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1 Einleitung

1.1 Mutagenese und Kanzerogenese von Tumoren

Karzinomerkrankungen stellen weltweit eine der lgaién Todesursachen dar. Allein in
Deutschland waren laut Todesursachenstatistik ifmr 2805 ungefdhr ein Viertel der
Todesfélle den verschiedenen Karzinomen zuzusameiBirka vier Prozent der Tumoren
lagen dabei im Kopf-Hals-Bereich [Statistisches @esamt, 2006].

Bei der Entstehung eines Karzinoms geht man voeneimultifaktoriellen Prozess aus.
Dieser wird einerseits von exogenen Einflisseragetn, welche die Erbsubstanz in Form der
DNA in ihrer Integritat gefahrden, andererseits ctiufFaktoren, die in der genetischen
Ausstattung des Individuums selbst begriindet sind beispielsweise Einfluss auf die
Reparatur vorhandener Schaden haben. AuRere Eeflii schadigender Wirkung auf die
DNA werdengenotoxischgenannt [Wallner et al., 2005]. Genotoxische Sarw#n sind in
ihrer groRen Mehrzahl unter den vielfaltigen cheimén Verbindungen zu finden, die in
unserer Umwelt und Arbeitswelt vorhanden sind.

Viele Chemikalien sind nicht a priori genotoxis@gndern werden erst im Koérper durch
Metabolisierung zu einem Mutagen. Ahnlich tretemrctiuden Metabolismus korpereigene
Schadstoffe auf, zum Beispiel ,freie Radikale®, @ed durch ihr hohes Reaktionspotential
korpereigene Molekile wie die DNA schadigen kénnBre Integritdt der menschlichen

DNA beruht auf dem komplexen und ausgeglichenenadmsenspiel zwischen DNA-

Schadigung und —Reparatur. Jedes Individuum ist Enitymen ausgestattet, die einmal
entstandene Schaden an der DNA beheben konners@Poet Loft, 1995]. Die Kapazitat und

Qualitat dieser Reparaturmechanismen ist individaesgepragt und tragt wesentlich zum
Erhalt eines funktionierenden, anpassungsfahigerd wgesunden Organismus bei.
Interindividuelle Variationen der genannten Meckaren begriinden die unterschiedliche
Mutagensensitivitat des Einzelnen.

Durch exogen oder endogen verursachte, fehlerhafidivierung verschiedener
Wachstumsfaktoren oder Proto-Onkogene kann ein Tuemastehen. Genauso ist die
Inaktivierung von wachstumslimitierenden Faktoreapym Beispiel die Apoptose
regulierenden Genen, mdglich. Das komplexe Zusarapieih zwischen endogenen
regulatorischen Mechanismen und gleichzeitig voBeaueinwirkenden schadigenden und
schitzenden Einflissen erschwert den Nachweis lagzeRisikofaktorenin vivo. Zur
Feststellung des Schadenspotentials einzelner feakist man deshalb auf vitro-Versuche
angewiesen. Neben den Grinden fir die Entstehunag malignen Erkrankung ist aber auch
das Risiko des Einzelnen, eine solche Erkrankungerawickeln, von grof3em Interesse.
Daher wird mittels Biomonitoring versucht, verschiedene endogene und exogene
Risikofaktoren des Einzelnen gebindelt zu untersaich
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Bei der Uberprufung verschiedener Substanzen aef@enotoxizitat fiel auf, dass nicht nur
die Auswahl der Stoffe selbst, sondern auch dieh&dolge ihrer Applikation fir die

Auspragung eines Karzinoms entscheidend ist [Mc€taet Hines, 2002]. Desweiteren ist
nach der Mehrstufenhypothese fur die maligne Eumtgrteiner Korperzelle die Mutation
mehrerer Tumorsupressorgene und Protoonkogene maitgyvg¢Hildebrandt, 1999]. Diese

vollzieht sich in drei Phasen:

Die Initiierung: Man versteht hierunter die Auslagwon Mutationen, die irreversible
Transformation der DNA, welche auf die Tochterzelldertagen werden kann.

Die Latenzperiode: Wahrend der sogenannten Raalisatder genetischen
Veranderung kommt es zur Proliferation der initear Zellen, zur Bildung von
Tumorzellen mit Kernatypien und Kernpolymorphierammgeht von einem Zeitraum
von 15 bis 20 Jahren aus, die Phase kann durchaSygatogenese, Kokanzerogenese
und verschiedene Promotoren verkiirzt werden.

Die klinische Manifestation: Das Karzinom wird kBoh fassbar, in frihen Stadien als
Carcinoma in sityals infiltrativ wachsender Tumor oder bereits Métastasen.

Wahrend dieses Prozesses entwickelt die Zelle:
- Defekte in der Differenzierung

- Defekte in der Wachstumskontrolle
- Defekte in der Apoptose

in-/aktivierung Alteration Expansion Alteration Alterat|on AIteratlon

enzymatische genetische selektive genetische genetische, 'E genetische ﬁ:
chemische A ‘ ! ogg \ N, s b &}
(st
biologische B—»@ — @ ——3 338 . J \x
o 4

physikalische Pri
Faktoren Normale Initiierte | fa‘tf‘e?]' Maligner Klinisch manifestes Metastasiertes
Zelle Zelle pastecie Tumor Karzinom Karzinom
Alteration
Toxikokinetik | Apoptose oder Reparatur entstandener Schaden verhindert Krebsentstehung |

I I I I I
| Umweltfaktoren und individuelle Disposition begtinstigen Krebsentstehung |

Ursachlich fiir diese Schritte sind:
- Aktivierung von Proto-Onkogenen

- Inaktivierung von Tumor-Supressorgenen
- Inaktivierung von Genen, die Stabilitat
des Genoms gewahrleisten

Abbildung 1: Die Entstehung eines malignen Tumors eht in drei Schritten vor sich; weitere
Veranderungen fuhren zum klinisch manifesten Tumomit evtl. Metastasen. Nach: [Praet, 2003].

In den letzten Jahren wurden viele Gene mit Eisflasf das Zellwachstum nachgewiesen.
Aufgrund der Art und Weise ihrer Einflussnahme digf Zellproliferation werden sie grob in
zwei Klassen eingeteilt:

Proto-Onkogenefungieren als Wachstums- und Differenzierungsraiguén. Sie wirken
durch ihre codierten Proteine promitotisch. Wene siufgrund von Mutation oder
Amplifikation aktiviert werden, werden diese Gene @nkogenen. Die Zellen unter dem
Einfluss der Onkogene vermehren oder differenziegoh unkontrolliert. Tumor-
Suppressorgensind Gene, die den Zellzyklus bremsen und einerriB3igen Vermehrung

5
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von Zellen entgegen wirken. Durch Mutationen minKionsverlust des codierten Proteins
fallt die hemmende Wirkung weg und die beeinflussfellen vermehren sich ungehindert
[Poulsen et Loft, 1995].

Als Ursache fir die Mutation der DNA und das Audbil maligner Eigenschaften kommen
sowohl chemische, als auch physikalische oder fisthe Einflisse in Frage. Allgemein
werden zwei Arten von Kanzerogenen unterschiedemorinitiatorenverandern die DNA
durch Interaktion im Sinne einer MutationTumorpromotoren wie beispielsweise
Wachstumsfaktoren, beschleunigen das Wachstum goreésndenen Tumors, ohne jedoch
selbst das Potential zur Mutation der DNA zu besit{Pdschl et Seitz, 2004]. Diese
Einflisse kdnnen einzeln oder zusammen in allenRitasen der Krebsentstehung wirksam
werden:

Bei der Initiation durch Auslosung direkter bzw. indirekter Schéadeterodie
Behinderung von kérpereigenen Reparaturprozessen.

Bei derPromotion durch Begunstigung der Zellproliferation.

Bei derProgressiondurch Unterdrickung von Immun-Reaktionen und Bstgang
des Tumorwachstums.

Mit zunehmender Kenntnis der Entstehungsmechanismrender Schwerpunkt immer mehr
auf praventive MalRBnahmen verlagert, um so die erzdmaligner Tumoren zu verringern.
Beim einzelnen Patienten kann unter Umstanden desbrich einer malignen Erkrankung
verhindert werden, so dass eine nebenwirkungsreidierapie und langfristige

Nachbehandlung nicht notwendig werden. Als Nebegidsprann durch vergleichsweise
kostengiinstige PraventionsmalRnahmen eventuell déweddigkeit teurer Therapien

manifester Krebserkrankungen wegfallen. Eine erétdpe Préavention ist jedoch nur durch
die Identifizierung von Gefahrstoffen beziehungseei besonders gefahrdeter
Personengruppen maoglich [Bartsch et al., 1999].

1.2 Karzinome des oberen Aerodigestivtraktes

Fremdstoffe aus der Umwelt kdnnen tber mehrere Weijelen Zellen des menschlichen
Organismus in Interaktion treten. Zum Beispiel veserdfettlosliche Substanzen, wie das
Pestizid Dichlordiphenyltrichlorethan (DDT), gutditdie Haut aufgenommen und kénnen so
ihre Wirkung im Korper entfalten [Forawi et al.,@1). Die Aufnahme von Fremdstoffen aus
der Atemluft und aus der Nahrung tUberwiegt abemtsiem. Ihr Weg fuhrt durch Nase bzw.
Mund Uber den RacherPljaryn®y bzw. Kehlkopf Laryny) in tiefer liegende Luft- bzw.
Verdauungswege.
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. Tonsilla <
pharynge

2= &

=

Oropharynx =
Epiglottis
Larynx

Abbildung 2: Medianschnitt durch den Kopf mit Abbil dung des oberen Aerodigestivtraktes. Grafik mit
Genehmigung aus: Sobotta Atlas der Anatomie des Menhen [Putz et Pabst, 1997]

Der Pharynx ist in Nasopharynx, Oropharynx und Hy@oynx unterteilt. Der Oropharynx
erstreckt sich vom Unterrand des Gaumensegahirqi palatinj bis zum Oberrand des
Kehldeckels épiglottig und beinhaltet die GaumenmandébnGilla palating. Darunter

befindet sich der Hypopharynx, der in den KehlkfrynX) Gbergeht (siehe Abbildung 2).
Im Oropharynx kreuzen sich der Weg der Atemluft et Speise. Auf der Mukosa in
diesem Bereich schlagen sich Partikel sowohl ats als auch aus der Nahrung, nieder. Die
exponierte Lokalisation erklart auch, warum vieleaikheitserreger den Oropharynx als
Eintrittspforte nutzen. Zur deren Abwehr befindaohsimmunkompetente Zellen in den

Tonsillen. Diese spannen sich im sogenannten Wattsshen Rachenring um den Pharynx.
Ein weiterer Grund fir die hohe Belastung des Oaopix liegt in den herrschenden
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Stromungsverhaltnissen. Die Luftturbulenzen beinm- Eind Ausatmen sorgen fur das
»LAbzentrifugieren“ von Schwebestoffen aus der Lufgbei Partikel zwischen 4 und 9 um zu
fast 80 Prozent in den nasalen Luftwegen abgesetizien. Grofiere Partikel (10 bis 30 um)
dagegen werden bereits in der vorderen Nase ebniiieck et al., 2000].

Oberhalb des Larynx trennen sich Luft- und Speiseweeder, die Atemluft wird in die
Trachea geleitet, Speisen gelangen in den Oesophhagtistromungen ahnlichen zu denen
im Oropharynx sorgen auch hier fur Ablagerungen $chwebestoffen, auRerdem werden
durch das respiratorische Flimmerepithel Fremdstoftrograd aus den unteren Abschnitten
in Richtung Larynx transportiert und dort akkuneui

1.2.1 Epidemiologie

1998 machten die Malignome des Kopf-Hals-Bereiche8 % aller malignen
Neuerkrankungen bei Ma&nnern aus und waren zusammtedem Harnblasenkarzinom auf
Rang vier hinter Prostata-, Lungen-, und kolorektalKarzinom vertreten. Die geschatzte
altersstandardisierte Inzidenz lag im selben Jair24,5 Neuerkrankungen pro 100.000
Mannern. Der Altersgipfel maligner Erkrankungen kupf-Hals-Bereich liegt im sechsten
Lebensjahrzehnt. Der im Vergleich zu anderen mahgdeuerkrankungen friihe Beginn fuhrt
dazu, dass im Alter zwischen 40 und 59 Jahrenlfa8s aller durch Malignome verursachten
Todesfalle auf Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches akatifiihren sind.

Unter den malignen Neoplasien des oberen Aerodisge&tes ist die Inzidenz der
Karzinome des Larynx und des Oropharynx am gro[idem.epidemiologische Auswertung
des Tumorregister Minchen ergab die Anzahl vonn@8 aufgetretenen Larynxkarzinomen
bzw. 6,1 neuen Oropharynxkarzinomen pro 100.000niiéien Einwohnern [Schlesinger-
Raab et al., 1998]. Bei Frauen war das Zungenkamzimit 1,5 Neuerkrankungen pro
100.000 Frauen am haufigsten, mit je 1,4 Neuerkrmag&n pro 100.000 folgten gleichauf an
zweiter Stelle die Karzinomen des Oropharynx undpdfyharynx, an dritter Stelle das
Karzinom des Larynx mit einer Inzidenz von 1,2 @100 Frauen.

Mit einem Anteil von tUber 90 % sind Plattenepittz@ikinome der Uberwiegende Teil der
malignen Neoplasien im Kopf-Hals-Bereich. Mannerdsiwesentlich haufiger als Frauen
betroffen, je nach Tumorentitdt zwischen ein bisnffimal héaufiger beim
Hypopharynxkarzinom und bis zu zwanzig mal haufiperm Larynxkarzinom [Jakse et
Vinzenz, 1992]. Der Hauptgrund daflr liegt haupitdigb in dem gegeniber gleichaltrigen
Frauen deutlich erhéhtem Alkohol- und Tabakkonsuen erkrankten Manner begrindet,
welcher als Hauptrisikofaktor bekannt ist [Genddnak, 2002; P&schl et Seitz, 2004].
Weiterhin wird die berufliche Exposition gegentbEremdstoffen wie polyzyklischen
aromatischen Kohlenwasserstoffen oder Nickel, Chnonad verschiedenen Stauben mit
Karzinomen des oberen Kopf-Hals-Bereichs ursachiithVerbindung gebracht, sowie
verschiedene Viren wie dem Ebstein-Barr-Virus, Welétiologisch mit den Karzinomen des
oberen Aerodigestivtraktes vergesellschaftet sind.

In dieser Arbeit wurden aufgrund der beschriebehtiufigkeit der Tumorlokalisation
Patienten mit Larynxkarzinomen und Oropharynxkayaien untersucht.
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1.2.2 Endogene Risikofaktoren

Die Entstehung maligner Erkrankungen im Kopf-Haéxdch wird durch endogene und
exogene Risikofaktoren beeinflusst. Endogene Faktbegen in der genetische Ausstattung
des Einzelnen begrindet und sind nicht beeinflussba

Interindividuell unterschiedliche Gensequenzendés selbe Protein, sogenannte genetische
Polymorphismen, bedingen die individuelle Leistdfabgkeit verschiedener
Stoffwechselwege. Im Falle der Metabolisierung lkogener Substanzen beeinflussen sie
auf diese Weise dieSuszeptibilitatdes Einzelnen. Besondere Auswirkungen auf die
Suszeptibilitat haben dabei genetische Polymorpdiismon Genen, die den Zellzysklus
steuern oder fur Proteine der DNA-Reparatur codiefmn Vergleich zu Kontrollgruppen
erhohen verschiedene Polymorphismen das relatisixdRian Plattenepithelkarzinomen des
oberen Aerodigestivtraktes zu erkranken, auf méhidas Doppelte [Hall et al., 2007]. Als
weiteres Beispiel kann diBiotransformationdienen, welche die Ausscheidung schlecht
wasserloslicher Stoffe ermoglicht. Funktionelle @pan der zu eliminierenden Substanz
werden von Phase-lI-Enzymen wie Cytochrom-P-450+agigan (CYP) Monoxigenasen
durch Oxidation oder Reduktion verdndert, so d&ssaktionen mit anderen Molekilen wie
Glucuronséaure, jedoch auch der DNA erleichtert werd/iele Karzinogene, wie das in der
vorliegenden Arbeit getestete BPDE, werden aufedM&ise aktiviert. Eine Induktion des
Enzymsystems, zum Beispiel durch chronische Etlagedtion, kann zu einer vermehrten
Aktivierung von Kanzerogenen filhren [Cai et al.9719Lieber et al., 1987].

