestellt werden, dass die Migrationsstrecke der DNA-
Fragmente mit der Konzentration des BPDE korrelierte [Hanelt et al., 1997]. BPDE kann zum

einen durch eine direkte Interaktion mit der DNA die Strangbriiche bewirken. Zum anderen
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konnen, hervorgerufen durch Reparaturenzyme, Fragmentierungen entstehen [Vande Loock et
al., 2010].

4.4  Auswahl des EGFR-Proteins und Modulation des Aktivitatszustandes

Bei tiber 90 % der Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich liegt eine Uberexpression
des EGFR vor. Auch in lediglich dysplastischem und umliegenden makroskopisch gesundem
Gewebe von Patienten mit Plattenepithelkarzinomen findet sich ein erhohter EGFR-
Expressionsstatus [Grandis et al., 1993; Reiter et al., 2010]. Dies l&sst vermuten, dass die Ak-
tivierung des EGFR-Gens fruh in der Signaltransduktion der Karzinognese eine wichtige Rol-
le spielt. Ein hohes Expressionslevel ist mit einer schlechten Prognose und einer Resistenz
gegenuber der Strahlentherapie assoziiert [Grandis et al., 1993; Ang et al., 2002; Ang et al.,
2004; Scaltriti und Baselga, 2006; Baumeister et al., 2011]. Durch seine Uberexpression und
seine wohl zentrale Rolle in der Karzinogenese bietet der EGFR ein gutes Therapieziel.

Ein Therapeutikum ist Cetuximab. Cetuximab ist der einzige monoklonale Antikorper, der fur
die Behandlung von lokal fortgeschrittenen Plattenepithelkarzinomen und von rezidivierenden
oder metastasierten Plattenepithelkarzinomen im Kopf- und Halsbereich zugelassen ist [Spe-
cenier et al., 2012]. Es handelt sich um einen rekombinanten chimaren monoklonalen Anti-
korper, der zu den Immunglobulinen der Klasse G1 gehdrt und an die extrazellulare Doméne
des EGFR etwa flnf- bis zehnmal stérker bindet als seine Liganden. Dadurch kommt es zu
einer Blockade des EGFR, was zu einer Inhibierung der Rezeptorfunktion fihrt. AuRerdem
wird die Dichte der Rezeptoren auf der Zellmembran verringert [Marshall, 2006; Specenier et
al., 2011]. In einer Phase Ill Studie, in der eine Therapie mit Cisplatin entweder in Verbin-
dung mit oder ohne Cetuximab verabreicht wurde, konnte gezeigt werden, dass Patienten mit
der héchsten EGFR-Expression schlechter auf eine Therapie mit Cetuximab ansprechen, als
die mit einem geringeren Level [Burtness et al., 2005].

Im Klinischen Alltag wird Cetuximab therapeutisch aufgrund seiner langen Halbwertszeit
einmal wdchentlich als intravendse Infusion verabreicht [FDA 2004; EMA Europa, 2011].

In dieser Arbeit wurden die Miniorgankulturen mit Cetuximab 72 Stunden vor der Schadi-
gung durch BPDE inkubiert.

TGFua ist ein natiirlicher, stimulierender Ligand des EGFR, der sowohl von gesunden als auch
von neoplastischen Zellen exprimiert wird. Neben der Uberexpression des EGFR lasst sich

auch TGFa bereits in prakanzerésem Gewebe, welches dem Prozess der Feldkanzerisierung



69 | Diskussion

unterliegt, vermehrt nachweisen. Somit kénnte die Stimulation des EGFR durch TGFa Ein-
fluss auf den Tumorprogress haben [Kalyankrishna et al., 2006]. Bei der Schadigung der tu-
morfreien Schleimhaut, die das Karzinom umgibt, ist durch polyzyklische aromatische Was-
serstoffe (PAHSs) die DNA-fragmentierende Wirkung unter Zugabe von TGFa verringert. Am
ehesten kann diese reduzierte Empfindlichkeit der Schleimhaut auf den jahrelangen Einfluss
von Noxen zuruckgefiihrt werden. In einer tumorfreien Kontrollgruppe konnte keine solche
Wirkung festgestellt werden [Baumeister et al., 2009; Baumeister et al., 2010]. Folglich hatte
die DNA eine hohere Stabilitat und wére auf den schadigenden Einfluss von BPDE weniger
sensibel als die DNA von gesunden Schleimhautzellen.

Die Inkubation der Miniorgankulturen mit TGFa erfolgte in dieser Arbeit im gleichen Zeitin-
tervall wie die Gabe von Cetuximab. Die Dauer bis zur Schadigung mit BPDE betrug folglich
ebenfalls 72 Stunden.

4.5 Diskussion der Ergebnisse

45.1 Mutagensensitivitat

Als Mutagensensitivitat wird die individuelle Empfindlichkeit gegeniiber DNA-schadigenden
Substanzen bezeichnet. Wu et al. zeigten, dass eine erhdhte Mutagensensitivitat von Lympho-
zyten, die mit Bleomycin und mit BPDE geschadigt worden waren, ein geeigneter pradiktiver
Marker zur Identifizierung eines erhdhten Risikos fur die Entwicklung einer Prakanzerose wie
einer Leukoplakie oder Erythroplasie an der Schleimhaut der Mundhdhle oder des Oropha-
rynx ist [Wu et al., 2002]. Es wurde auch ein gehauftes Auftreten von Zweitmalignomen bei-
spielsweise im Bereich des Osophagus oder der Lunge im Rahmen einer erh6hten Mutagen-
sensitivitat beobachtet [Spitz et al., 1994; Cloos et al., 2000]. In einer neueren Studie, in der
sowohl Lymphozyten als auch Schleimhautzellen von tumorfreien Patienten und von Patien-
ten mit einem Oropharynxkarzinom untersucht wurden, konnte kein signifikanter Unterschied
in der Mutagensensitivitdt beider Gruppen gefunden werden [Reiter et al., 2012].

Die oropharyngeale Schleimhaut stellt die erste Kontaktstelle mit den DNA-schadigenden
Substanzen dar. Deshalb wurden in dieser Arbeit Schleimhautproben des Oropharynx von
tumorfreien Patienten und makroskopisch tumorfreie Schleimhaut, die das Karzinom umgibt,
untersucht. Die DNA wurde durch BPDE geschadigt und das Ausmal} der Schadigung mit
Hilfe des Comet Assay quantifiziert.

Die DNA-Schidigung, gemessen in ,,% tail DNA®, war in der tumorfreien Kontrollgruppe

und in der Karzinomgruppe annéhernd gleich (siehe Tabellen 11 und 17). Somit konnten die
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Ergebnisse friiherer Studien zur Mutagensensitivitat der DNA von Lymphozyten und auch
von Miniorgankulturen bestatigt werden [Harréus et al., 1999; Harréus et al., 2004; Kleinsas-
ser et al. 2004, Reiter et al., 2012].

4.5.1.1 Einfluss von Cetuximab auf die Mutagensensitivitat

In dieser Studie wurde sowohl in der tumorfreien Kontrollgruppe als auch in der Karzinom-
gruppe die durch BPDE hervorgerufene DNA-Schadigung durch die Inkubation mit Cetuxi-
mab, verglichen mit der Schadigung durch BPDE alleine, signifikant gesenkt. Jedoch war im
Vergleich der beiden Gruppen kein signifikanter Unterschied nachweisbar.

Bereits in einer friheren Studie an Schleimhautzellen des Oropharynx wurde gezeigt, dass es
durch die Gabe von Cetuximab zu einer signifikanten Verringerung des % tail DNA einer
tumorfreien Kontrollgruppe kam. Eine denkbare Erklarung hierfir wére, dass in gesunden
Schleimhautzellen, die keiner genetischen Veranderung unterliegen, dem Rezeptor nachge-
schaltete Mechanismen flr die reduzierte Schadigung verantwortlich sind. Folglich kdnnte
Cetuximab eine schiitzende Wirkung auf gesunde Schleimhaut ausiben. Jedoch war in der
Karzinomgruppe der genannten Studie keine Reduktion der Schadigung zu verzeichnen
[Baumeister et al., 2011].

In der vorliegenden Arbeit lieR sich jedoch auch in der Karzinomgruppe eine signifikant ge-
ringere DNA-Schadigung nach Blockade des EGFR vermerken. Durch die Bindung von
Cetuximab an den EGFR ist die intrazelluldre Phosphorylierung inhibiert und es kommt in der
Folge zu einem Zellzyklus-Arrest mit verringerter Zellproliferation, Zellteilung und somit
einem gehemmten Tumorwachstum. Auch wird die Produktion von VEGF reduziert, was zu
einer vaskularen Minderversorgung des Tumors fulhrt. Des Weiteren erhoht Cetuximab nach-
gewiesener Malen den zytotoxischen Effekt von Chemotherapeutika und ionisierender Strah-
len auf die Tumorzellen [Baselga, 2001; Fan et al., 1993; Mendelsohn, 1997; Milas et al.;
2000]. Durch die erhéhte Chemo- und Radiosensibilitat ware eigentlich zu erwarten, dass die
DNA-Schadigung, hervorgerufen durch das zytotoxisch wirkende BPDE, nach der Inkubation
mit Cetuximab erhoht wird. In dieser Arbeit wurde tumorfreie Schleimhaut von Patienten mit
einem Karzinom verwendet, sprich die Schleimhaut, die schon genetischen Veranderungen,
wie dem Prozess der Feldkanzerisierung und somit einer erhéhten EGFR-AKktivitat unterlie-
gen konnte. Wie die Daten in der vorliegenden Arbeit zeigen, scheint es auch in diesem Ge-
webe Mechanismen zu geben, die zu einer Verringerung des DNA-Schadens fiihren.

Die geringere DNA-Schadigung in der Karzinomgruppe kdnnte dadurch erklart werden, dass