In Phase Il wird die Konjugation der zu eliminieden Substanz an stark polare Molekile
vermittelt; die ,Entgiftung® von BPDE beispielsweisgeschieht {ber Glutathion-S-
Transferase (GST), welche hauptséchlich in Lunge leber in verschiedenen Isoenzymen
vorkommt [Wang et al., 2000].

Eine genetisch bedingte hohe Aktivitat der PhaBedyme und eine schwache Aktivitat der
Phase-lI-Enzyme kdnnen aufgrund schneller Aktivigrwnd langsamer Ausscheidung von
Karzinogenen eine héheres Malignitatsrisiko bedimgeie verschiedene Studiengruppen
anhand der Auswirkung von Mutationen an CYP und KSAuf die Anzahl der DNA-
Addukte nachweisen konnten [Bartsch et al., 1999a& et al., 2000]. EIn€YP1Almit
normaler Umsatzrate hatte in Kombination mit denkfionslosen Mutante voiGSTM1
signifikanten Einfluss auf die Anzahl von DNA-Addek in den Leukozyten der
Testpersonen.

Mutationen sind vererbbare Veréanderungen der gastetn Information [Brown, 1999]. Sie
ermoglichen die Anpassung an veranderte Umweltigedigen und sind Grundlage der
Evolution. Durch die Mutation wichtiger Gene, zuneigpiel von Tumorsuppressorgenen,
konnen bei Funktionsverlust auch erhebliche Nalehtiéir die Zelle oder den Organismus
entstehen. Mutationen an Tumorsupressorgenen odeto-Onkogenen kodnnen die
Entstehung von Karzinomen ebenfalls beeinflussen.

Ein Beispiel ist das Tumorsupressorgen p53, deBsatein in zahlreiche Zellfunktionen, wie
der Transkription, der DNA-Reparatur und der Kolierales Zellzyklus involviert ist. Bei
starker Beschadigung der DNA kann es in einer Readitaskade die Apoptose ausldsen,
bevor sich die Zelle vermehren und ein Karzinomuxgachen kann [Harris, 1996]. Laut
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Hussain lasst sich bei der Halfte aller menschhdkarzinome eine Mutation am Gen fir p53
nachweisen [Hussain et al., 2001].

Zum Schutz der genetischen Stabilitdt haben sichauofe der Evolution verschiedene DNA-
Reparaturmechanismen herausgebildet. Auf sie wiRbLINnkt 1.2.2.1 n&her eingegangen.

1.2.2.1 DNA-Reparatur

Die Unversehrtheit der genetischen Information\israussetzung fir das Uberleben des
Individuums und einer Spezies. Als Reaktion aufogexische Einflisse kann bei der
sogenannten SOS-Antwort Uber verschiedene Tramsmittie dem p53, der Zellzyklus
angehalten werden, so daf3 die Zelle DNA-Schadenvidrschiedene Reparaturmechanismen
beseitigen kann. Sollte dies nicht moglich seinprkezum Schutz des Organismus die
Apoptose der Zelle ausgeltst werden [Abid-Essedil.e2003].

Normalerweise wird durch die spezifische PaarungBadesen in der DNA gewahrleistet, dass
sich der codierende und anticodierende DNA-Straegegseitig stabilisieren und die
Matritzen- und die Kopiedoppelhelix bei der DNA-Rkgtion identisch sind [Watson et
Crick, 1953]. Aufgrund der fortwahrenden Verandeyuter DNA durch die Vielfalt der
mutagenen Einflussfaktoren sind effektive Mechaeisnzur Sicherung der genetischen
Stabilitat essentiell, um die an der DNA aufgetnete Veranderungen zu reparieren.

Trotz Unterschiede in der Enzymausstattung bei gmakischen und eukaryotischen Zellen
sind die Prinzipien der DNA-Reparatur beider Zgdgy vergleichbar. Vier wichtige
Reparaturmechanismen werden hier kurz erklart:

Aufgrund einer verzerrten Bindungsgeometrie kanrb@sder Replikation zu einer
falschen Basenpaarungen kommen. Bereits wahrend der DNARSgat kann ein
Enzym des DNA-Polymerase-Komplexes das falschligbese eingebaute Nukleotid
entfernen.

Die Mismatch-Reparatur erfolgt erst nach abgeseklosr Replikation, kann daftr
aber auch Insertionen bei der Replikation der DNA lKopiestrang erkennen und
entfernen. Patienten mit hereditadrem nicht-polipdSeloncarcinom (HNPCC) weisen
haufig Mutationen an MLH1 und MSH2 auf; diese Geoelieren fur Proteine der
Mismatch-Reparatur [Taylor et al., 2003].

Fur die Basen-Exzisionsreparatur werden mehrergetali Basenpaare pro Sekunde
nach Nukleotidschaden durchsucht. Geschadigte Baserden aus der N-
glykosidischen Bindung zur Desoxiribose herausgetreder entstandene depurinierte
Zucker aus dem DNA-Strang exzidiert und die Lickeder durch eine DNA-
Polymerase geschlossen.

Die Nukleotid-Exzisionsreparatur ist die haufigated umfassendste Form der DNA-
Reparatur. Beschadigte Basen, Thymin-Dimere ungel@linsertionen sind typisches
Ziel dieser Reparaturform. Anders als bei der BdSezisionsreparatur wird nicht die
schadhafte Base aus dem Desoxyribose-Gerilst der l¥@usgetrennt, sondern ein
oder mehr Nukleotide werden markiert, indem in detroffenen DNA-Strang vor
und nach den betroffenen Nukleotiden kunstlich Elstzangbriiche (sogenannte
nickg eingefugt werden und das komplette Segment entterd abgebaut wird. Das
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komplette Segment wird von DNA-Polymerase neu gebilund tber die DNA-
Ligase mit dem ursprunglichen Strang verknupft. sdehe an Zelllinien mit
mangelhafter Enzymausstattung fur diese Reparamrf@rbrachten, dass die
Nukleotid-Exzisionsreparatur hauptverantwortlichr flie Beseitigung von Schaden
durch PAH ist [Braithwaite et al., 1998].

Speit und Hartmann konnten durch einen Vergleich Rieparaturfahigkeit normaler und

Xeroderma-Pigmentosum-Zelllinien nachweisen, dags @roldteil der durch mutagene
Substanzen induzierte Schaden Uber DNA-Exzisioasa#yr beseitigt wird [Speit et

Hartmann, 1995]. Die beiden letztgenannten Repamaihoden involvieren absichtlich

eingefligte Einzelstrangbriiche, welche mit dem Cofssiay quantitativ dargestellt werden
konnen. Eine Unterscheidung der Mechanismen igicj@dhicht mdglich [Olive et Banath,

1993].

Anhand von Lymphozyten wurden bei Patienten mitzZikemmen des Nasopahrynx mit dem
Comet Assay Unterschiede in der Suszeptibilitat Vamorpatienten und Kontrollpersonen
untersucht [Kleinsasser et al., 2001b]. Ein direktergleich der Mutagensensitivitat oder des
Reparaturverhaltens von Mukosazellen des Larynx @udepharynx konnte an den blichen
Literaturstellen nicht gefunden werden.

1.2.3 Exogene Risikofaktoren

Biologische, chemische und physikalische Einfliss&en zu jeder Zeit auf den Menschen
ein. Um ihr Gefahrenpotential zu entfalten, bediirfdge der Aufnahme. Wahrend auf
endogene Risikofaktoren nur wenig Einfluss genommerden kann, ist es mdglich, sich vor
den adversen Effekten exogener Risikofaktoren dWerimeidung zu schitzen.

Die Stoffe, die aufgrund ihres intensiven und dieekKontaktes mit den Zellen des oberen
Aerodigestivtraktes das hochste Gefahrenpotengaydn, sind Alkohol und Tabak. Sich
gegenseitig verstarkende Effekte der schadlichefliSse beider Genussmittel konnten in
verschiedenen Untersuchungen gezeigt werden. Bsmchgkitiger Aufnahme waren die
verursachten Schadigungen im Bereich von Hypoplyarknd Larynx multiplikativ
[Menvielle et al., 2004]. In einer Studie von Liebe&urde dies unter anderem darauf
zuruckgefuhrt, dass chronischer Alkoholkonsum Alddiehydrogenasen und Cytochrom P-
450 induziert, so dass Nitrosamine und andere Hagene schneller in ihre metabolisch
aktiven Substanzen umgewandelt werden [Lieber, 198Kuter Alkoholkonsum hemmt
diesen Vorgang jedoch kompetitiv [Lieber et al.87P

Dabei deuteten verschiedene Studien auf eine kekagene und promotorische Wirkung
von Ethanol hin, vermittelt zum Beispiel Uber obgenannte Enzyminduktionen, der
Wirkung als Losungsmittel fir andere KanzerogeneerodEingriffen in den
Folsaurestoffwechsel, wahrend der Metaboliten Adeteyd das eigentliche Kanzerogen ist
[Boffetta et Hashibe, 2006; Meskar et al., 2001ghvere Autoren schreiben Ethanol selbst
kanzerogenes Potiential zu, da es Hinweise daibtfdass es die Reparatur alkylierter DNA
beeintrachtigt. [P6schl et Seitz, 2004; Riedel.e803].
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Tabakrauch ist in zahlreichen Untersuchungen alshdafigste allein wirksame Grund fir
Krebserkrankungen in industrialisierten Landernntdziert worden [Bartsch et al., 1999;
Godschalk et al., 2002]. Ein ursachlicher Zusamraaghkonnte nicht nur fur die Lunge
nachgewiesen werden, sondern auch fir andere q@egfhsche Karzinome, wie solche des
oberen respiratorischen Traktes und der Harnblkééble, 2001]. Beim Abbrennen einer
Zigarette entstehen neben Kohlenmonoxidverbindungenschiedene organische und
anorganische Verbindungen, wovon ca. 40 als Kagane bekannt sind. Darunter sind neben
PAHs und anderen Pyrolyseprodukten N-Nitrosamimematische Amine, Acetaldehyde,
Formaldehyde und Benzol nachweisbar.

Durch die Gruppe dguolyzyklischen aromatischen Kohlenwassersi@feH) sind besonders
Arbeiter von Eisen-, Stahl-, Rohél- und Teerveradmelen Betrieben gefahrdet. Durch die
Verbrennungsvorgadnge bei hohen Temperaturen ist Kbazentration der PAH an
obengenannten Arbeitsplatzen stark erhdht [Boffettaal., 1997]. Der Zusammenhang
zwischen unterschiedlichen Erndhrungsgewohnheitamamentlich der Aufnahme
fermentierter Fischsol3e, und der vermehrten Eniagghvon Karzinomen im oberen
Aerodigestivtrakt, konnte in einer Studie in derinesischen Provinz Guandong
nachgewiesen werden [Ke et al., 2002]. In der ggdnden Arbeit werden einige Vertreter
aus dieser Gruppe auf ihre schadigenden Einflistdia DNA von Schleimhautzellen des
Oropharynx und Larynx hin untersucht.

Die Anzahl der durch physikalische oder biologisthieraktion induzierten Karzinome ist
relativ zu den chemisch induzierten gering. Physighen Einfluss auf die DNA nimmt
hauptséachlich ionisierende Strahlung wie UV- odebntgenstrahlung. Ein starker
Zusammenhang zwischen der Bildung von Basaliomen btlanomen und der Exposition
der Haut gegenuber UV-Licht konnte nachgewiesermarefPerlis et Herlyn, 2004].
Biologische Faktoren koénnen durch eine Anderung &iBeus, beispielsweise eine
chronische Infektion, oder auf der Ebene der Edsmation auf humanen Zellen einwirken.
Fur Trager vorHelicobacter pyloribesteht, abhangig von verschiedenen Virulenzfaktor
ein bis zu 7,4-fach gesteigertes Risiko fur ein btdgrzinom [Held et al., 2004]. Die
Billharziose, die durch parasitdre Parchenegeld®ehistosomergusgelost wird, begunstigt
das Auftreten bosartiger Erkrankungen der Harnblase gilt als Prékanzerose [Kalble,
2001].

Viren kénnen direkt das Genom der Zellen verandeenigstens 95% aller Karzinomzellen
der Cervix uteri tragen virale Erbinformation irclsi bis zu 80% DNA davon stammt vom
humanen PapillomavirugHPV) [Moscarini et al., 2004]. Besonders bei jéren Patienten
gilt neben den ,klassichen® Risikofaktoren, Rauchemd Alkohol, HPV als besonderer
Risikofaktor fur das in dieser Arbeit untersuchten3illenkarzinom [Syrjanen, 2004].
Moglicherweise gehen die in infizierten Zellen elisén Proteine E6 und E7 mit den
Genprodukten der zellularen Tumor-Suppressorgerng ypid pRB Komplexe ein und
beeintrachtigten deren wachstumshemmende WirkungriBing et Minger, 2004].

Das Ebstein-Barr-Virus gehért zu den ubquitaren dmuen Herpesviren. Es ist atiologisch mit
Lymphomen, vor allem dem Burkitt-Lymphom, vergesetiaftet, es gibt aber auch eine
eindeutige Verbindung zum nicht keratinisierendesdpharynxkarzinom [Ambinder, 2003].
Von der IARC wird es als Karzinogen der Gruppe rgestuft. Wahrscheinlich ist EBV an
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der Entstehung des Tonsillenkarzinoms beteiligit Einigen Autoren besteht bei gleichem
Wirkungsmechanismus sogar eine starkere Assozialenbeim humane Papillomavirus
[Szkaradkiewicz et al., 2002].

1.2.4 Schadigung der Erbsubstanz durch Fremdstoffe

Um die Gefahr, die durch bestimmte Stoffe ausgeht, minimieren, werden maximal
zulassige Expositionszeitrdume oder Hochstkonziomen flr genotoxische Stoffe, zum
Beispiel am Arbeitsplatz oder in der Umwelt, feségé Aufgrund der kumulativen Wirkung
vieler Substanzen kénnen Grenzwerte, bei denen@aiahrdung ausgeschlossen ist, nicht
angegeben werden [Lutz, 2002].

In Deutschland wurdeMaximale Arbeitsplatzkonzentration (MAK)s hdchstzulassige, die
Gesundheit im allgemeinen nicht beeintrachtigendenzZ€ntration eines Arbeitsstoffes
definiert. Die Kanzerogenitat oder Keimzellmutag@&niwird dartber UbefTechnische
RichtkonstanteTRK) hinaus gesondert bewertet und gekennzeichflRK dienen unter
Angabe des Restrisikos als Richtwerte zur Kontrolég getroffenen Schutzmal3hahmen.
AuBBerdem untersuchen die Deutsche Forschungsgeshafisund verschiedene andere
Forschungseinrichtungen Stoffe auf ihr genotoxischi®otential hin und klassifizieren
Kanzerogene nach folgende Tabelle [Greim, 1998]:

MAK EU IARC 1LY
Al 1 1 Al
Krebserzeugend Krebserzeugend beim Carcinogenic Confirmed human
beim Menschen M enschen to humans carcinogen
A2 2 2A A2
Krebserzeugend im Begrindete Annahme fiir Probably carcino- Suspected human
Tierversuch krebserzeugende W ir- genic to humans carcinogen
kung beim Menschen
2B
B 3 Possibly carcinogenic A3
Verdacht auf Unzureichende Anhalts- to humans Animal carcinogen
krebserzeugende punkte flir krebserregende
W irkung W irkung beim Menschen
3a
gut untersuchte Stoffe 3 A4
Notclassifiable asto | Notclassifiableashuman
3b its carcinogenicity to carcinogen
unzureichend untersuchte humans
Stoffe
4 A5
Probably not carcino- N ot suspected as a
genic to humans human carcinogen

Tabelle 1: Die Klassifizierungssysteme verschiedenimternationaler Forschungseinrichtungen fur
krebserzeugende Stoffe im Uberblick

Beispielhaft fir Substanzen mit genotoxischen Esghaften werden in der vorliegenden
Arbeit zwei Stoffe, deren DNA-schadigendes Poténtiekannt ist, verwendet, um die
Sensitivitat von Zellen aus dem oberen Aerodigéstkt zu untersuchen.
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1.2.4.1 Benzo[a]pyren-diol-epoxid (BPDE)

Das in den Versuchen verwendetent{)Benzo[a]pyren-r-7,t-8-dihydrodiol-t-9,10-epoxid
(BPDE) ist ein Vertreter der polyzyklischen aromsalien Kohlenwasserstoffe (PAH). PAH
sind aufgrund ihrer Flichtigkeit und ihre chemigttysikalischen Eigenschaften sehr
variabel. Viele werden durch die Luft transporteend sind dort in Konzentrationen zwischen
0,1 und 1 ng/min landlichen Gebieten und 30 ng/rim der Nahe von Industrieanlagen
nachweisbar. AuRerdem werden PAéhr leicht Gber die Haut aufgenommen.