die erhdhte Aktivitat des EGFR in makroskopisch gesunder Schleimhaut eine physiologische
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Reaktion ist. So konnte Cetuximab auch einen schiitzenden Effekt auf die Schleimhaut haben,
die den Tumor umgibt, wie auch in der gesunden Kontrollgruppe [Baumeister et al., 2011].
Auch wadre eine Resistenz gegeniiber Cetuximab denkbar. In einigen Studien wurden ver-
schiedene Mechanismen beschrieben, die zu einer Resistenzentwicklung gegeniiber Cetuxi-
mab fuhren. In bis zu 40 % der Félle von Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich
liegt eine Mutation des EGFR vor, namlich die EGFR variant Il (EGFRvIII) [Sok et al.,
2006]. Bindet Cetuximab an EGFRvIII wird letztendlich die Zellmigration und -invasion
nicht gehemmt [Wheeler et al., 2010]. Ein anderer Mechanismus der Resistenzentwicklung ist
die vermehrte Bildung von Liganden, die mit Cetuximab um die Bindung an den Rezeptor
konkurrieren. Auch die Heterodimerisierung von anderen Mitgliedern der ErbB Rezeptor-
Familie, insbesondere von HER2 und HER3, kann eine Signalibertragung auf den EGFR
durch ein Interagieren der Rezeptoren miteinander bewirken [Brand et al., 2011; Wheeler et
al., 2008; Yonesaka et al., 2011]. Allerdings wirde man im Falle des Vorliegens einer Resis-
tenz gegen Cetuximab nicht von einer Verringerung des DNA-Schadens ausgehen, sondern
lediglich von einem gleichbleibenden Schaden.

Zur Evaluierung der Ergebnisse sind weitere Studien notwendig.

4.5.1.2 Einfluss von TGFa auf die Mutagensensitivitit

Die Inkubation der Miniorgankulturen mit TGFa bewirkte sowohl in der tumorfreien Kon-
trollgruppe als auch in der Karzinomgruppe eine signifikante Reduktion des DNA-Schadens,
verglichen mit der Schadigung durch BPDE alleine. Im Vergleich der beiden Studiengruppen
miteinander liel sich eine signifikant starkere Reduktion der DNA-Fragmentierung in der
Karzinomgruppe feststellen. Im direkten Vergleich der DNA-Schéadigung einerseits unter dem
Einfluss von Cetuximab und andererseits unter dem von TGFa, so fallt auf, dass auch hier
lediglich in der Karzinomgruppe die DNA-Schiadigung durch TGFa signifikant reduziert
wird.

In prakanzerésem Gewebe von Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich liegt nicht
nur eine Uberexpression des EGFR vor, sondern es lasst sich auch ein erhéhtes Vorkommen
des stimulierenden Liganden TGFa beobachten [Grandis et al., 1993; Kalyankrishna et al.,
2006]. Dies konnte zeigen, dass die Uberexpression des EGFR und des TGFa in der friihen
Phase der Karzinogenese eine wichtige Rolle spielt, oder die Uberexpression eine physiologi-
sche Reaktion auf den jahrelangen Einfluss von Noxen darstellt.

In friheren Studien konnte bereits beschrieben werden, dass die Stimulation des EGFR durch

TGFo den DNA- Schaden, hervorgerufen durch BPDE oder durch Cisplatin, in prékanzerds
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verdndertem Gewebe signifikant verringern kann. In einer tumorfreien Kontrollgruppe konnte
diese Wirkung nicht verzeichnet werden. Diese durch TGFa geforderte Resistenz gegenuber
BPDE konnte auf die jahrelange Exposition der Schleimhaut gegeniiber Noxen zurtickgefihrt
werden [Baumeister et al., 2009; Baumeister et al., 2010]. Somit hatte die DNA eine hohere
Stabilitdt und wére dem schadigenden Einfluss von BPDE gegentber nicht so empfindlich
wie die DNA von gesunden Schleimhautzellen.

Eine andere Erklarung fiir die Verringerung des DNA-Schadens in der Karzinomgruppe kénn-
te sein, dass die Signalkaskade, die nach der Stimulierung des EGFR ablduft, auch die Tran-
skription von Multidrug-Resistance-Effluxpumpen reguliert. BPDE ist ein Substrat der p-
Glykoprotein-Effluxpumpe, die wiederum von dem Multidrug-Resistance-1 Gen kodiert wird
und BPDE aus der Zelle heraus befordert [Ferguson et al., 2005; Scotto, 2003].

In dieser Studie fiel jedoch auch eine signifikante Verringerung des DNA-Schadens in der
tumorfreien Kontrollgruppe auf. TGFo wirkt ebenfalls als naturlicher Ligand des EGFR an
gesunden Schleimhautzellen. Da Multidrug-Resistance Proteine auch in gesunden Zellen vor-
kommen, kénnte BPDE zu gewissen Anteilen durch die Effluxpumpen detoxifiziert werden,
jedoch wahrscheinlich nicht in dem MaRe wie bei Schleimhautzellen, die bereits einer Uber-
expression des EGFR und des TGFa unterliegen. Auch kdnnte das Rauchverhalten des ge-
sunden Patientenkollektivs eine Rolle spielen. In dieser Studie haben die erhobenen Anamne-
sen beziiglich des Nikotinabusus ergeben, dass funf der untersuchten zwanzig Patienten aktiv
geraucht haben. Bei weiteren sieben Patienten konnte das Rauchverhalten nicht eruiert wer-
den. Da jedoch bei schon lange bestehendem Abusus eine Abschwéchung der Wirkung von
BPDE bestehen konnte, wére dies auch eine mogliche Erklarung fir die signifikante Verrin-

gerung des DNA-Schadens in der tumorfreien Kontrollgruppe.

4.5.2 DNA-Reparaturkapazitat

Neben der Mutagensensitivitat spielt auch die individuelle Féhigkeit, DNA Schaden zu repa-
rieren, die Reparaturkapazitat, eine wichtige Rolle fur die Entstehung von Plattenepithelkarzi-
nomen des oberen Aerodigestivtraktes [Blot et al., 1988; Hashibe et al., 2007].