BPDE entsteht im Koérper durch die enzymatische Undhang aus Benzo[a]pyren (B[a]P).
Von der IARC wurde BPDE mit B[a]P lange Zeit in dizuppe 2A eingestuft. Inzwischen
liegen ausreichende Beweise fir eine Kanzerogetd@&iSubstanz beim Menschen vor, mit
der aktuellen Ausgabe der Monograpien ist die Suizsin die Gruppe 1 eingeordnet worden.
Die karzinogene Wirkung wird durch die Bildung vAddukten an die DNA vermittelt. Die
Verwendung von DNA-Addukten als Biomarker, der dseiszeptibilitdt Einzelner fir
Kanzerogene aus seiner Umgebung vorhersagen k&uhieint gerechtfertigt [Bartsch et al.,
1999].

B[a]P entsteht im Allgemeinen bei der Karbonisigqurbei der Pyrolyse und bei
unvollstandiger Verbrennung organischer Materialjf@arry et Nesslany, 2003]. So sind
beispielsweise Arbeiter von Kokereien erhdéhten Kamtmtionen von B[a]P ausgesetzt.
Arnould et al. wiesen eine erhéhte Anzahl von DNAd@akten in deren Leukozyten und eine
erhohte Konzentrationen des Abbauprodukts 1-Hydwgsen (1-OHP) im Urin nach
[Arnould et al., 2001]. B[a]P wurde ebenfalls ber &teinkohleproduktion, der Eisen- und
Stahlverhittung, bei der industriellen Herstellmog Graphitelektroden, von Calziumcarbid,
der Raffinierung von Teer und bei der Aluminiumrktgion nachgewiesen [Boffetta et al.,
1997]. Auch bei nichtindustriellen Prozessen bildgth B[a]P bei der Verbrennung
organischer Verbindungen. Es kommt in Dieselabgasen bei der Nahrungszubereitung
durch Garen Uber offenem Holz- oder Kohlefeuer, ZB@mspiel beim Grillen. B[a]P wird
auch in besonders hohen Dosen aus Tabakrauch aufgen, so dass man
zusammenfassend von einem ubiquitaren Auftreteachpn kann [Garry et Nesslany, 2003].
Eine TRK zum Schutz vor den adversen Effekten von Benzgfaip existiert mit dem
Maximalwert von 0,002 mg/

Anstatt des in der Umwelt rein vorkommenden B[a]ié¥de in der vorliegenden Arbeit das

direkt schadigende Metabolit BPDE verwendet. Diaubationsdauer wahrend der Versuche
lag bei 60 Minuten. Weil die Transformation vonaBf zu BPDE einige Zeit beansprucht
und die Phase-lI-Enzyme, welche die Umwandlung ¥sitlen, vor allem in der Leber

exprimiert werden, kann bei Verwendung von B[a]Rhhivon einer wirksamen oder

gleichbleibenden Konzentration des ultimativ wink&mn Xenobiotikums BPDE im Comet

Assay-Modell ausgegangen werden.

BPDE selbst entsteht im Korper als elektrophileaktiver Metabolit aus Benzo[a]pyren.
Monoxigenasen im Cytochrom P450-System wie CYP1EY¥P2C9, CYP3A4 und

Prostaglandin-H-Synthetasen katalysieren die Umiuaigd von B[a]P in das biologisch
aktive Benzo[a]pyren-7,8-dihydrodiol 9,10-epoxidojRs et al., 2000; Szeliga et Dipple,
1998], indem am C7- und C8-Atom von B[a]P durchee(xidierung eine Epoxidgruppe
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eingefugt wird. Diese wird durch eine Hydrierungdt®on gespalten7(t-8-dihydrodio). An
den Kohlenstoffatomen Nummer 9 und 10 wird durameate Oxidierung dasans-9-10-
Epoxidgebildet.

“ Hydratase “ Monoxigenase
‘ O O W ‘ O O W
‘ OH OH
o
OH

Abbildung 3: Die enzymatische Umwandlung von B[a]”u BPDE findet in der Leber durch Oxidierung
und Hydrolyse an C7 bis C10 statt. gnti)Benzo[a]pyren-r-7,t-8-dihydrodiol-t-9,10-epoxid, das Produkt
der Umwandlung, kann kovalente Bindungen mit der Anmogruppe von Nukleinsduren eingehen. Nach:
[Song et al., 1998].

Durch die hohe Reaktivitdt des Epoxids hat das kdleine hohe Affinitat fur kovalente
Bindungen. Wenn BPDE in den Zellkern gelangt, kinReaktionen mit der Aminogruppe
von (Desoxy-)Ribonukleinsduren stattfinden undh sladurch DNA- beziehungsweise RNA-
Addukte bilden. Aufgrund der Stereochemie der Mogemasen im Cytochrom-P-450-
System wird die Bildung der (ignti-lsoform von BPDE gegeniber anderen Isoformen
bevorzugt. Das (+anti-BPDE ist die aggressivste Form, sie bindet mit 6btér
Wabhrscheinlichkeit an Desoxyguanosin [Weinsteiralet 1976]. Auf diese Weise kann das
DNA-Addukt (+)-anti-Benzo[a]pyren-dihydrodiol-epoxittans-Desoxyguanosin entstehen.

OH

Abbildung 4: BPDE in kovalenter Bindung an Guanin; an Stelle des ResR befindet sich Desoxyribose,
die das Ruckgrat der DNA-Doppelhelix bildet. Durchdas Addukt wird die Struktur der DNA instabiler,
Mutationen treten auf.

Aufgrund der Addukte von BPDE kommt es im genetsclfode mit einem Anteil von 45 %
hauptséachlich zu Basensubstitutionen, in den nrelsédlen wird eine Transition G:C zu T:A
[Shukla et al., 1999] verursacht. Seltener entsteBaseninsertionen oder Deletionen, die
auch zu Verschiebungen des Leserasters fihren koBuech die Bindung von BPDE an die
DNA-Molekule, die fest in der Doppelhelix verankesind, steigt neben der Gefahr fur
Mutationen auch die Anzahl an Einzelstrangbrtcimesher DNA signifikant [Routledge et al.,
2001]. Anhand von BPDE konnte nachgewiesen werdass durch die Verwendung von
Tabak als Genussmittel die Anzahl der DNA-Addukgmisikant ansteigt [Godschalk et al.,
2002].
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BPDE wurde in dieser Arbeit als Testsubstanz vedetrda das B[a]P, aus dem es entsteht,
ubiquitar vorkommt und zum gro3ten Teil bei der Aatime in den menschlichen Kérper mit
den Zellen des oberen Aerodigestivtraktes in Karntatk

1.2.4.2 N-Nitrosodiethylamin (NDEA)

Nitrosamine, wie das in den Versuchen verwendebditrosodiethylamin (NDEA), wirken
als ProkanzerogeneUm ihre karzinogene Wirkung zu entfalten, miski&#nosamine durch

Metabolisierung im Koérper aktiviert werden.
/CHZ-CH3

O=N—N
CH,~CHs

Abbildung 5: Die Struktur von NDEA

Dies geschieht bei den Dialkylnitrosaminen, wie. NBEA, Uber einex-C-Hydroxylierung,
die durch Cytochrom-P-450-abhangige Monoxigenadesptsachlich die Subfamilien
CYP2A und CYP2E, vermittelt wird [Kushida et alQ@D]. Das gebildete Molekul ist instabil
und zerfallt unter Abspaltung von Acetaldehyd in Biazohydroxid.

CHz'CH3
/ HO— CH,— CH, - +
O=N—N_ HO—N==N=—CH,CHj > OH + N, + H,C-CH,

CH-CH,

/

OH
Abbildung 6: Die Metabolisierung und Umwandlung von NDEA zu Ethyldiazohydroxid und zum
mutagenen Carbenium-lon geschieht unter Abspaltungon Acetaldehyd
Die mutagene Wirkung von NDEA kann einerseits dukfadetaldehyd vermittelt werden
[IARC, 1999; Yoo et al., 1990]. Andererseits kanas cEthyldiazohydrid aufgrund seiner
elektrophilen Eigenschaften stabile Verbindungenmakleophilen Teilen der DNA eingehen
[Eisenbrand et Metzler, 1994b; Sierra et al., 200MEA wird von der IARC in Gruppe 2A
der ,wahrscheinlich fir den Menschen kanzerogendstanzen® eingeteilt [IARC, 1998].
Durch Abspaltung von Stickstoff und einer Hydroxyigpe entsteht das stark reaktive,
primare Carbenium-lon. Es wird fur das eigentlicihkeames Karzinogen gehalten [Aiub et
al., 2003]. Durch Ethylierung von Sauerstoff- untci&stoffatomen kann das lon Basen von
DNA- oder RNA-Strangen angreifen und dadurch zud#dahen fiihren.

Als leicht fluchtige Substanz werden Nitrosamine Rgeblich Uber die Atemluft
aufgenommen. Neben Tabakrauch als Hauptquelle ltagAiverden Nitrosamine auch aus
Baustoffen, Holzschutzmitteln und Medikamenten gesetzt [Abdel-Rahman et El-Zein,
2000]. Auch aus verschiedenen kosmetischen Produwkie Sonnenschutzmittel erfolgt die
Aufnahme Uber die Haut in einer Quote von bis ztPfizent [Franz et al., 1993].
Zusatzliche Belastung durch Nitrosamine kann duggposition am Arbeitsplatz entstehen.
Besonderer Gefdhrdung unterliegen Arbeiter in demmi-, sprengstoff-, metall- oder
lederverarbeitenden Industrie [Monarca et al., 208@ konnte Straiét al. 2000 eine erhdhte
Mortalitat aufgrund von Tumoren des Osophagus,Migsdbereichs und des Pharynx durch
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epidemiologische Untersuchungen an Arbeitern aus gienmiverarbeitenden Betrieben
nachweisen [Stralif et al., 2000].

Die Ingestion stellt den zweiten wichtigen Aufnalmuelus dar, weil Nitrosamine unter
anderem auch in Lebensmitteln in erh6hten Konzeatran vorhanden sind. Im Mittel betrug
1990 in Deutschland die tagliche Aufnahme prim@merine aus Nahrungsmitteln 29mg pro
Tag bei Frauen, 37mg pro Tag bei Mannern [Pfundsteal., 1991].

Nitrosamine koénnen im Magen durch endogene Nitroeg von mit der Nahrung
aufgenommenen Nitraten im sauren Milieu entstehemight et al.,, 1991]. Sie sind in
gepoOkeltem, also mit Nitritpokelsalz haltbar gentaoh Fleisch, vorhanden. Wenn Fleisch
durch Garen zubereitet wird, entstehen gesundbbégiiche Nitrosamine durch die
chemischen Reaktionen bei hohen TemperatureretLah haben auch einen Zusammenhang
zwischen der gesteigerten Aufnahme von Nitrosammeérder Nahrung und einem erhdhten
Risiko fur Osophaguskarzinome nachgewiesen [Lid.e2002].

1.2.4.3 N-Methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG)

MNNG stammt aus der Gruppe der Nitrosamide. Demiéstoff wird von der IARC in
Gruppe 2A der beinMenschen wahrscheinlich krebserzeugenden Substamgeteilt. Als
alkylierende Substanz ist N-Methyl-N’-nitro-N-nisoguanidin in der Lage, durch Addukte
DNA-Strangbriiche, chromosomale Aberrationen, dest@&usch von Schwesterchromatiden
oder die Bildung von Mikrokernen zu bewirken [Hsieal., 1987].

In  Genotoxizitatsversuchen an verschiedenen Nagatieund Hunden wurde die
Karzionogenitdt von MNNG gezeigt. Kartasheva undckdgz konnten die Bildung von

gastrointestinalen Tumoren an Ratten nachweisemend€&rinkwasser mit MNNG versetzt
worden war [Kartasheva et Bykorez, 1975]. Die Housgsgemeinschaft von Aoyagi zeigten
das genotoxische Potential des Fremdstoffes anl@mdhalignen Neoplasien im Magen und
Darm von Ratten [Aoyagi et al., 2000].

Slamenoveet al. konnten die genotoxische Wirkung von MNNG ebesfélir humane Zellen

(Lymphozyten und Hepatozyten) nachweisen [Slamereival., 1997]. Eine starke DNA-
Fragmentierung durch MNNG wurde von Harréus undinskesser [Harréus et al., 1999;

Kleinsasser et al., 2000] an humane Zellen dessob&erodigestivtraktes belegt.
NH

Abbildung 7: MNNG

N-Methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidin wirkt direkt kazerogen, das heildt, dass der Stoff nicht
metabolisiert werden muss, bevor er seine kanzam@érkung entfaltet. Einzelstrangbrtiche
werden von MNNG selten verursacht, aber es kanrgraond seiner alkylierenden
Eigenschaften nukleophile Zentren an den Basen RIA angreifen. Durch die so
entstehenden kovalenten Bindungen kommt es haufightA-Addukten. Die Bindung an das
0O°-Methylguanin oder an die ™NPosition von Adenin triggert DNA-Glykosilasen, wié im
Endeffekt zur Zerstérung der betroffenen DNA-Tdileren [Zhu et Zhang, 2003].
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Die Verwendung von MNNG ist heutzutage auf Labaiato beschrankt, wo man es als
Mutagen, Teratogen und Karzinogen verwendet. Eimrkerzieller Gebrauch findet nicht
statt. Fruher wurde es in der Produktion von Diagthran, einem Methylierungsmittel,
eingesetzt. Die Gefahr fir eine Exposition am Ad@atz gegeniber MNNG besteht nur in
Forschungseinrichtungen [IARC, 1987].

MNNG wird haufig, so auch in dieser Versuchsreibe, Genotoxizitatsuntersuchungen als
Positivkontrolle eingesetzt.

1.3 Darstellung von Genotoxizitat

Es existieren mehrere etablierte Versuchsmethodebarstellung von Schaden an der DNA.
Drei haufig eingesetzte Methoden sind der Mikrokéest, der Ames-Test und der Comet
Assay [Baatout et Derradji, 2004; Kleinsasser, 208%r- und Nachteile der einzelnen
Methoden wurden von Harréus et. al. beschriebemnr@da et al., 2002]. Vorgestellt wird die
in der vorliegenden Arbeit verwendete Methodik:

1.3.1 Die alkalische Einzelzell-Mikrogelelektrophorese ¢@iet Assay)

Die Mikrogelelektrophorese (MGE) ist eine sensitMethode zur Darstellung und Messung
von DNA-Schaden an eukaryotischen (in Sonderfalanh prokaryotischen) Einzelzellen
[Harréus et al., 1999].

Dabei werden nicht miteinander verbundene Zellemgnwiell nach Inkubation mit

Testsubstanzen, auf mikroporéses Gel aufgetragaoh Nlyse der zellularen Membranen
konnen im elektrischen Feld Strangbriche und an@etgden der DNA mikroskopisch
nachgewiesen werden.

1984 wurde die ursprungliche, neutrale Methode @stling und Johanson entwickelt, um
Schaden am Erbgut bestrahlter Zellen Uber Untezdehim Migrationsverhalten der DNA zu
quantifizieren [@stling et Johanson, 1984]. Durchs dneutrale Milieu wahrend der
Elektrophorese gelang nur der Nachweis von Dopaglgbriichen in der DNA.