Wie bereits beschrieben, bewirkt das karzinogen wirkende BPDE des Zigarettenrauchs die
Bildung von DNA-Addukten [Gelboin, 1980; Phillips, 1983]. Wenn der durch BPDE hervor-
gerufene DNA-Schaden nicht durch die Nukleotidexzisionsreparatur behoben werden kann,
kommt es durch die DNA-Addukte zu einer Blockade der Transkription wichtiger Gene
[Tang et al., 1992]. Harréus et al. zeigten, dass Schleimhautzellen von Patienten mit einem

Kopf-Hals-Karzinom eine geringere Reparaturfahigkeit aufwiesen als Patienten einer tumor-
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freien Kontrollgruppe. Eine mdgliche Erklarung hierflr ware, dass genetische Veranderungen
in den Enzymen vorliegen, die an der Reparatur beteiligt sind [Harréus et al., 2001]. Die indi-
viduellen, genetisch bedingten Unterschiede in der Durchfiihrung der Nukleotidexzisionsrepa-
ratur sind maligeblich an der Entstehung von Plattenepithelkarzinomen des oberen Aerodi-
gestivtraktes beteiligt [Hung et al., 2005; Parking et al., 2005; Wood et al., 2001].

Die Reparaturkapazitat beschreibt den prozentualen Anteil der reparierten DNA nach einer
festgelegten Fremdstoffschadigung innerhalb eines definierten Zeitraumes. In der vorliegen-
den Arbeit wurde die Schadigung der DNA durch die Inkubation mit BPDE hervorgerufen
und das Reparaturintervall auf 24 Stunden festgelegt. Die Berechnung der Reparaturkapazitét
erfolgt prozentual aus den % tail DNA-Werten der Mutagensensitivitét, die vor und nach dem
24 stiindigen Reparaturintervall erhoben werden.

Die Miniorgankulturen wurden nach der Inkubation mit den aktivitdtsmodulierenden Sub-
stanzen des EGFR, Cetuximab oder TGFa, der Reparaturphase fir 24 Stunden zugefiihrt. Die
absoluten Reparaturwerte wurden dann anhand des % tail DNA gemessen und die relativen
Reparaturkapazitdten in Prozent daraus errechnet. Der Vergleich erfolgte sowohl innerhalb

einer Gruppe als auch zwischen den Gruppen.

4.5.2.1 Reparaturkapazitat nach der Schadigung durch BPDE

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl in der tumorfreien Kontroll-
gruppe als auch in der Karzinomgruppe der durch die Inkubation mit BPDE alleine hervorge-
rufene Schaden signifikant repariert wurde. Jedoch wurde kein signifikanter Unterschied im
Vergleich der Reparaturkapazitaten zwischen beiden Studiengruppen festgestellt.

In einer friheren Studie konnte ebenfalls kein signifikanter Unterschied der Reparaturkapazi-
tat im Vergleich einer Patientengruppe mit Nasopharynxkarzinom und einer Kontrollgruppe
gezeigt werden. Dabei wurde die DNA-Reparaturkapazitat von Lymphozyten nach der Scha-
digung mit dem Nitrosamin NDEA nach unterschiedlich langen Reparaturintervallen betrach-
tet [Kleinsasser et al., 2005]. Folglich scheint laut der genannten Studie und den hier erhobe-
nen Ergebnissen die Karzinomentstehung nicht mit einer reduzierten Reparaturfahigkeit asso-
ziiert zu sein. Jedoch ist die Studienlage sehr kontrovers. Die meisten Studien, die sich mit der
Reparaturfahigkeit von DNA-Schaden beschaftigen, werden anhand von Lymphozyten
durchgefuhrt. Cheng et al. konnten an Lymphozyten von Patienten mit einem Karzinom im
Kopf-Hals-Bereich im Vergleich mit einem gesunden Kontrollkollektiv eine signifikant ge-
ringere Reparaturkapazitat nachweisen. Dies wiederum unterstitzt die Bedeutung der heredi-

tar verminderten Reparaturkapazitat als Risikofaktor fiir die Entstehung von Karzinomen
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[Cheng et al., 1998; Schantz, et al 1997]. In einer anderen Studie wurde nach der Schéadigung
mit Nitrosaminen sowohl die Reparaturkapazitat von Lymphozyten als auch von Epithelzellen
bei Patienten mit und ohne Oropharynxkarzinom nach unterschiedlich langen Reparaturinter-
vallen untersucht. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der DNA-
Reparaturkapazitdt der Lymphozyten. Lediglich in den Mukosazellen, die aus Tumor umge-
bendem Gewebe entnommen wurden, konnte nach einem Intervall von dreillig Minuten eine
signifikant niedrigere Reparaturkapazitat, verglichen mit der tumorfreien Kontrollgruppe,
nachgewiesen werden [Reiter et al., 2012]. Dass in der Studie von Reiter et al. bereits nach
einem Reparaturintervall von dreiig Minuten eine reduzierte Reparaturkapazitat in der Kar-
zinomgruppe nachweisbar war, jedoch nicht nach einem Reparaturintervall von 24 Stunden,
wie in der vorliegenden Arbeit, unterstutzt die These, dass nicht alleine eine reduzierte Repa-
raturfahigkeit fir die Karzinogenese verantwortlich ist. Fiir die interindividuellen Unterschie-
de in der Reparaturkapazitat und damit auch in der Tumorentstehung kdnnten genetische Po-
lymorphismen der an der Reparatur beteiligten Proteine mitverantwortlich sein. Fur einige
dieser Proteine, wie dem XPD oder dem XRCC1, wurden solche Polymorphismen beschrie-
ben, wobei auch der Einfluss dieser Veranderungen kontrovers diskutiert wird [Caldecott,
2003; Spitz et al., 2003; Shen et al., 2006].