Die Durchfihrung der Elektrophorese in alkalischihieu wurde als Modifikation 1988
von Singh vorgestellt [Singh et al., 1988]. Beiai&chen pH-Werten denaturiert zellulare
Ribonukleinsdure (RNA) und wird abgebaut, so dassisht mit dem Nachweis von DNA-
Schéaden interferiert. AuRerdem trennen sich dumh Effekt des Denaturierens auch die
beiden DNA-Strange voneinander. So werden in etstee Einzelstrangbriche in der DNA
nachgewiesen. Substanzinduziert treten diese Ilséinbaten Noxen wie Wasserstoffperoxid
(H202) um bis zu 2000 mal haufiger auf als Doppelstraiigiiee [Singh et al., 1988]. Dartber
hinaus sind DNA-Schaden nachweisbar, deren Ursaffeae Exzisionsreparaturstellen im
DNA-Strang sind. Auch Schaden, die durch Alkyliegumit kleinen Resten, speziell an
Zucker- und Phosphatresten entstehen (alkalilaBiiellen), werden in der alkalischen
Mikrogelelektrophorese nachweisbar [Speit et Hanimad 995].
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Aufgrund der negativen Ladung des Phosphatgerigst®NA wandern Fragmente in einem
elektrischen Spannungsfeld aus dem Nukleus in Richtler Anode. Direkt proportional zur
Schadigung der DNA steigt der Grad ihrer Fragmemtig und die Grof3e der einzelnen
Fragmente nimmt ab, so dal3 diese leichter migrieé@men und ihre zuriickgelegte Strecke
zunimmt [Olive et Banath, 1993]. Das Migrations\atén der DNA erklart sich durch das
unwinding (Entdrillen) ihrer superhelikalen Strukturen. DI&R liegt im Nukleus nicht als
.Faden” vor, sondern ist um zahlreiche Proteines{éfie) gewickelt. Diese verleihen der
DNA Stabilitdt und raumliche Struktutopps. Dabei ist die DNA aber innerer Spannung
ausgesetzt. Bei einem Strangbruch relaxiert die INA migriert effektiver.

Nach Abschluld der Elektrophorese sind die kleinBtagmente am weitesten gewandert und
finden sich im Schweif in Richtung der Anode (siéi®ildung 8).

-

! \

Kopf Schweif

unfragtr)nl\tlaAntierte frag nsﬂr)at\ierte

Abbildung 8: Ein mit Ethidiumbromid gefarbter Komet. Die DNA ist mafRig geschadigt. Im
elektrophoretischen Spannungsfeld sind die Fragmeat in Richtung Anode gewandert (Original-
VergréRerung: 400fach).

Die Kometen werden durch Farbung mit einem geeegmetDNA-markierenden
Fluoreszenzfarbstoff, sichtbar gemacht. Anschlid3kénnen sie unter einem Mikroskop
betrachtet werden. Die Bewertung der DNA-Schadem kaach verschiedenen Kategorien,
wie zum Beispiel der Fluoreszenzdichte im Kopf o8ehweif des Kometen erfolgen.

Der Comet Assay ist inzwischen eine etablierte Meéhfir Genotoxizitatstests. Versuche an
Zellen verschiedener Lokalisationen des oberen digestivtraktes und vor allem an
Lymphozyten sind mit dieser Methode durchgefuhrtdeo [Collins et al., 1997; Garry et
Nesslany, 2003; Harréus et al., 2002]. Dabei hat gdoch gezeigt, dass die anhand von
Lymphozyten gewonnen Ergebnisse nicht uneingeskhrémt denen von Mukosazellen
vergleichbar sind, so dass die Genotoxizitat vomokeotika direkt an Mukosazellen von
Larynx oder Oropharynx untersucht werden solltef-dandstoffe aus der Luft oder Nahrung
an diesen Lokalisationen zuerst in Kontakt mit daenschlichen Kérper tritt [Kleinsasser et
al., 2000].

Methodische Grundlage fir diese Arbeit ist die riaiirte, alkalische Form der Einzelzell-
Mikrogelelektrophorese [Harréus et al., 1999; Poalbel et al., 1994]. Sie wurde flr den
Nachweis des genotoxischen Potentials verschiedaeendstoffe sowie fir die Evaluierung
individueller Mutagensensitivitat eingesetzt.
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1.3.2 Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Die Technik derin situ Hybridisierung(ISH) erlaubt es, Nukleinsdure-Sequenzen direkt im
biologischen Praparatn(situ) nachzuweisen, ohne die meistens zur genauererieBeng
essentielle Morphologie einer Zelle zu zerstéren.

Untersuchungstechniken, welche die Chromosomerktdiretrachten, sind relativ jung. Die
korrekte Anzahl der menschlichen Chromosomen wunde 1956 von Tijo und Levans
publiziert. In den sechziger Jahren konnten Erfagrumit Chromosomenpraparationen
gewonnen werden. Polisomien, wie Trisomie 21, updtes auch Translokationen von
Chromosomen-Teilen wurden als Ursache fiur Krankheiéntdeckt. Beispielhaft ist die
Entdeckung des sogenannten Philadelphia-Chromosoin3ranslokation eines Teils von
Chromosom 22 auf Chromosom 9 bei CML-Patienten [IBRpwi973].

Die Technik der in-situ-Hybridisierung wurde erstenam 1970 sowohl von Pardue und Gall,
als auch unabhangig von Jolnhal, beschrieben [John et al., 1969; Pardue et Ganp[L
Erstmalig konnte die Genauigkeit der Betrachtungldiauf die Ebene der DNA-Sequenz
gebracht werden. Seitdem sind eine Vielzahl vonb¥sserungen eingefuhrt worden; die
anfangs Ubliche Kennzeichnung der Sonden mit r&tiean Isotopen ist fast vollstandig
durch Fluoreszenzfarbstoffe ersetzt. Im Folgenderden einige Anwendungsmaglichkeiten
derin situ Hybridisierungkurz vorgestellt.

Die direkte Markierung der DNA ermdglicht es, vorellZn in der Metaphase ein
Karyogramm anzufertigen; Ublicherweise werden dreoGosomen, die im Zellkern ohne
erkennbare Ordnung vorliegen, dazu in Gruppen rebander abgebildet. In einer
Verbesserung der Technik werden einzelne Abschaittieden Chromosomen spezifisch
markiert panding, so dass ein Austausch von Chromosomenteilensitfitlich wird.

Abbildung 9: Multicolor-banding der Chromosomen eines Mannes; Chromosom 17 ist nur einfach
vorhanden. Quelle: www.assis.unesp.br/~egalhard/inggns3/FISH_chromosome.jpg

Durch Fortschritte bei der Herstellung der Gensanded zunehmende Kenntnis Uber die
Sequenz verschiedener Gene konnte die Auflosung@etdmik weiter gesteigert werden. Das
Vorhandensein von Amplifikationen einzelner Genes WER2 beim Brustkrebs [Bofin et al.,
2004], oder Genrearrangements wie BCR/ABL bei maiighamatologischen Erkrankungen
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[Lee et al., 2004], kann heute routinemalig durdrkiéren von einzelnen Genen uberprift
werden [Bartlett, 2004; Langer et al., 2004].

Das Prinzip der Methode beruht auf der komplement@asenpaarung. Um eine bekannte
Basensequenz nachzuweisen, wird die gegengleicmeolbge) SequenZ¢obeoderSondé

mit einem Fluoreszenzmarker versehen. Die ProbeA-DiNdet wahrend der Renaturierung
an den komplementaren Strang der nachzuweisendgne®e und beide formen ein
sogenanntes Hybrid. Dreidimensionale Strukturen die2 Doppelhelix missen dazu erst
geoOffnet bzw. doppelstrdngige DNA muss getrennt deer (Denaturierung), um eine
Anbindung der Sonden-DNA zu ermdglichen.

Nach dem Entfernen nicht gebundener Sonden kangediechte Sequenz, die je nach Sonde
ein Genabschnitt oder das gesamte bekannte Geman £&lle umfassen kann, quantitativ
nachgewiesen werden. Ublicherweise werden Zus&peendet, um die nicht mit Proben
markierte DNA unspezifisch anzufarben und um dasbfeichen der Fluoreszenzfarbstoffe
zu verlangsamen (z. B. mit Antifade-Solution).

Die Kombination der Mikrogelelektrophorese mit deluoreszenzin situ Hybridisierung
eroffnet die Moglichkeit, Genotoxizitatsuntersucgean schnell und einfach durchzufiihren.
Beide Methoden wurde 1998 von der Gruppe um McKeMartin erstmals kombiniert
[McKelvey-Martin et al., 1998]. Wie Friedberg fetst#te, ist die Verteilung der Schaden und
Reparaturstellen auf der DNA nicht konstant Ubes gasamte Genom verteilt, sondern ist
abhéangig von verschiedenen Faktoren wie der Tragoigkuisrate variabel [Friedberg, 1996].
Um die zeit- und kostenintensive Lokalisation voch&len und Reparaturstellen zu
vereinfachen, haben McKelvey-Martt al. beispielhaft die Schadigung v@d3 bestimmit.
Dazu wurden Leukozyten und Zellen der TumorliHiEL376bestrahlt und die fragmentierte
DNA mittels MGE elektrophoretisch aufgetrennt. Anise3end wurde die Lage v@b3 mit
einem spezifischen Fluoreszenzmarker festgestellt.

Chromosomale
Bruchstiicke

@

Schweif

Abbildung 10: Nach der Elektrophorese ist die DNA atsprechend ihrer Fragmentierung aufgeteilt. Die
gesamte DNA ist blau gefarbt, griin leuchten Teile &k spezifisch mit FISH untersuchte Chromosoms
(OriginalvergréfRerung 400fach).

Durch komparative Genomhybridisieruf@GH) konnte nachgewiesen werden, dass die
Chromosomen 3, 5 und 8 bei einem Grol3teil der Ratiemit Plattenepithelkarzinomen des
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oberen Aerodigestivtraktes verandert sind, wah@nhemosom 1 weniger haufig geschadigt
wurde [Bockmuhl et al., 1998; Rapp et al., 2000].

In der vorliegenden Arbeit wurde die Methodenkomaion Comet/FISH erstmals an

humanen Schleimhautzellen aus Frischbiopsaten e Aerodigestivtraktes angewandt.
Das genotoxische Potential von BPDE sowie die iddiile Mutagensensitivitat wurden

bestimmt. Dazu wurde die DNA-Fragmentierung von ddwsom 1, 3, 5 und 8 mittels

Comet/FISH visualisiert und mit dem MCTM quantié#i.
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1.4 Zielsetzung

Der Entstehung von Malignomen liegt eine multifaldglle Pathogenese zugrunde. Neben
endogenen Faktoren sind eine Exposition gegenubi-§chadigenden Substanzen aus der
Arbeits- und Umwelt ausschlaggebend. Mit der EireélMikrogelelektrophorese steht eine
etablierte Methode fur Genotoxizitatsuntersuchurmgerverfigung.

Bei Aufnahme genotoxischer Substanzen durch Ingestider Inhalation findet der erste
Kontakt mit den Zellen des Organismus im obererodigiestivtrakt statt. In der vorliegenden
Arbeit wurden frische Einzelzell-Biopsate aus dieBegion von Spendern mit und ohne
Tumoranamnese mit typischen Vertretern polyzykkschromatischer Kohlenwasserstoffe
und Nitrosamine inkubiert und die DNA-Schadigunguatifiziert.

Unterschiede zwischen den Spenderkollektiven imuBeauf die Reparatur genotoxischer
Schéaden wurden untersucht.

Die Kombination des Comet Assay mit der Fluoreszenzitu Hybridisierung wurde zur

Darstellung von DNA-Schadigung auf chromosomalemeletabliert. Zur Quantifizierung
der gemessenen Schadigung wurde der MCTM eingefihrt
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2 Material und Methoden

2.1 Patienten

Die Spender entstammten dem Patientengut der Kiling Poliklinik fur Hals-, Nasen- und

Ohrenkranke der Ludwig-Maximilians-Universitat Minen. Die Studie wurde von der

Ethikkommission der Universitat unter der Nummerl/B2 genehmigt. Alle Patienten

wurden praoperativ von arztlichen Mitarbeitern d@mik Gber ihre Teilnahme an einer

wissenschatftlichen Studie aufgeklart und habenTédname an der Studie zugestimmt. Die
Proben wurden aus den Operationspraparaten gewosmelass sich fir die Patienten kein
zusatzliches Risiko ergab.

Vorausgehend zur Untersuchung wurden die AnamnaésieRatienten erhoben. Neben Daten
zum Beruf des Patienten wurden auch Fragen zuatenvund beruflichen Gewohnheiten wie
Alkohol- und Tabakkonsum gestellt, um die individlee-remdstoffexposition zu erfassen.
Das Merkblatt zur Patientenaufklarung kann im Arghaimgesehen werden.

Die Anzahl der ,Schachteljahre'péck years py) und der Alkoholkonsum gemald dem
Ethanolgehalt verschiedener Getranke in Gramm g @/d) wurde aus den individuellen
anamnestischen Angaben berechnet.

2.1.1 Tonsillenschleimhaut von tumorfreien Spendern

Fur die Kontrollgruppe wurde Tonsillengewebe vonSiendern im Alter zwischen 33 und
86 verwendet, darunter 2 Frauen und 18 Manner.ashschnittsalter lag bei 52,7 Jahren.
Die Proben fielen im Rahmen der Operation benigagwrankungen der Tonsillen, wie

Hyperplasien oder chronischen Tonsillitiden, an.Ntttel wurde von den Kontrollpatienten

37,25 mg Alkohol pro Tag konsumiert, der Tabakgeriag im Mittel bei 17,8 pack years.

Die Anamnesen der Patienten wurden der Krankerakt@ommen; sie sind in Tabelle 2 im
Anhang angegeben (siehe Punkt 7.1.1).

2.1.2 Tonsillenschleimhaut von Spendern mit Tonsillen-Kanom

Die Gruppe bestand aus 2 Frauen und 8 Mannernesasg also 10 Patienten im Alter

zwischen 44 und 89 Jahren (durchschnittlich 65elaltty, mit einem histologisch gesicherten
Plattenepithelkarzinom der Tonsille. Nur makroskcpitumorfreies Tonsillengewebe wurde
verwendet. Der Mittelwert des Alkoholkonsums deesger lag bei 37,3 mg pro Tag, der des
Tabakkonsums bei 35,5 pack years.

Eine Liste der Anamnesen findet sich unter Punk27m Anhang.

2.1.3 Laryngeale Schleimhaut von Spendern mit Larynx-Karam

Die fiir diese Versuche verwendeten Zellen wurdennaakroskopisch gesunder Schleimhaut
vom Larynx von 10 ausschlie3lich mé&nnlichen Pagientnit histologisch gesichertem
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Karzinom im Larynx-Bereich entnommen. Das Alter &ender lag zwischen 46 und 72

Jahren, der Altersdurchschnitt bei 63,6 Jahrenvlisle nur Gewebe, das bedingt durch die
Operationstechnik entfernt werden musste, fur diersMche verwendet. Die Spender
konsumierten im Mittel 159 mg Alkohol pro Tag, deittlere Tabakkonsum lag bei 52,5 pack
years.

Die Anamnesen der Patienten, die der Krankenakteoeimen wurden, sind tabellarisch im

Anhang aufgefuhrt (siehe Punkt 7.1.3)

2.1.4 Spender von Tonsillengewebe fir ConiEtuoreszenz—in—situ Hybridisierung

Spender von Tonsillengewebe fiir die Versuchskontion&omet/FISH waren 12 mannliche
und 6 weibliche Patienten, insgesamt 18 PatierntenAlter lag zwischen 8 und 55 Jahren,
das Durchschnittsalter war 30,1 Jahre. Es wurdenakroskopisch gesundes Gewebe fir die
Versuche verwendet. Die Entnahme des Gewebes diivelisuchsreihe erfolgte im Rahmen
der medizinischen Indikation. Alkohol- und Tabakkam lagen im Mittel bei 13 mg pro Tag
bzw. 5,7 pack years.

Die Anamnesen der Patienten sind in Tabelle 5 uPiekt 7.1.4 im Anhang aufgelistet.

2.2 Materialien und Geréate

2.2.1 Testsubstanzen

Als Testsubstanzen dienten:

Dimethylsulfoxid (DMSO) (166 mM)

CAS 67-68-5 (Ch)2SO [Merck; Darmstadt]

(anti)Benzo[a]pyren-r-7,t-8-dihydrodiol-t-9,10-epoxd (BPDE) (9 uM)

CAS 58917-67-2 £0H1403 [Midwest Research Institute; USA]
N-Nitrosodiethylamin (NDEA) (50 mM)

CAS 55-18-5 BestNr.: N-0756 £85).N.0O [Sigma; Steinheim]

N-Methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG) (0,035 mM)

CAS 70-25-7 BestNr.: GA 10673 2l85N503 [Aldrich, Milwaukee, USA]

Enzyme und Medien

Hyaluronidase aus Schafshoden [Boehriny@mnheim]
Kollagenase P aus Clostridium histolyticum Bo¢hringer; Mannheim]
Protease aus Streptomyces griseus [SigmanhStm]
MEM-Joklik Medium (ohne Glutamin und NaHGPO [Linaris; Bettingen am Main]

Phosphat gepufferte Kochsalzlésung (PBS) ohne
Calcium, Magnesium und Natriumbikarbonat ibgd® BRL Lifetechnologies; Eggenstein]
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2.2.2 Farbungen und Chromosomensonden

30 WCP (Whole Chromosome paint) 1 DNA Probe d8ync.; Downers Groove, IL, USA]
30 WCP (Whole Chromosome paint) 3 DNA Probe d8ync.; Downers Groove, IL, USA]
30 WCP (Whole Chromosome paint) 5 DNA Probe d8ync.; Downers Groove, IL, USA]
30 WCP (Whole Chromosome paint) 8 DNA Probe d8ync.; Downers Groove, IL, USA]
Antifade Solution

(p-Phenylendiamin in PBS und Glycerol) [\&yhic.; Downers Groove, IL, USA]
DAPI Il in Antifade Solution [Vysis Inc.; Deners Groove, IL, USA]

Ethidiumbromid [Sigma; Steinheim]
Trypan Blue Staining 0,4% Trypanblau ij¢®d BRL Lifetechnologies; Eggenstein]

2.2.3 Chemikalien und Reagenzien

Folgende Chemikalien und Reagenzien fanden AnwenfBerzugsquelle nachstehend]:

Aqua ad injectabilia (kD) [Merck; Darmstadt]
Ethylendiamintetraessigsaure-di-Natrium §NBTA) [Serva, Heidelberg]
Ethanol (GHsOH) 100%, 85%, 70% [Klinikapotheke LMU Munchen
Formamid (CHNO) 99% [Sigma; Steinheim]
Low-Temperature-Melting-Agarose:

Sea-Plaque-Agarose 0,7% [FMC-BioproduRtsckland, Maine, USA]
Normal-Melting-Agarose

Seakem LE Agarose 0,5% [FMC-Bioprodu&sckland, Maine, USA]
Natriumchlorid (NacCl) [Sigma; Steinheim]
Natriumhydrogencarbonat (NaHGO [Merck; Darmstadt]
Natriumhydroxid-Platzchen (NaOH wasserfrei) [®er Darmstadt]
N-Lauroylsarcosin Natrium Salz §&1,0N3Br) [Sigma; Steinheim]
NP40 Waschldsung [Vysis Inc.; Downers GmmdL, USA]
20x Saline-sodium citrate buffer (SSC 0,2 uM) Sigma; Steinheim]
Trishydroxymethylaminomethan (Trizma-base)HGNOs) [Merck; Darmstadt]
Triton-X 100 (t-Octylphenoxypolyethoxyethanol) [Sigma; Steinheim]

2.2.4 Herstellung der Gebrauchsldésungen

2x SSC (Saline Sodium Citrate)

100 ml 20x SSC Stocklésung (0,3 M Na-&itmd 3 M NaCl)

850 ml Aqua bidest.
100 ml 20x SSC Stocklosung mit 850 ml Aqua bidesschen, auf 1000 ml auffillen und
den pH auf 7,0 +/- 0,2 einstellen. Hochstens 6 N®rmarwenden.

2x SSC /0,1% NP40-Waschlésung

1 ml NP40 Waschlésung
1000 ml 2x SSC
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Zu 1000 ml 2x SSC 1 ml NP40 (0,1%) Waschlésungugeben und den pH-Wert auf 7,0 +/-
0,2 einstellen.

50% Formamid / 2x SSC Waschlésung
157,5 ml Formamid
31,5 ml 20x SSC Stocklosung
122 ml Aqua bidest.
Das Formamid mit der 20x SSC Stocklésung vermischiinAqua bidest. auffullen. Den pH
auf 7,0 und 8,0 einstellen. Bei 2 - 8°C maximabsie Tage aufbewahren.

Agarose
0,5 prozentige Normal-melting Agarose
0,7 prozentige Low-melting Agarose

Pulver mit PBS versetzen, kurz in der Mikrowelldieren und im Schittelwasserbad bei
37°C aufbewahren.

Elektrophoresepuffer
24 g NaOH (300 mM)
0,744 g NEEDTA
ad 2 | Aqua bidest.
NaOH und NgEDTA in 2 | Aqua bidest. I6sen und bei 4°C lagern.

Enzymlosung zur Zellisolierung
50 mg Protease
10 mg Hyaluronidase
10 mg Kollagenase P

in 10 ml MEM-Joklik 16sen, sterilfiltrieren und bmur Verwendung im Wasserbad bei 37°C
aufbewahren.

Ethidiumbromid-Stammldsung
10 mg Ethidiumbromid
50 ml Aqua bidest.

10 mg Ethidiumbromid in 50 ml Aqua bidest. l6seme dlosung bei 4°C lichtgeschutzt
aufbewahren.

Ethidiumbromid-Farbeldsung
5 ml Ethidiumbromid-Stammlésung (0,2mg / ml)
45 ml Agua bidest.

Eine 1:10 Verdinnung aus Ethidiumbromid-Stammldsumgdqua bidest. herstellen und
sterilfiltrieren. Bis zur baldigen Verwendung ligeschutzt lagern.

DNA-Farbesonden
14 pl Hybridisierungspuffer
2 ul 30 WCP DNA-Markierungssonde
4 ul Agua bidest.
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Hybridisierungspuffer und 30 WCP DNA-Markierungsdenim Gefrierschrank bei —20°C
lagern. Kurz vor Versuchsbeginn auf Raumtemperatungen. Alle Arbeitsschritte werden
lichtgeschutzt durchgefihrt.

Den Hybridisierungspuffer, 30 WCP DNA-Markierungsde und Aqua bidest. in einem
Eppendorfgefald mischen, bis zum Farben bei 37°€itbtilen.

Gegenfarbeldsung
12 ul DAPI 1
6 ul Antifade-L6sung

Alle Arbeitsschritte lichtgeschitzt durchfiihren. agenzien bei —-20°C lagern. Auf
Raumtemperatur bringen, mischen und auf Objekttragragen.

Lysestammldsung
146,4 g NaCl (2,5 M)
1,2 g Trizma-Base (10 mM)
37,2 g NaEDTA (100 mM)
10 g (1%) N-Lauroylsarcosin Natrium Salz
auf 1 | Aqua bidest.
Das NaCl in 500 ml Aqua bidest. I6sen,,NBTA unter Zugabe von NaOH-Platzchen in 160
ml Aqua bidest. auflosen. Das N-LauroylsarcosinriNat Salz wird in 160 ml Aqua bidest.
gelost. Alle Komponenten mischen, den pH-Wert dukihstellen und mit Aqua bidest. auf
1 | auffillen.

Lysepuffer
1 ml Triton-X 100 (1%)
10 ml DMSO (10%)
89 ml Lysestammldsung
Die drei Komponenten vermischen und bis zur Verwagdgekihlt aufoewahren.

MEM-Joklik

10,98 g Pulvermedium Joklik-MEM, ohne Lu@lnine, ohne NaHCO
2 g NaHCQ
10 ml Penicillin-Streptomycin

Pulver in 1 | Aqua bidest. unter Zugabe von Pdmebtreptomycin I6sen, pH-Wert auf
7,20 bis 7,25 einstellen, unter der Sterilbank Hilfe der HO-Strahlpumpe sterilfiltrieren
und portionsweise bei 4°C fur maximal 4 Wochen auf@hren.

Neutralisationspuffer (400 mM)

48,5 g Trizma-Base (10 mM)

990 ml Aqua bidest.
48,5 g Trizma-Base mit 990 ml Aqua bidest. mischerd auf einen pH-Wert von 7,5
einstellen. Auf 1 | auffillen und bei Raumtemperaufbewahren.
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2.2.5 Verbrauchsmaterialien

Folgende Materialien wurden zur Durchfiihrung dersdehe verwendet:

Deckglaser zum Mikroskopieren, 24 x 70 mm
Dicke 0,08 — 0,12 mm

Deckglaser zum Mikroskopieren, 22 x 22 mm
Starke 0 (22 x 22 mm)

Diamantschreiber

Einmalspritzen 5ml und 10 ml

Einmalskalpell steril

Einweg-Filtereinheiten steril,

Millex-GV gelb 0,22 um
Einweg-Filtereinheiten steril,

Millex-GS blau 0,22 pm

ReaktionsgefalRe 0,5 ml steril, einzeln
verpackt ,Safe-Lock"

Fixogum ,Marabu*

Mikrotiterplatte ,Cellstar” steril, 96 Wells
Nagellack, farblos

Objekttrager geschnitten, beidseitig

mit langslaufendem Mattrand, 76 x 24 mm

[Langenbrinck;

[Langenbrinck;

[Renner;

mraendingen]

Emuatiagen]
Dannstadt]

[Becton, Dickinsomjeidelberg]
[Feather Safety Razor;CoJapan]

[Millipore;
[Millipore;
[Eppendorf;

[Marabuwerke;
[Girer;

[Generisch]

[Langerdk;

Objekttragerkasten fur 50 Objekttrager 76 x 24 [@reiner;

Pipettenspitzen (2,5 pl ,Nanotips®;

20 pl; 200 pl; 1000 pl)

Rohrchen mit Schraubverschluf3, 15 ml
Rohrchen mit Schraubverschluf3, 50 ml
Stericup Filtereinheit

Zahlkammer nach Neubauer ,improved*

2.2.6 Gerate und Auswertungsprogramme

Akkujet
Analysewaage ,Voyager*
Analysewaage , Type 1419*

Auswertung und Datenspeicherung:
Generische IBM-kompatible PC
-Komet 3.1% ,Komet ++*

Microsoft Office

SPSS fur Windows V. 12.0

Inkubator ,Function Line”
Elektrophorese-Netzgerat E865
Horizontale Elektrophoresekammer
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[Eppendorf;
[Sarsted;
[Greiner;

[Millipore;
[Merck;

[Brand;

[Ohaus;
[Sartorius;

[LMU;

[SPSS Inc.;

[Haraeus;
[Renner;

Eschborn]
Eschborn]

Haong]
Tamm]
Frickenhausen]

Emmendingen]
Frickenhausen]

Hamburg]
umbiecht]
rickénhausen]
Eschborn]

Dstaalt]

Wertheim]
Giel3en]
Giel3en]

Munchen]

[Kinetic Imaging Inc.; iverpool, U.K.]

[Microsoft Corp.; Redmond/A, USA]

U.K.]

Hanau]
Dantjstad
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(237 x 180 mm)

Heizplatte Thermo Standon ,mini Hotplate*®
Heizplatte Reichert-Jung
Wasserstrahlpumpe ,Plastibrand®

Kahischrank (+4°C) und Gefrierschrank (-18°C)
Kuahlschrank (+4°C) und Gefrierschrank (-18°C)

Magnetriihrer Combimag RTC

Mikroskope:

Mikroskop ,DM LB*
Filter: Filtersystem N 2.1;
Objektive: 4x/0,1; 10x/0,22; 40x/0,5

Mikroskop fur Fluoreszenzuntersuchung ,DM LB“[Laic

[Renner; Dannstadt]
[Lamb; Eastbourne, U.K.]
[Medox Nagel GmbH; Kiel
[Brand; Werttjei

[Bmsc Stuttgart]

[Lhelor; Bulle, Schweiz]

[IKA; Staufen]
[Leica; Heerbrugg, Schvai

Grunanregung BP &ib%— 560 nm

RKP 580 LP 580

Heerbrugg, Schweiz]

Filter: DAPI: Anregung 367 nm Emission 452 n
SpectrumGreen Anregung 509 nm Emission 538 n
SpectrumOrange: Anregung 559 nm Emission 688
Objektive: 10x/0,25; 40x/0,75; 100x/1,25 Qil
Phasenkontrastmikroskop [Zeiss; Oberkochen]
Mikrowelle MWS 219 [Bauknecht; Schorndorf]
pH-Meter 766 Calcimatic [Knick; Berlin]
Pipetten ,Research” (2,5; 5; 10; 25 ml) [Eppendorf Hamburg]
Schittelwasserbad 1083 [GFL; Burgwedel]
Schuttler ,Vortex Genie* [Scientifindustries; Bohemia, NY, USA]
Sterilbank ,Herasafe” [Haraeus; Hanau]
Thermometer fur Oberflachen ,mini* [Merck; Dastadt]
Wasserbad 1002 [GFL; Burgwedel]
Zentrifuge ,Varifuge 3.0R" [Haraeus; Hanau]
Zentrifuge ,Varifuge 3.0RS* [Haraeus; Hanau]
Zentrifuge ,5412* [Eppendorf; Hamburg]
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2.3 Die alkalische Mikrogelelektrophorese

Fur die Kontrollversuche und fir die Kombinationshoele Comet Assay / Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung wurde Tonsillengewebe von R#iga ohne Nachweis eines tumordsen
Geschehens verwendet. Fur die Versuche mit Zeltan Ratienten mit Tonsillenkarzinom
wurde tumorfreies Tonsillengewebe eingesetzt. Mshkopisch gesunde Larynxschleimhaut
wurde flr die Versuche von Spendern mit Larynxkeoma verwendet.

Eine graphische Darstellung des Versuchsablaufis ded Verstandnis der Beschreibung
vereinfachen (siehe Abbildung 11).

Zellsuspension

0,5-1,0 x 10°Zellen in 100 pl

l

Inkubation mit

| ! ! J
DMSO BPDE MNNG NDEA

3 x Testrohrchen 3 x Testrohrchen 3 x Testréhrchen l l

3 x Testrohrchen 3 x Testrohrchen 3 x Testrohrchen

|

Waschen Waschen

"0 o . =R
L B B i |

Reparatur Reparatur
15 min 30 min

" Vitalitat % Vitalitét %

Vitalitat %
Vitalitat %
Vitalitat %

Vitalitat %

Abbildung 11: Graphische Darstellung des Versuchsdhufs beim Comet Assay

2.3.1 Praparation des Testgewebes

Die zu untersuchenden Gewebeproben wurden innevioallziner Stunde nach Entnahme in
5 ml physiologischer Kochsalzlésung (NaCl 0,9%higeschitzt vom Operationssaal ins
Labor transportiert. Anschlieend wurden die Probenter sterilen Bedingungen
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makroskopisch mit einem Skalpell von Fremdgewel®, Bindegewebe oder Blut, befreit.
Fur die Versuche mit Larynxschleimhaut wurde makopssch tumorfreie Mukosa
verwendet. Die Mukosa wurde von der Gewebeprobeléaby anschlielend wie das auch
Tonsillengewebe schonend mit dem Skalpell weitetan2 mrf groRe Stiicke zerlegt. Alle
Arbeitschritte erfolgten unter Rotlicht, um einech&digung der DNA durch UV-Licht
vorzubeugen.

Tonsillengewebe und Larynxschleimhaut wurden ams@bhd in gleicher Weise weiter
verarbeitet.