4.5.2.2 Reparaturkapazitat unter dem Einfluss von Cetuximab und TGFa

Die Reparaturkapazitat der Zellen, die nur mit BPDE inkubiert worden waren, verglichen mit
den Reparaturkapazitaten, dic unter dem zusitzlichen Einfluss von Cetuximab oder TGFa
standen, ergab in der tumorfreien Kontrollgruppe keinen signifikanten Unterschied.

In der Karzinomgruppe liel sich ein statistisch signifikantes Ergebnis feststellen. Unter dem
Einfluss beider aktivitdtsmodulierender Substanzen des EGFR war die Reparaturkapazitat
signifikant geringer als die Reparaturkapazitat der Zellen, die nur mit BPDE inkubiert worden
waren. Wurden die Reparaturkapazitaten einmal unter dem Einfluss von Cetuximab und ein-
mal unter dem von TGFa direkt miteinander verglichen, konnte weder in der tumorfreien
Kontrollgruppe noch in der Karzinomgruppe ein signifikantes Ergebnis erhoben werden.

Die Reparaturkapazititen unter dem Einfluss von Cetuximab bzw. TGFa im Vergleich zwi-
schen beiden Studiengruppen zeigten kein signifikantes Ergebnis.

Der EGFR hat auch einen Einfluss auf die Reparaturfahigkeit der Zellen. Nach der Aktivie-
rung des EGFR kann entweder die Rass/RAF/MEK/ERK- Signalkaskade oder die PISK/AKT-
Kaskade ablaufen. Durch diese Signalkaskaden kann einerseits beispielsweise die Transkrip-

tion des Reparaturproteins XRCC1 beeinflusst werden und andererseits die Phosphorylierung
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der Reparaturproteine und somit die Aktivitat der Reparaturproteine kontrolliert werden. Au-
Rerdem konnen durch die Aktivierung des EGFR direkt Reparaturproteine intrazellular freige-
setzt werden [Meyn et al., 2009]. In der vorliegenden Studie konnte die Reparaturkapazitét
des gesunden Patientenkollektives durch die aktivitdtsmodulierenden Substanzen nicht signi-
fikant beeinflusst werden. Dies lasst sich mdglicherweise darauf zurlckfihren, dass in den
gesunden Schleimhautzellen eine physiologische Expression und Aktivitat des EGFR vorliegt
und die DNA-Reparaturmechanismen reguldr ablaufen, unabhangig vom Aktivierungszustand
des EGFR.

Bei Plattenepithelkarzinomen des oberen Aerodigestivtraktes fuhrt eine Blockade des EGFR
zu einer erhohten Radiochemosensibilitat der Zellen und die Reparaturmechanismen funktio-
nieren nicht mehr adaquat [Huang et al., 2000; Chinnaiyan et al., 2005; Friedmann et al.,
2006; Vermorken et al., 2008]. Zudem ist in diversen Studien eine deutlich eingeschrénkte
Reparaturkapazitdt bei Patienten mit einem Karzinom im Kopf-Hals- Bereich im Vergleich zu
einer Kontrollgruppe nachgewiesen worden [Cheng et al., 1998; Harréus et al., 2001; Reiter et
al., 2012]. In dieser Arbeit zeigte sich eine signifikant reduzierte Reparaturkapazitét in der
Karzinomgruppe nach der Inkubation mit Cetuximab im Vergleich zur Reparaturkapazitét der
Zellen, die nur mit BPDE inkubiert worden waren. Allerdings lieR sich kein signifikantes Er-
gebnis im Vergleich beider Studiengruppen miteinander erheben. Jedoch wurden hier die
Versuche an Gewebe, welches den Tumor umgibt, durchgefiihrt und nicht direkt an Tumor-
gewebe. Fritheren Erkenntnissen zufolge liegt nicht nur eine Uberexpression des EGFR son-
dern auch ein vermehrtes Vorkommen des stimulierenden Liganden TGFa in Gewebe, wel-
ches dem Prozess der Feldkanzerisierung unterliegt, vor. TGFa scheint einen schiitzenden
Effekt vor schadigenden Einflissen zu haben und an der Entwicklung einer Chemoresistenz
in pramalignem Gewebe beteiligt zu sein [Kalyankrishna et al., 2006; Baumeister et al., 2009;
Baumeister et al., 2010]. Unter der Stimulation mit TGFa fallt auf, dass die Karzinomgruppe
eine signifikant geringere Reparaturkapazitat aufweist, jedoch nicht statistisch signifikant im
Vergleich beider Studiengruppen. In einer friiheren Studie konnte ebenfalls die Tendenz einer
verminderten Reparaturkapazitat unter dem stimulierenden Einfluss an tumorumgebendem
Gewebe festgestellt werden. Diese Untersuchung wurde an einer sehr geringen Fallzahl
durchgefuhrt und es konnte ebenfalls kein signifikantes Ergebnis im Vergleich beider Stu-
diengruppen festgestellt werden [Baumeister et al., 2009]. TGFa scheint einen negativen Ein-
fluss auf die Reparaturfahigkeit der Zellen zu haben. Geht man davon aus, dass die Stimulie-
rung des EGFR die Reparaturfédhigkeit der Zellen negativ beeinflusst, so kdnnte dies einen

Faktor darstellen, der das Fortschreiten des Prozesses der Feldkanzerisierung erklart. Zur wei-
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teren Evaluierung des Einflusses von TGFa auf die Reparaturkapazitit sollten Untersuchun-

gen anhand einer groReren Fallzahl durchgefiihrt werden.