2.3.2 Gewinnen von Einzelzellen

Die Enzyme zum L6sen der Zellen aus dem Zellverb@@ mg Protease, 10 mg
Hyaluronidase und 10 mg Kollagenase P) wurden innil0 MEM-Joklik gelost und
sterilfiltriert.

Das zerkleinerte Gewebe wurde mit der Enzymlésumgin Becherglas gegeben. In den
folgenden 60 Minuten wurden die Zellen im Schitsdserbad bei 37°C (Frequenz ca. 60
U/min) aufbewahrt, wahrend sie sich aus dem Zdiaed |6sten.

Anschlie3end wurden die Zellen durch doppellagi@age in ein Réhrchen [50 ml, Greiner;
Frickenhausen] abgegossen, um grobere Gewebsrestatfernen, und bei Raumtemperatur
und 400 U/min (10 Minuten) zentrifugiert. Der Uktarsd wurde dekantiert und das
verbliebene Zellpellet in 1 ml MEM-Joklik resuspésrtl

2.3.3 Bestimmen der Zellzahl und Vitalitat

50 pl der Zellsuspension wurden in einem Eppen@efald mit 50 pl Trypanblau (0,4%)

[Gibco BRL Lifetechnologies; Eggenstein] vermiscin Tropfen der Suspension wurde in
eine Neubauer-Zdhlkammer eingebracht und untermeifasenkontrastmikroskop bei

400facher VergroRerung ausgezahlt. Es wurden dizabé pro ml und das prozentuale

Verhéltnis vitaler Zellen zur Gesamtzahl ermittelt.

Als vital wurden die Zellen mit intakter Zellmembrgewertet. Sie nahmen kein Trypanblau
auf und blieben klar. Die Zellen, die sich blawbt&n, wurden als avital gezahlt [Ashkenazi et
al., 2001; Philips, 1973].

Nach der Fremdstoffinkubation wurde ein zweiter alfiitstest durchgefuhrt, um

zytotoxische Effekte, beispielsweise durch meclwdm@sBelastung beim Zentrifugieren,

auszuschlieBen. Ansatze, deren Zellvitalitat u®@% lagen, wurden nicht fir Versuche
verwendet.

Durch weiteres Hinzugeben von Nahrmedium wurde &esamtzellzahl von ca. 1,2 x°10

Zellen pro ml Zellsuspension eingestellt.

2.3.4 Praparation der Xenobiotika

Die Negativkontrolle wurde mit Dimethylsulfoxid (D®D) [Merck; Darmstadt] (166 mM)
durchgefihrt. Es diente ebenfalls als Losungsmitieldie anderen Fremdstoffe. Fir die
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Positivkontrolle wurde N-Methyl-N’-nitro-N-nitrosegnidin (MNNG) [Aldrich, Milwaukee,
USA|] als direkt alkylierende Substanz (0,035 mMiwendet.

Als Testsubstanz dienten (anti)Benzo[a]pyren-187dihydrodiol-t-9,10-epoxid (BPDE)
[Midwest Research Institute; USA] in einer Konzativn von 9 pM und 50 millimolares N-
Nitrosodiethylamin  (NDEA) [Sigma; Steinheim]. Letrés ergab auch die
Ausgangsschadigung fur die Reparaturversuche. ielWersuchsreihe tber 15 Minuten und
30 Minuten Reparaturzeit wurde ebenfalls NDEA verdet.

Gewebe, das fur die Kombination Comet Assay / Figrdvendet wurde, wurde nur mit
BPDE als Testsubstanz bzw. DMSO als Negativkomriokubiert.

2.3.5 Inkubation mit den Fremdstoffen

Pro Xenobiotikum wurden je 3 Aliquots mit jeweils$50- 1,0 x 18Zellen in 100 pul MEM-
Joklik angesetzt. Nach Inkubation mit dem Fremdstofurde aus zweien eine
Doppelbestimmung der Messwerte durchgefuhrt, ausn deritten ein Trypanblau-
Vitalitatstest.

Die Zellaligots in Suspension wurden auf die Weks Mikrotiterplatte [,Cellstar” steril, 96
Wells, Greiner; Frickenhausen] verteilt, anschlieBevurde je 10 pl des Fremdstoffs
beigemischt. Die Mikrotiterplatte wurde so in einBeagenzglasstander eingelegt, dal3 der
Unterrand der Mikrotiterplatte auf Hohe des Wagsegels im Wasserbad lag und eine gute
Warmeubertragung gewéabhrleistet war. Die Zellen warith Wasserbad mit den Schadstoffen
inkubiert (37°C, 60 Minuten, Schittelfrequenz caB8min).

Nach einer Stunde Inkubationsdauer wurde die Ssgpeaus den Wells der Mikrotiterplatte
in dafir vorgesehene Reaktionsrohrchen [Greingck&nhausen] tberfuhrt. Die jeweiligen
Vertiefungen wurden erneut mit 100 ul MEM-Jokliksgélt und die Losung ebenfalls in das
Reaktionsgefal3 pipettiert, um die im Well enthatenZellen mdglichst vollstéandig zu

erfassen. Daraufhin wurden die R6hrchen zentrift @40 U/min, 24°C, 5 Minuten) und der

Uberstand vorsichtig abpipettiert.

Aus dem dritten Well je Testsubstanz wurde zum ghis® zytotoxischer Effekte (siehe

auch 2.3.3) ein zweiter Trypanblau-Vitalitatstestahgefihrt.

2.3.6 Reparatur

Die Reparaturversuche mit NDEA wurden an eigendtalitipiots nach oben beschriebener
Fremdstoffinkubation durchgefiihrt. Die Zellen wurdevieder in 200 pl MEM-Joklik
resuspendiert und bei 400 U/min und 24°C fur 5 Nenuzentrifugiert, um den Fremdstoff
vollstandig auszuwaschen. Der Uberstand wurde pbfigrt, die Zellen in 200 pl MEM-
Joklik aufgenommen und fir 15 Minuten bzw. 30 Memutm Wasserbad belassen.

Nach Ablauf der jeweiligen Reparaturzeit wurden Beagenzrohrchen aus dem Wasserbad
genommen, bei 400 U/min, 24°C fir 5 Minuten zengiért und der Uberstand vorsichtig
abpipettiert.

Die Zellpellets wurden dann ebenfalls wie unter IRun3.7 beschrieben auf Objekttrager
aufgebracht.
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2.3.7 Aufbringen der Zellen auf Objekttréger

Spezielle Objekttrager mit entlang ihrer Langskanémgerauten Randern [Langenbrinck;
Emmendingen] wurden verwendet, um der Agaroseschpihter eine optimierte Haftung auf
den Tragern zu ermdglichen. Die Objekttrager wurdeimdestens zwei Tage vor
Versuchsbeginn mit 85 pl 0,5-prozentiger NormaltmgtAgarose [FMC-Bioproducts;
Rockland, Maine, USA] beschichtet und mit einemxZZD mm messenden Deckglaschen der
Dicke 0,08 bis 0,12 mm [Langenbrinck; Emmendingaumn] Fixierung der Schicht versehen.
Die praparierten Objekttrager wurden bei Raumteatpeund lichtgeschitzt gelagert.

Die Zellansatze fur die Doppelbestimmung eines nedé&nobiotikums wurden nach
Entfernen des Deckglaschens auf die vorbereitetgek@rager ausgebracht. Dazu wurden
die Zellen in 75 ul Agarose (0,7%) [FMC-BioprodyctRockland, Maine, USA]
aufgenommen und, ohne die vorhandene Agarosesclaafit den Objekttrdgern zu
beschadigen, gleichméalRiig verteilt. Die Objekttragarden mit einem neuen Deckglaschen
belegt, um eine homogene Verteilung der Zellen meighen, und zum Ausharten der
Agarose fur ca. 10 Minuten auf eine gekihlte Mptatte gegeben. Zur besseren Fixierung
der Zellen wurde nach dem Ausharten der Agaroselschias Deckglas vorsichtig entfernt
und weitere 85 ul 0,7-prozentige Agarose wurdergetuhgen. AbschlieRend wurden die
Objekttrager erneut mit einem Deckglaschen versalsh fur ca. 10 Minuten auf der
Metallplatte abgekunhlt.

17 Deckglas
.ﬁ Agarose-Deckschicht

— g Agarose mit Zellen
Agarose-Grundschicht

Objekttrager

Abbildung 12: Darstellung der Agaroseschichten auflem Objekttrager

2.3.8 Lyse der zellularen Membranen und Alkalische Ele&phorese

Nach Ausharten der Agarose wurde das Deckglaschesiciitig seitlich abgezogen und die
Objekttrager in eine Kivette gestellt. Die Lyse$ligkeit wurde hinzugegeben und die
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Kivette lichtgeschitzt bei 4°C fur mindestens éstende im Kuhlschrank aufbewahrt, um
die Zell- und Kernmembran aufzuldsen.

Nach Beendigung der Lyse wurde die Elektrophoreseuiler [Renner; Dannstadt] in eine
eisgekihlte Wanne gestellt und horizontal ausgeichm Kuhlschrank auf 4°C gekunhlter
Elektrophoresepuffer wurde bis knapp unterhalb Hdexgeflache fur die Objekttrager
blasenfrei eingefullt.

Die Objekttrager wurden, an der Anode beginnenddien Elektrophoresekammer gelegt.
Nach Auffillen des Puffers und einer 20 Minuten etaden Denaturierungs- und
Entspiralisierungphase ypwinding) der DNA im stark alkalischen Milieu (pH > 12) wde
die Elektrophorese bei 25V und 300 mA [Netzgera@E&Renner; Dannstadt] fir ebenfalls
20 Minuten durchgefuhrt.

2.3.9 Farbung und digitale Auswertung

Die Objekttrager wurden aus der Elektrophoresekangeaommen und dreimalig mit 400
millimolarer Pufferungslosung (pH von 7,5) Ubergogssum den pH-Wert zu neutralisieren
und den folgenden Farbungsvorgang nicht zu beeimigen. Fir den Comet Assay wurden
die Objekttrager daraufhin gleichmaflig mit 75 plhmarozentiger Ethidiumbromid-

Farbelésung gefarbt und mit einem Deckglaschenehers Die Lagerung erfolgte in

angefeuchteten Objekttragerkasten [Greiner; Frickasen] lichtgeschitzt im Kuhlschrank
fur maximal 7 Tage.

Die Auswertung der Ergebnisse wurde fluoreszenzmskapisch [LeicdDM LB, Heerbrugg,
Schweiz; Filtersystem N 2.1; Grinanregung BP 51560 nm; RKP 580 LP 580] bei
vierhundertfacher Vergré3erung unter Verwendung Eesmgramms ,Komet 3.1 [Komet
Img., Liverpool; GroRbritannien] durchgefiihrt. Unsine CCD-Kamera wurde das Bild vom
Mikroskop digitalisiert und am PC direkt vermesseer Versuchsablauf ist in Abbildung 13
auf der folgenden Seite zusammengefasst.

Pro Testsubstanz wurden zwei Objekttrager mit jeZzéllen ausgewertet. Dabei wurde die
Menge DNA im Kopf und Schweif des Kometen anhandlLagichtintensitat getrennt erfasst,
aulBerdem die mittlere Position von Kopf und Schweiir die statistische Auswertung
wurden die Daten in Microsoft Excel 97 ™ zwischespgchert.

Folgende Formel diente zur Berechnung Gdise Tail Momentsals Marker fir die DNA-
Schadigung [Olive et Banath, 1993]:

DNA[ Schweif ]

Olive Tail Moment = .
(DNA[ Schweif ] + DNA[ Kopf ])

OMittl . Position DNA[Schweif ] — Mittl . Position DNA[Kopf ]

2.3.10Statistische Ergebnisanalyse

Die statistische Auswertung der Versuchsergebnesgadgte mit dem Programm SPSS in
Version 12.0 Fur die statistische Signifikanz wuede lokalesa-Niveau ein p-Werk 0,05
festgelegt.
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Der Wilcoxon-Test diente zur statistischen Analyser OTM-Werte verbundener
Stichproben. Dazu zahlten der Vergleich von Negatnrollen und Testsubstanzen, sowie
der Vergleich der Ausgangsschadigung mit der nachpaRatur. Aufgrund der
Mehrfachtestung wurde der Friedman-Test angew&htibhangige Stichproben, wie OTM-
Werte nach Schadigung bzw. Reparatur unterschieli§pendergruppen wurden mit dem
Mann-Whitney-U-Test verglichen, aufgrund der Mebhtestung wurde hier der Kruskal-
Wallis-Test angewandt.

SPSS wurde auch zur Erstelludgr Boxplots verwendet, die der graphischen Darstgllun
der Ergebnisse dienten. Der untere Rand der Boraechnet dabei die 25. Perzentile (75%
aller Werte liegen darlber), der obere Rand die Pi&rzentile (25% aller Werte liegen
dartiber). Der Median wird durch die Linie in den@&gekennzeichnet, der grofdte und kleinste
Wert durch die nach oben bzw. umgekehrt nach ur#gande T-Linie. Ausreil3erwerte, die
um mehr als das 1,5-fache der Boxlange von ihreemtfsind, werden mit einem Kreis
gekennzeichnet, Extremwerte, deren Abweichung na¢éhrdas 3-fache betragt, mit einem
Stern.

Gewinnung der Proben
Zellisolierung
Zellzahlung und Vitalitatstest

Inkubation mit
DMSO, NDEA, BPDE, MNNG

. Y .
Auswaschen der toxischen Substanz nach 60 Minuten

Reparaturversuche mit NDEA fib 1
bzw. 30 Minuten

V/

Mikrogelelektrophorese

Farbung

.

Auswertung

Abbildung 13: Ubersicht {iber den Versuchsablauf defToxizitats- und Reparaturtests
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2.4 Comet Assay - Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Die Proben wurden in 0,9%iger Kochsalzl6ésung liebtipitzt aus dem Operationssaal ins
Labor transportiert und dort innerhalb von einarmfgie weiterverarbeitet. Alle Arbeitsschritte

erfolgten unter Rotlicht, um weitere DNA-Schadenveuhindern bzw. das Ausbleichen der
Fluoreszenzfarbstoffe zu verhindern.

2.4.1 Auswahl, Entnhahme und Vorbereitung der Proben

Fur die Kombination des Comet Assay mit der Flupeeg-in-situ-Hybridisierung wurde
Tonsillengewebe von tumorfreien Spendern verwendet. Vorbereitung und Behandlung
der Proben fir die Kombination Comet Assay / Flapemz-in-situ-Hybridisierung erfolgte
analog den Punkten 2.3.1 bis 2.3.5 und 2.3.7 Bi82Als Testsubstanz diente BPDE.

Nach der Elektrophorese wurden die auf Objekttrdg@erten Zellen nicht, wie in Punkt
2.3.9 beschrieben, mit Ethidiumbromid gefarbt, ssndtr 2 bis 5 Minuten in frischem 2x
SSC bei Raumtemperatur gewaschen. Anschliel3endgterfdie Entwé&sserung in einer
aufsteigenden Ethanolreihe 70%, 85% und 100% jevi&il2 bis 5 Minuten.

Die Objekttrager wurden dann bei 37°C fur 10 Mimuteur Gelstabilisierung auf einer
Heizplatte [Reichert-Jung; Medox-Nagel GmbH, Kigétrocknet. Die Temperatur wurde per
Oberflachenthermometer kontrolliert und moglichehgtant gehalten. Eine gut erreichbare
Stelle mit intakter Agaroseschicht wurde auf denje®itréger zum Aufbringen der Gensonde
markiert.

2.4.2 Vorbereitung und Hybridisierung der DNA-Sonden

Der Hybridisierungspuffer und die jeweilige DNA-M&rungssonde wurden schonend auf
Raumtemperatur erwarmt. AnschlieRend wurden 14ybkidisierungspuffer mit 2 pl DNA-
Markierungssonde fir das gewtinschte Chromosom yndAgua bidest. gut vermischt. Bis
zur weiteren Verwendung wurde die Farbemixtur B8C3lichtgeschitzt aufbewahrt.

Der vorbereitete Probenmix wurde auf die zuvor neat& Stelle am Objekttrager aufgebracht
und mit einem Deckglas luftblasenfrei abgedeckt. D& Fixogum versiegelte Objekttrager
wurde fir 5 bis 6 Minuten auf eine 74°C warme Hktp gelegt. In dieser Zeit erfolgt die
Kodenaturierung der Zell-DNA und der mit Fluoreszanbstoff markierten DNA-Sonden.
Der Objekttrager wurde in eine vorgewarmte Feucahtkar gelegt und zur Hybridisierung
der Zell-DNA mit den Gensonden bei 37°C fiur 12 b Stunden in den Brutschrank
gegeben. Um das Ausbleichen des Fluoreszenzfaibstofch Lichteinfall zu minimieren,
erfolgte der Hybridisierungvorgang unter Lichtaldsss. Die Lichtexposition bei allen
nachfolgenden Arbeitsschritten wurde aus dieseam@Gebenfalls moglichst minimiert.

2.4.3 Auswaschen ungebundener DNA-Sonden

Nach der Hybridisierung wurden drei Kuvetten mit adfalosung (50% Formamid mit
2x SSC) beflllt, eine weitere Kuvette mit 2 x SS@ eine finfte Klvette mit 2x SSC / 0,1%
NP40-Waschlosung. Alle wurden in einem Wasserbagp [T002, GFL; Burgwedel] auf

konstant 45°C temperiert.
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Nach Entfernen der Deckgléaser wurden die Objeldtrdfir 1 bis 3 Sekunden in der
Waschlésung geschwenkt und fir 10 Minuten in devefi@é belassen, um nicht gebundene
DNA-Sonden zu entfernen. In den beiden folgenden Waschlosung beflllten Kiuvetten
wurde die Waschprozedur zwei weitere Male wiedérhol

Die Objekttrager wurden danach in 2 x SSC geschivend fir 10 Minuten in der Klvette
belassen, abschliel3end in der 2x SSC / 0,1% NP4&&h\sung geschwenkt und fur 5
Minuten inkubiert, um die nicht an zellulare DNA bgmdenen Fluoreszenzmarker
weitestgehend auszuwaschen.

2.4.4 Gegenfarben der zellularen DNA

Die Objekttrager wurden lichtgeschitzt bei Raumterafur luftgetrocknet.

Auf die hybridisierten Stellen wurden je 18 pl Féldsung (12 pl DAPI 1T mit 6 pl Antifade-
Solution) gegeben. Auf diese Weise konnte neben derkierten Chromosom auch die
restiche DNA der Zelle angefarbt werden. Die soarbeiteten Stellen wurden mit
Deckglasern der GroRe 22 x 22 mm [Starke 0, Lamgeeiky Emmendingen] versehen und
mit Nagellack versiegelt.

Die Lagerung erfolgte bei —20°C und unter Lichtabis3.

2.4.5 Datenspeicherung und digitale Auswertung

Die bearbeiteten Objekttrager wurden innerhalb \drei Tagen ausgewertet, um die
maximale Intensitat der Farbstoffe auszunutzen.

Die Verwendung des Fluoreszenzmikroskops L&b4& LB mit folgenden Filtern auf einem

Wechselrad erleichterte die simultane Aufnahme D@l 11l und des Fluoreszenzmarkers,
ohne das der Objekttrager bewegt werden musste:

DAPI III: Anregung 367 nm Emission 452 nm
SpectrumGreen Anregung 509 nm Emission 538 nm
SpectrumOrange: Anregung 559 nm Emission rs88

Die Digitalisierung erfolgte bei vierhundertfachéergroRerung tber eine CCD-Kamera, die
Bilder wurden am PC unter Verwendung des Programimmet ++* [Komet Img.,
Liverpool; GroR3britannien] vermessen und im MicHbgfxcel-Format gespeichert.

Fur die Kontrolle und BPDE wurden pro Versuch zWiddjekttrager mit jeweils 10 Zellen
ausgewertet. Dabei wurde anhand der DAPI IlI-Vartg analog zu Ethidiumbromid die
gesamte DNA im Kopf und Schweif des Kometen erfasdter SpectrumGreen (fur
Chromosom 1 und 5) bzw. SpectrumOrange (fir Chromo3 und 8) wurden die Position
und Intensitat der Fluoreszenzmarker ermittelt.
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2.4.6 Quantifizierung der Schaden mit dem MCTM

Als Mafeinheit fur die Schadigung der Chromosomende erstmals in Anlehnung an den
fur den Comet Assay etablierten Olive Tail Momeet Blunich Chromosomal Tail Moment
(MCTM) entwickelt und verwendet.

DNA Schweif] Marker

MCTM = v Tk
(DNA Schweif] """ + DNA Kopf]"#" ")

OMittl . Position DNA Schweif] @™ — Mittl . Position DNA Kopf]

Die erhobenen Daten wurden anschlieRend analog unktP2.3.10 mit SPSS weiter
bearbeitet. Der Versuchsablauf ist in der folgenélbhildung als Diagramm dargestellt.

Gewinnung der Proben

}

Comet Assay

}

Vorbereiten, Waschen
und Entwassern

}

Kodenaturierung und
Hybridisierung

}

Auswaschen ungebundener
DNA-Sonden

}

Gegenfarben der
zellularen DNA

!

Auswertung

Abbildung 14: Ubersicht {iber den Versuchsablauf deiComet/FISH-Kombination
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3 Ergebnisse

Die Auswirkung genotoxischer Effekte der verwendexenobiotika auf Schleimhautzellen
des oberen Aerodigestivtraktes wurde in der voeleten Arbeit durch Boxplots (siehe Punkt
2.3.10) dargestellt. Die Zellvitalitaten wurden viaeschrieben fur jeden Versuch untersucht.
Sie sind einleitend zu jedem Test aufgefuhrt. Nbtees Comet Assay wurden die Versuche
zu DNA-Schadigung und -Reparaturkapazitaten descheedenen Gewebe dargestellt und
verglichen. Die Schaden an der Gesamt-DNA eineteZelrden anhand deSlive Tail
Moment mit den Schéden einzelner Chromosom durch Memich Chromosome Tail
Momentverglichen.OTM-Werte < 2 sind dabei nicht als Schadigung der DNA zu werte
Absichtlich in DNA eingefligte Strangbriiche, wie dlimum Beispiel in geringer Anzahl im
Rahmen der Replikation geschieht, werden ebenfidiektiert und erhéhen den OTM
geringflgig. [Olive et Banath, 1993].

3.1 Zellvitalititen

Wie unter Punkt 2.3.3 beschrieben, wurde paralletlen Genotoxizitdtsuntersuchungen bei
allen durchgefihrten Untersuchungen die Zellvialimit dem Trypanblau-Ausschlusstest
bestimmt. Der Test ergab vor Beginn der Inkubatrohdem Xenobiotikum eine Vitalitat von

> 95 %. Eine Wiederholung des Tests wurde nach Aaeswaschen des Fremdstoffes bzw.
nach Ablauf der Reparaturzeit durchgefuhrt, umdchxeé Effekte durch die Testsubstanzen
auszuschliel3en. Hier ergaben sich durchwegs Zaltéiten von > 90 %.

3.2 Ergebnisse des Comet Assay

Zur Darstellung der unterschiedlichen Schadigungsenu werden in den folgenden
Abbildungen die in unterschiedlichem Male fragnestei DNA dreier Zellen gezeigt. Zur
Visualisierung wurde mit Ethidiumbromid gefarbt.

In Abbildung 15 A liegt die DNA in annahernd rundeésrm vor; man geht von einem sehr
geringen Fragmentierungsgrad aus, aufgrund demteafgrofie ist die Migrationsstrecke im
elektrischen Feld minimal. In Abbildung 15 B istamodie runde Form mit ungeschadigter
DNA erkennbar, ein kleiner Schweif beherbergt ditgaund der zugenommenen Schadigung
weiter migrierten DNA-Fragmente. In Abbildung 15h@t die Menge fragmentierter DNA
relativ zur unfragmentierten DNA weiter zugenommeime groRere Menge von DNA-
Fragmenten ist in Richtung Anode gewandert.

A
Abbildung 15: Mit Ethidiumbromid gefarbte zellulare DNA mit nahezu keiner (A), mittelgradiger (B) und
starker (C) Schadigung. (Fluoreszenzmikroskopie bel00-facher Vergréf3erung)
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Fur die statistische Analyse wurden 80 Zellen pest3ubstanz und Patient ausgewertet. Als
Marker fur die Schadigung der Gesamt-DNA wurde@kve Tail Momen{OTM), wie unter
Punkt 2.4.6 beschrieben, bestimmt. Er ist im Falgen im Mittelwert und in der
Standardabweichung () angegeben.

3.2.1 DNA-Schadigung nach Fremdstoffinkubation

Die drei Spendergruppen wurden mit dem Friedmar-&a$ signifikant unterschiedliche
OTM-Wert gegeniber der Negativkontrolle untersuédi. p< 0,001 fir BPDE und NDEA
aller Spendergruppen wurde wie beschrieben fortgefa

3.2.1.1 DNA-Schadigung an Tonsillenschleimhaut von Kontrpltienten

Am Beispiel von makroskopisch gesunder Tonsillelgothaut von tumorfreien Spendern
wurden die genotoxischen Auswirkungen der UmweakgBPDE und NDEA auf humane
Zellen des oberen Aerodigestivtraktes untersucht.

30+ p < 0,001 p=0,001

20—

OTM

10+

DMS0O BPDE MDEA

Abbildung 16: Mutagensensitivitat der Kontrollpatienten, gemessen an Tonsillenschleimhaut (X-Achse:
Testsubstanz; Y-Achse: mittlere OTM-Werte; n = 20)

Der Median der mittleren OTM-Werte nach Inkubation mit BPDE lag bei
Tonsillenschleimhaut von Spendern ohne malignedakangen im Bereich von 22,7 + 8,3.
Die Schadigung durch Inkubation mit NDEA lag 16¥TM 18,4 + 4,4. Die Negativkontrolle

mit DMSO ergab eine@TMvon 0,9 = 0,5.

Der statistische Vergleich mittels des Wilcoxon{&dgl mit einem p-Wert von kleiner 0,001
bei beiden Xenobiotika hoch signifikant gegentbarNegativkontrolle aus.
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3.2.1.2 DNA-Schadigung an Tonsillenschleimhaut von Spendamnit Tonsillenkarzinom

Tonsillenschleimhaut von Spendern mit Tonsillenkam wurde ebenfalls mit BPDE und
NDEA inkubiert und die DNA-Schadigung gemessen.

30 p= 0,005 p = 0,005

y !

Oo™™

|
DMS0 BFDE NDEA

Abbildung 17: Mutagensensitivitdt der Spender mit Tonsillenkarzinom, gemessen an
Tonsillenschleimhaut (X-Achse: getestete Substan¥:Achse: mittlere OTM-Werte; n = 10)

Die Inkubation mit BPDE ergab an Tonsillenschleiothavon Spendern mit
Tonsillenkarzinom eine Schadigung voTM 18,3 £ 3,6. Die Inkubation mit NDEA fuhrte
zu einer Schadigung vadTM 16,9 + 3,7, bei der Negativkontrolle v@QTM 0,7 £ 0,2.

Der statistische Vergleich ergab einen p-Wert v@®9 fir BPDE und NDEA gegenuber der
Negativkontrolle.
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3.2.1.3 DNA-Schadigung an Larynx-Schleimhaut von Spenderntrharynx-Karzinom

Tonsillenschleimhaut von Spendern mit Tonsillenkeom wurde mit den Umweltgiften
BPDE und NDEA inkubiert und die DNA-Schéadigung gesen.

7 p= 0,005 p=0005
—_
30—
7] Je—
20—
E —
®]
—1 S
10
0 ! : |
DMSO BFDE MOEA

Abbildung 18: Mutagensensitivitdt, gemessen an Laryxschleimhaut von Spendern mit Larynxkarzinom
(X-Achse: Testsubstanzen; Y-Achse: Mittlere OTM-Wete; n = 10)

Bei Larynxschleimhaut von Gewebsspendern mit Lakgrzinom fihrte die Inkubation mit
BPDE zu einer DNA-Schadigung vadTM 23,9 + 7,7. Nach der Inkubation mit NDEA
zeigten die Zelle O TM-Werte im Bereich von 16,9 + 3,8. Die Negativkoligranit DMSO
fuhrte zu einen®TMvon 1,3 £ 1,0.

Das statistische Signifikanzniveau konnte mit p 08 fur beide Testsubstanzen
nachgewiesen werden.
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3.2.2 Vergleich gewebespezifischer Mutagensensitivitat

Im Kruskal-Wallis-Test wie bei den im Folgenden chgefihrten Mann-Whitney-U-Tests
ergaben sich fur die unten aufgefiihrten Verglelaiae signifikanten Unterschiede zwischen
den Spenderkollektiven.

3.2.2.1 Mutagensensitivitat von Tonsillenschleimhaut geswerdSpendern und von

Spendern mit Tonsillenkarzinom

Tonsillenschleimhaut von Spendern mit und ohne illengarzinom wurde mit den
Schadstoffen BPDE und NDEA inkubiert. Die Sendiéivder beiden Gewebe wurde mit dem
Mann-Whitney-U-Test verglichen.

B MNon-Tumor B Tumor
p=0121 p=0226
30—
o

j * !
O -

10—

p=0597
i ———— T
I | I
DMSO BPDE NDEA

Abbildung 19: Vergleich der Mutagensensitivitat vonSpendern mit und ohne Tonsillenkarzinom anhand
von Tonsillenschleimhaut (X-Achse: Testsubstanzery,-Achse: Mittlerer OTM; n = 10)

Der Vergleich von Tonsillenschleimhaut von Spendérund ohne Tonsillenkarzinom wurde
mit einer Kollektivgrol3e von jeweils 10 Patientarrchgefihrt.

Fur Gewebespender ohne maligne Erkrankung ergatemlie in Punkt 3.2.1.1 aufgefuhrten
OTM-Werte fur die DNA-Schadigung. Di®@TM-Werte fur Tonsillengewebe von Spendern
mit Tonsillenkarzinom sind unter Punkt 3.2.1.2 znsgengefasst.

Beim Vergleich der DNA-Schadigung beider Kollektergaben sich fur die Negativkontrolle
ein p-Wert von 0,597; bei BPDE wurde ein Signifikaiveau von p = 0,121 und bei NDEA
von p = 0,226 erreicht. Es ergaben sich keine fkgmten Unterschiede zwischen den beiden
Spenderkollektiven.
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3.2.2.2 Mutagensensitivtat von Tonsillenschleimhaut von $wern mit

Tonsillenkarzinom und von Larynxschleimhaut von Spaern mit

Larynxkarzinom

Tonsillenmukosa von Spendern mit Tonsillenkarzinamd Larynxmukosa von Spendern mit
Larynxkarzinom wurde mit den Xenobiotika BPDE un®®BA inkubiert. Es erfolgte ein
Vergleich der DNA-Schadigung.

B Tonsillen-Karzinom [ Larynx-Karzinom
¥
| p=0112
-
30—
o]
| p=0762
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g T T T
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Abbildung 20: Vergleich der Mutagensensitivitit von Spendern tonsillarer Schleimhaut mit
Tonsillenkarzinom und Spendern laryngealer Schleimhut mit Larynxkarzinom (X-Achse:
Testsubstanzen; Y-Achse: mittleren OTM-Werte; n = D)

Der Vergleich wurde mit jeweils 10 Proben je Grupgerchgefihrt. Fur Spender mit
Tonsillenkarzinom ergaben sich die in Punkt 3.2dufjefiihrterOTM-Werte fir die DNA-
Schadigung. DieOTM-Werte fir Spender mit Larynxkarzinom sind untemi&u3.2.1.3
zusammengefasst.

Die DNA-Schadigungen beider Gewebe wurde verglichdabei ergab sich fur die
Negativkontrollen ein p-Wert von 0,226; der Vergleider Schadigung erreichte bei BPDE
ein Signifikanzniveau von p = 0,112 und bei NDEAWo = 0,762. Es ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden &gduollektiven.
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3.2.3 DNA-Reparatur nach Fremdstoffexposition

3.2.3.1 DNA-Reparatur von Tonsillenschleimhaut tumorfreiespender

Tonsillenschleimhaut von malignomfreien Spendern rdgu mit NDEA inkubiert.
AnschlielRend wurde das Xenobiotikum ausgewaschdrdienZellen hatten 15 min bzw. 30
min lang Gelegenheit zur DNA-Reparatur.