4.5.3 Expression des EGFR in der Schleimhaut der tumorfreien Kontrollgrup-
pe und in prakanzerds veranderter Schleimhaut der Karzinompatienten
Eine erhdhte Expression des EGFR bei Patienten mit einem Karzinom des oberen Aerodi-
gestivtraktes konnte bereits in mehreren Studien nachgewiesen werden [Grandis et al., 1996;
Taoudi et al., 2010]. Hier erfolgte nun die Evaluierung der Expression des EGFR anhand ei-
nes indirekten immunhistochemischen Farbeverfahrens an Kryoschnitten. Es wurde nicht nur
die Expression nach Abschluss der 21t&gigen Kultivierungszeit der Miniorgankulturen be-
trachtet, sondern auch nach Inkubation mit den aktivitditsmodulierenden Stoffen Cetuximab
bzw. TGFa, um einen moglichen Einfluss der Substanzen auf das Expressionsverhalten zu
erheben. Die Quantifizierung der Expression des EGFR wurde mit Hilfe eines semiquantitati-
ven Verfahrens, welches bereits in friiheren Studien verwendet wurde, ermittelt [Grandis et
al., 1996; Perrone et al., 2006; Hiriashi et al., 2006]. In der vorliegenden Studie wurden die
Gefrierschnitte aus den Miniorgankulturen der tumorfreien Kontrollgruppe und der Karzi-
nomgruppe angefertigt. Es konnte kein Einfluss der beiden Substanzen auf das Expressions-
verhalten festgestellt werden.
In der tumorfreien Kontrollgruppe und in der Karzinomgruppe war bei 100 % der Proben eine
EGFR- Expression nachzuweisen. In der tumorfreien Kontrollgruppe zeigte sich, dass die
schwache Expression der starken Expression mit jeweils > 90 % deutlich berlegen ist. Im
Gegensatz dazu lasst sich in der Karzinomgruppe ein relativ ausgewogenes Verhaltnis zwi-
schen schwacher und starker Expression nachweisen. Jedoch im Vergleich zwischen tumor-
freier Kontrollgruppe und Karzinomgruppe liegt die eindeutige Mehrheit der stark exprimier-
ten Zellen seitens der Karzinomgruppe mit Werten zwischen 40-55 % in jeder Untergruppe
(nach Kultivierung, nach Blockade mit Cetuximab und nach Stimulation mit TGFa). (Siehe
auch Kapitel 4.5.1)
Dies bestitigt die Beobachtungen, dass nicht nur eine Uberexpression des EGFR in den Kar-
zinomen selber, sondern auch in der tumorumgebenden Schleimhaut von Patienten mit einem
Karzinom des oberen Aerodigestivtraktes vorliegt [Grandis et al., 1993; Grandis, 2007]. So-
mit konnen Ergebnisse friiherer Studien bestatigt werden, in denen die Uberexpression des
EGFR entweder als ein friilhes Geschehen in der Karzinogenese im Rahmen der Feldkanzeri-
sierung oder als eine physiologische Reaktion des Gewebes auf den dauerhaften Einfluss von

karzinogenen Xenobiotika gesehen wurden [Baumeister et al., 2011].
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4.5.4  Schlussfolgerung

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass TGFa sowohl in der Karzinomgruppe als auch in
der Kontrollgruppe das Ausmal der DNA-Fragmentierung reduziert. Im Vergleich der beiden
Studiengruppen miteinander war jedoch nur in der Karzinomgruppe die DNA-Fragmentierung
signifikant geringer, womit das Ergebnis friherer Studien bestatigt werden konnte. So scheint
TGFa einen schiitzenden Effekt vor schadigenden Einflissen auf die makroskopisch gesunde
Schleimhaut von Karzinompatienten zu haben und an der Entwicklung einer Chemoresistenz
beteiligt zu sein. Folglich konnte es sich bei der Uberexpression des EGFR und des TGFa um
eine physiologische Reaktion der tumorumgebenden Schleimhaut auf den jahrelangen Ein-
fluss von Noxen handeln [Baumeister et al., 2009; Baumeister et al., 2010]. Dieses Ergebnis
konnte auf die Signalkaskade, die nach der Stimulation des EGF-Rezeptors ablauft, zurtickge-
fuhrt werden. Der EGF-Rezeptor ist auch an der Transkription von Multidrug-Resistance-
Effluxpumpen beteiligt. Das auch im Tabakrauch vorkommende +(anti)-Benzo[a]pyren-7,8-
diol-9,10-epoxid (BPDE) ist ein Substrat der p-Glykoprotein-Effluxpumpe, die wiederum von
dem Multidrug-Resistance-1 Gen kodiert wird. Somit kann BPDE aus der Zelle heraus befor-
dert werden und es kommt dadurch zu einer detoxifizierenden Wirkung auf die Zelle [Fer-
guson et al., 2005; Scotto, 2003].

Die Reparaturkapazitdt war nur in der Karzinomgruppe nach der Inkubation sowohl mit Cetu-
ximab als auch mit TGFa signifikant geringer. Im Vergleich beider Studiengruppen miteinan-
der ergab sich kein signifikantes Ergebnis. Der EGF-Rezeptor hat nachgewiesener Malen
einen Einfluss auf die Reparaturfahigkeit der Zellen. Zum einen Uber die Signalkaskade, die
nach seiner Stimulation ablauft und zum anderen durch seine Féhigkeit, Reparaturproteine
intrazellular freizusetzen [Meyn et al., 2009]. So kénnen unter dem Einfluss von Cetuximab
DNA-Schaden nicht mehr adéquat repariert werden und es kommt in der Folge zu einer er-
héhten Radiochemosensibilitdt [Chinnaiyan et al., 2005; Friedmann et al., 2006]. Jedoch
spricht nicht jeder Patient gleich gut auf eine Therapie mit Cetuximab an, was nahelegt, dass
die Reparaturfahigkeit der Zellen nicht ausschlieBlich von der Aktivitdt des EGFR abhéngt.
Die Stimulation des EGFR scheint in pramalignem Gewebe einen negativen Einfluss auf die
Reparaturkapazitat zu haben. In dieser und einer friiheren Studie liel sich jeweils eine tenden-
ziell reduzierte Reparaturkapazitat in tumorumgebender Schleimhaut unter dem Einfluss von
TGFa nachweisen [Baumeister et al., 2009]. Sollte die EGF- Rezeptorstimulation eine redu-
zierte Reparaturkapazitit bewirken, konnte dies die Uberexpression von TGFa friih in der

Karzinogenese erklaren und somit auch einen Faktor darstellen, der das Fortschreiten des Pro-
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zesses der Feldkanzerisierung begunstigt. Um diesen Einfluss weiter zu untersuchen, sind
Studien mit grolReren Fallzahlen notig.

Die immunhistochemische Darstellung des EGFR zeigte, dass in makroskopisch gesunder
Schleimhaut von Karzinompatienten eine erhohte Expression des EGF-Rezeptors nachweis-
bar ist. Jedoch I&sst sich durch die Modulation der Rezeptoraktivitat das Expressionsverhalten
nicht beeinflussen. Somit stellt die Uberexpression maglicherweise ein frilhes Geschehen in
der molekularen Karzinogenese dar. Eine andere Erklarung hierfir ware, dass die Uberex-
pression eine physiologische Reaktion auf die jahrelang einwirkenden Noxen ist. Somit kénn-
te die Evaluierung des EGFR- Expressionsstatus eine Option der friihzeitigen Erkennung von

prakanzerésem Gewebe sein.
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5 Zusammenfassung

Plattenepithelkarzinome des oberen Aerodigestivtraktes stellen weltweit die sechsthaufigste
Tumorentitat dar. Die Risikofaktoren fiir die Entwicklung dieses Karzinoms werden in endo-
gene und exogene Faktoren unterteilt. Zu den exogenen Hauptrisikofaktoren zahlen der Niko-
tinabusus und der Alkoholkonsum. Inshesondere beim Tabakkonsum entstehen polyzyklische
aromatische Kohlenwasserstoffe und der Metabolit +(anti)-Benzo[a]pyren-7,8-diol-9,10-
epoxid (BPDE), der in der Karzinogenese eine wichtige Rolle spielt.

Zu den endogenen Risikofaktoren zahlt man vor allem die genetische Suszeptibilitat, zu der
die Mutagensensitivitat und die DNA-Reparaturkapazitat gehdren. Liegt eine erhdhte indivi-
duelle Empfindlichkeit gegeniiber Schadstoffen vor oder ist die individuelle Fahigkeit DNA-
Schéden zu reparieren eingeschrankt, kann die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen und
die Aktivierung oder Uberexpression von Protoonkogenen zu der Entstehung eines Karzi-
noms fiihren. Zu den Onkogenen z&hlt auch der epidermal growth factor receptor (EGFR),
eine Rezeptortyrosinkinase, die sich auf der Zelloberflache befindet. In den Plattenepithelkar-
zinomen des oberen Aerodigestivtraktes kann in tiber 90 % der Falle eine Uberexpression des
EGFR gefunden werden. Seine Aktivierung besitzt physiologischer Weise eine wichtige Be-
deutung fiir die Proliferation, Differenzierung und das Uberleben der Zellen. In Tumorgewebe
kommt es Uber aberrante Signalwege zu einer verringerten Apoptoserate, einer gesteigerten
Invasivitat und einer erhéhten Angiogenese, was das Karzinomwachstum fordert und eine
Metastasierung ermoglicht. Neben der Uberexpression des EGFR ist auch ein vermehrtes
Vorkommen seines stimulierenden Liganden TGFa beobachtet worden, nicht nur in dem kar-
zinomatdsen Gewebe selber, sondern auch in tumorumgebendem Gewebe. Aufgrund seiner
herausragenden Rolle in der Entstehung von Plattenepithelkarzinomen des oberen Aerodi-
gestivtraktes, bietet der EGFR ein geeignetes Therapieziel. Eine Therapieoption stellt die ext-
razellulére Blockade der Ligandenbindungsstelle durch den monoklonalen Antikérper Cetu-
ximab dar.

In dieser Arbeit wurde an Schleimhautkulturen des oberen Aerodigestivtraktes untersucht, ob
die DNA-Reparaturfahigkeit in pramalignem Gewebe durch eine Stimulation bzw. Blockade
des EGF-Rezeptors beeinflusst werden kann. Zudem wurde ein mdglicher Einfluss auf das
Expressionsverhalten des EGF-Rezeptors durch die Modulation seiner Aktivitat anhand einer
immunhistochemischen Darstellung betrachtet.

Alle Versuche wurden an Miniorgankulturen durchgefiihrt. Miniorgankulturen sind Gewebe-

kulturen von 1 mm?® GroRe. Diese wurden aus Mukosagewebe hergestellt und kultiviert bis



80 | Zusammenfassung

eine vollstandige Reepithelialisierung der Oberfléche erreicht war. Die Gewebeproben wur-
den aus tumorumgebendem Mukosagewebe von Patienten mit einem Oropharynxkarzinom
(n=20) entnommen und mit den Schleimhautkulturen eines gesunden Kontrollkollektivs
(n=20) verglichen. Nach der Aktivitdtsmodulation des EGFR erfolgte die Inkubation mit dem
schadigenden Agens BPDE. Im Anschluss wurden die DNA-Schédigung und die DNA-
Reparaturkapazitat mit Hilfe der Einzelzell-Gelelektrophorese, auch Comet Assay genannt,
quantifiziert.

Im Vergleich der beiden Gruppen I&sst sich lediglich nach der Stimulation des EGFR eine
signifikant geringere DNA-Fragmentierung in der Karzinomgruppe feststellen. Dies kdnnte
einen Hinweis darauf geben, dass durch die Stimulation des EGFR in prdmalignen Schleim-
hautzellen, die einem jahrelangen Einfluss von karzinogenen Xenobiotika ausgesetzt sind, die
schadigende Wirkung des BPDESs abgeschwécht wird und es sich bei der Uberexpression des
EGF-Rezeptors und des TGFa um eine physiologische Reaktion der Schleimhaut auf chro-
nisch einwirkende Karzinogene handelt [Baumeister et al., 2009].

Im Vergleich der beiden Gruppen hinsichtlich der Reparaturkapazitdt unter der Stimulation
bzw. Blockade des EGF-Rezeptors konnte kein signifikanter Unterschied erhoben werden.
Folglich scheint die Aktivitatsmodulation des EGFR in Bezug auf die Reparaturkapazitat eine
untergeordnete Rolle in tumorumgebender Schleimhaut zu spielen.

Die immunhistochemischen Untersuchungen zur Evaluierung des Expressionsverhaltens wur-
den unter Stimulation und Blockade des EGF-Rezeptors durchgefiihrt. Die Inkubation des
EGFR mit den aktivitdtsmodulierenden Substanzen hatte keinen Einfluss auf die Expression
des EGFR.

Die Daten in dieser Studie wurden anhand von Versuchen an tumorumgebender Schleimhaut
erhoben. Da der EGF-Rezeptor eine malgebliche Rolle in der Entwicklung von Karzinomen
des oberen Aerodigestivtraktes spielt und somit seine Aktivitdtsmodulation ein geeignetes
Ziel fur neue Therapieanséatze bietet, sollten weitere Studien, die nicht tumorumgebende

Schleimhaut, sondern natives Tumorgewebe direkt betrachten, durchgefiihrt werden.
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7 Abklrzungsverzeichnis

°C
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B[a]P
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BPDE
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Cetux.
chron.
CO;
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DMEM
DNA
EBV
EDTA
EGF
EGFR
EGFRvIII
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ex

FCS
FDA
g/d

h

H,0,
HE-Farbung
HER
HEPES
HPV
IARC
19G
IPCS

Grad Celsius

Aqua bidestillata

Benzo[a]pyren

Bronchial epithelial growth medium
Benzo[a]pyren-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxid
beziehungsweise

Charge-coupled device

Cetuximab

chronisch

Kohlenstoffdioxid

Diaminobenzidin

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Desoxyribonukleinsdure
Epstein-Barr-Virus
Ethylendiamintetraessigsaure
Epidermal growth factor

Epidermal growth factor receptor
Epidermal growth factor receptor variant 111
European Medicines Agency
Ehemaliger Alkohol-/Nikotinabusus
Fotales Kalberserum

Food and Drug Administration
Gramm pro Tag
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Wasserstoffperoxid
Héamalaun-Eosin-Farbung
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N-2-Hydroxaethylpiperazin-N-2-ethansulfonsaure

Humanes Papillomavirus
International Agency for Research on Cancer
Immunglobulin

International Programme on Chemical Safety
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MAPK
mg/ml
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NaOH
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PAHSs
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RepKap
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STAT
TGFa
U/min
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Kilo Dalton
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Milligramm pro Milliliter
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N-Nitrosodiethylamin

nicht erhoben
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potentia hyrogenii
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pack years

Rat sarcoma
Retinoblastoma-Protein
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Robert Koch-Institut

Standard sodium citrate
Signaltransduktoren und Aktivatoren der Transkription
Transforming growth factor-alpha
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Ultraviolett
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VEGF
VS
WHO
XPD
XRCC1
ZfKD

Vascular endothelial growth factor

Versus

World Health Organization

Xeroderma pigmentosum group D

X-ray repair cross-complementing group 1

Zentrum fur Krebsregisterdaten
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