Die asymptotische Signifikanz im Friedman-Test brgaen Wert von g 0,001, so dass mit
dem Wilcoxon-Test weiter verfahren wurde.

iy p <0001 p < 0,001

2=

J 1 —

OT™

| | |
MNDEA Reparatur 15 min Reparatur 30 min

Abbildung 21: Darstellung der DNA-Reparatur von Tonsillenschleimhaut tumorfreier Spender (X-Achse:
Reparaturzeit; Y-Achse: mittlerer OTM; n = 20)

Die Initialschadigung an Tonsillenschleimhaut vgmedern ohne Tonsillenkarzinom nach
Inkubation mit NDEA lag beDTM 18,4 £+ 4,4. Nach einem Reparaturintervall von 16 m
sank derOTM-Wert auf 14,5 = 4,5. Nach insgesamt 30 min Repeazatt lag detOTM bei

12,0 +4,4.

Mit einem Signifikanzwert von g 0,001 gegentber der Ausgangsschéadigung durch NDEA
konnte der DNA-Schaden sowohl nach 15 min, als amabh 30 min Reparatur, in
signifikantem Mal3e durch die Zellen verringert weard
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3.2.3.2 DNA-Reparatur tonsillarer Schleimhautzellen von Spadern mit

Tonsillenkarzinom

Nach Inkubation mit NDEA von TonsillenschleimhawnvSpendern mit Tonsillenkarzinom
wurde der Schadstoff ausgewaschen; nach 15 min B@wmin Reparaturzeit wurde die
verbliebene DNA-Schadigung bestimmit.

Die asymptotische Signifikanz im Friedman-Test brgamen Wert von g 0,03, so dass mit
dem Wilcoxon-Test weiter verfahren wurde.

30 p=0047 p=0009

20+
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Abbildung 22: DNA-Reparatur tonsillarer Schleimhaut von Spendern mit Tonsillenkarzinom (X-Achse:
Reparaturzeit; Y-Achse: mittlerer OTM; n = 10)

Die Initialschadigung an Tonsillenschleimhaut vopeSdern mit Tonsillenkarzinom nach
Inkubation mit NDEA lag im Bereich voOTM 16,9 £ 3,7. Nach Entfernen des Schadstoffes
und einem Reparaturintervall von 15 min wurde @ifM-Wert von 14,3 + 3,4 bestimmt.
Nach insgesamt 30 min Reparaturzeit wurde ein O0N 12,3 + 2,2 gemessen.

Gegenuber der Ausgangsschadigung durch NDEA zsigtemit p = 0,047 eine signifikante
Verringerung der DNA-Schaden nach 15 min Reparaiyyrnach 30 min ebenfalls eine
signifikante Abnahme mit p = 0,009.
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3.2.3.3 DNA-Reparatur laryngealer Schleimhautzellen von Swkern mit Larynx-

Karzinom

Laryngeale Schleimhautzellen von Spendern mit Lekgrzinom konnten nach Inkubation
mit NDEA und Auswaschen der Substanz 15 min bzwmn@®lang den entstandenen DNA-
Schaden reparieren. Die verbliebene Schadigungeanadh diesem Zeitraum bestimmit.

Im Friedman-Test zeigte sich eine asymptotischanifthgnz von p< 0,045, so dass im
Weiteren der Wilcoxon-Test angewandt wurde.

p=0022 p=0,169
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Abbildung 23: DNA-Reparatur von Larynxschleimhaut von Spendern mit Larynxkarzinom (X-Achse:
Reparaturintervall; Y-Achse: mittlerer OTM; n = 10)

Nach Inkubation mit NDEA trat bei Larynxschleimhawtn Spendern mit Larynxkarzinom
initial eine Schadigung von OTM 16,9 + 3,8 auf. Na&uswaschen des Nitrosamins und
einem Reparaturintervall von 15 min sank @dimv-Wert auf 14,6 + 4,5. Nach insgesamt 30-
minutiger Reparaturzeit lag d&TM bei 15,0 £ 6,2.

Mit p = 0,022 zeigte sich eine signifikante Reduzing) des DNA-Schaden gegenuber der
Initialschadigung nach 15 min. Aufgrund der hohearigz war die Verringerung der DNA-
Schaden wahrend des 30 min dauernden Reparatudlter gegeniber der
Ausgangsschadigung mit p = 0,169 jedoch nicht Sigmit.
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3.2.4 Vergleich der DNA-Reparatur verschiedener Kollekdiv

3.2.4.1 DNA-Reparaturfahigkeit von Tonsillenschleimhaut vogesunden Spendern und

Tonsillenschleimhaut von Spendern mit Tonsillenkampm

Das Verhalten von Tonsillenschleimhaut von Spendeih und ohne Tonsillenkarzinom
wurde nach 15 min bzw. 30 min DNA-Reparaturzeigliehen.

Im Vergleich der beiden Gruppen mit dem Kruskal-Ngalest ergaben sich zu den Mann-
Whitney-U-Tests identische Signifikanzniveaus.

O Mon-Tumor O Tumor
30
. p=0226 p=0650 p=0240

20 L
= —
. é

; —
10—
8 8
0 T | |
NDEA Reparatur 15 min Reparatur 30 min

Abbildung 24: Reparaturverhalten von Spendern mit ind ohne Tonsillenkarzinom anhand von
Tonsillenschleimhaut (X-Achse: Reparaturintervall; Y-Achse: mittlerer OTM; n = 10)

Die DNA-Reparaturfahigkeit von Schleimhautzellem @ensille wurde an jeweils 10 Proben
je Spenderkollektiv untersucht. Dabei ergaben SicHSpender ohne Tonsillenkarzinom die
in Punkt 3.2.3.1, fir Spender mit Tonsillenkarzinaoie unter Punkt 3.2.3.2 aufgefuhrten
OTM-Werte.

Im Vergleich des DNA-Reparaturverhaltens beideighgéngruppen unterschieden sich die
Ausgangsschadigungen durch NDEA mit einem p-Werh @226 statistisch nicht

signifikant. Nach 15 min Reparaturzeit ergab dergiech der Schadigung mit p = 0,650
keinen signifikanten Unterschied, auch nach 30 mgab sich mit p = 0,940 keine

Signifikanz.
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3.2.4.2 DNA-Reparaturfahigkeit von Tonsillenschleimhaut vo8pendern mit

Tonsillenkarzinom und Larynxschleimhaut von Spendemit Larynxkarzinom

Laryngeale Schleimhautzellen von Spendern mit bekgrzinom und Schleimhaut vom
Tonsillengewebe von Spendern mit Tonsillenkarzinganden mit NDEA inkubiert. 15 min
bzw. 30 min nach dem Auswaschen des Xenobiotikuarsl@vder DNA-Schaden bestimmt.
Im Vergleich der beiden Gruppen mit dem Kruskal-NMgalest ergaben sich zu den Mann-
Whitney-U-Tests identische Signifikanzniveaus.

[ Tonsillen-Karzinom [ Larynx-Karzinom
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Abbildung 25: Reparaturverhalten von Tonsillenschlémhaut von Spendern mit Tonsillenkarzinom im
Vergleich zu Larynxschleimhaut von Spendern mit Lagnxkarzinom (X-Achse: Reparaturintervall; Y-
Achse: mittlerer OTM; n = 10)

Die DNA-Reparaturuntersuchungen ergaben fur Spematetonsillenkarzinom die in Punkt
3.2.3.2 aufgefuhrtetOTM-Werte. Die OTM-Werte fir Spender mit Larynxkarzinom sind
unter Punkt 3.2.3.3 zusammengefasst.

Das DNA-Reparaturverhalten beider Gruppen wurdgligtren. Die Ausgangsschadigung
durch NDEA waren mit einem p-Wert von 0,762 nidighgikant verschieden. Der Vergleich
der Schadigung nach 15 min Reparaturzeit erreichSgnifikanzniveau von p = 0,762 und
nach 30 min ein Niveau von p = 0,326.

Anhand der jeweils 10 Proben pro Spenderkollekief3dn sich keine signifikanten
Unterschiede im Reparaturverhalten nachweisen.
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3.3 Ergebnisse von Comet/FISH

Die folgenden drei Abbildung zeigen analog zu Athbilg 15 mehrere Zellen, deren DNA
durch genotoxische Substanzen fragmentiert istatzlish ist neben der unspezifischen
DNA-Farbung mitDAPI-III (blau) durch die FISH-Technik ein Chromosom mihesn
spezifischen Marker (rot) angeféarbt worden. Anhdad Anzahl und Position der markierten
Chromosomenteile konnen Rickschlisse auf den Sclgggb®mgen werden, den das markierte
Chromosom erhalten hat.

Abbildung 26 A zeigt DNA, die in anndhernd runderra vorliegt, es zeigen sich zwei eng
beieinander liegende rote Punkte. Dieses Mustetygsch fir ungeschéadigte DNA: Ohne
nachweisbare Fragmentierung ist sie wahrend dektrBfghorese nicht migriert, die beiden
Kopien des Chromosoms liegen im Zellkern. Die DN& delle von Abbildung 26 B zeigt
mafige Schadigung: Teile der DNA sind aus dem Zailknigriert und bilden einen deutlich
erkennbaren Kometenschweif. Teile des markierteno@bsoms befinden sich noch im
Zellkern, aber einige Bruchstiicke sind auch im Kmmschweif nachweisbar. Abbildung 26
C zeigt DNA einer stark geschadigten Zelle. Ein emtlich groRerer Teil der DNA findet
sich im Schweif, auch die Anzahl der Bruchstiicke harkierten Chromosoms ist gestiegen.
Zusatzlich hat auch die Migrationsstrecke deutiagenommen.

Abbildung 26: Mit DAPI Il und einem Fluoreszenzmarker gefarbte Zellen; die BA der Zelle unter (A)
ist nicht geschadigt, unter (B) ist sie maRig gesadigt. Die DNA unter (C) ist stark geschadigt.
(Fluoreszenzmikroskopie bei 400-facher VergréRerung

Pro Versuch wurden 10 Zellen je Objekttrager fig diatistische Analyse untersucht. Der
Schaden an der Gesamt-DNA wurde mit d@hwve Tail Momen{OTM) bestimmt. Spezifisch
am untersuchten Chromosom aufgetretene Schadigurdpwnit dem neu etabliertétunich
chromosomal Tail MomerfMCTM) quantifiziert (siehe 2.4.6). Beide sind im Folgen mit
Mittelwert und Standardabweichung (x) angegeben.

3.3.1 DNA-Schadigung durch BPDE

Zur Etablierung der Kombination Comet/FISH an Mukoslen des oberen

Aerodigestivtraktes wurden Zellen der Tonsillen wamtrollpatienten mit BPDE und DMSO

als Negativkontrolle inkubiert. Anschlieend wurder MCTM anhand des spezifischen

Markers als Schadigungsmald flr das untersuchten@s@m und an denselben Zellen
anhand deDAPI-1ll-Verteilung derOTM als Mal3 fir die Schadigung der gesamten DNA
bestimmt.

Aufgrund der schwierigen Auswertung konnte nicht f@des Chromosom die gleiche

Fallzahl erreicht werden.
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3.3.1.1 DNA-Schadigung an Chromosom 1

Die gesamte DNA der untersuchten Zellen wurde D#API-11l gefarbt und die Schadigung
mit dem OTM bestimmt. Zusatzlich wurde spezifisch Chromosonangefarbt und die
Schadigung mittelMCTM quantifiziert.

[ Kaontralle B EFCE
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Abbildung 27: Gegeniberstellung der Schadigung vo@hromosom 1 und der gesamten DNA anhand von
Tonsillenschleimhaut von Kontrollpatienten (X-Achse Vergleichswert; Y-Achse: mittlere Schadigung;
n =10)

Tonsillenschleimhaut von Kontrollpatienten zeigte €hromosom 1 eine Schéadigung von
MCTM 17,4 + 9,1 nach Inkubation mit BPDE, die Schadgyder Negativkontrolle lag bei
MCTM 2,1 + 3,5. Die Gesamt-DNA ergab ein®TM-Wert von 13,6 £+ 6,4 nach Inkubation
mit BPDE und eine®@TM 1,6 + 1,3 fur die Negativkontrolle.

Der statistische Vergleich zeigte mit einem p-Wen < 0,001 inMCTM als auchOTM eine
signifikante Schadigung durch BPDE gegentiber dejatiekontrolle.
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3.3.1.2 DNA-Schadigung an Chromosom 3

Chromosom 3 wurde spezifisch angefarbt und die dghéag mittelsMCTM quantifiziert.
Zusatzlich wurde die gesamte DNA der untersuchtelle@ mit DAPI-1II gefarbt und die
Schadigung mit der®TM bestimmt..

[ Kontrolle B BFDE
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Abbildung 28: Gegenuberstellung der Schadigung vo@hromosom 3 und der gesamten DNA anhand von
Tonsillenschleimhaut von Kontrollpatienten (X-Achse MCTM bzw. OTM; Y-Achse: mittlere
Schéadigung; n = 8)

Tonsillenschleimhaut Kontrollpatienten zeigte ndckubation mit BPDE eine Schadigung
mit einem MCTM von 13,6 £ 7,9 an Chromosom 3, die Schadigung hdudge
Negativkontrolle lag bei einem MCTM von 3,0 + 2BPDE fuhrte an der Gesamt-DNA zu
einemOTM-Wert von 16,7 £ 8,1, die Negativkontrolle ergabeziOTM von 0,6 £ 0,4.

Mit einem Signifikanzwert von g 0,001 in der statistischen Analyse war die Schidijg/on
BPDE gegeniber der Negativkontrolle sowohl fur d@hM, als auch fur derMCTM
signifikant.
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3.3.1.3 DNA-Schadigung an Chromosom 5

Spezifische Anfarbung von Chromosom 5 und Quamifing der Schadigung mittels
MCTM. Zusatzlich wurde die gesamte DNA der untersuciztellen mitDAPI-III geféarbt
und die Schadigung mit de®TM bestimmt.
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Abbildung 29: Gegeniiberstellung der Schadigung vo@hromosom 5 und der gesamten DNA anhand von
Tonsillenschleimhaut von Kontrollpatienten (X-Achse MCTM bzw. OTM; Y-Achse: mittlere
Schéadigung; n = 11)

Nach Inkubation mit BPDE zeigte sich an ChromosomirbMCTM von 14,9 + 11,2, der

durch die Negativkontrolle bedingdCTM lag bei 1,3 =+ 1,2. De®TM nach Inkubation mit

BPDE lag bei 13,9 + 6,2, nach Inkubation mit degateskontrolle bei 1,0 £ 0,8.

Die Schadigung von BPDE gegenuber der Negativkbatvear in der statistischen Analyse
einer Signifikanz von g 0,001 sowohl fir de®@TM, als auch fur deMCTM signifikant.
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3.3.1.4 DNA-Schadigung an Chromosom 8

Die gesamte DNA von Tonsillenzellen von Kontrolipaten wurde miDAPI-III gefarbt und
die Schadigung mit de®TM bestimmt. Chromosom 8 wurde spezifisch angefanbi die
Schadigung mit deCTM quantifiziert.

[ Kontralla B BFDE
o p < 0,001 p < 0,001
20—
10—
i *
e T T
MWICTM CTM

Chromosom 8

Abbildung 30: Gegeniberstellung Schadigung von Chmosom 8 und der gesamten DNA anhand von
Tonsillenschleimhaut von Kontrollpatienten (X-Achse MCTM bzw. OTM; Y-Achse: mittlere
Schadigung; n = 11)

Die Quantifizierung von DNA-Schéaden an Tonsillerlsoghhaut tumorfreier Spender durch
BPDE erbrachte fir Chromosom 8 eine spezifischéadgang von MCTM 13,3 + 6,6, flr
die Negativkontrolle lag der MCTM bei 0,5 £ 2,1.eDQuantifizierung der Schaden an der
Gesamt-DNA durch BPDE erbrachte einen OTM von #37, die Negativkontrolle einen
OTMvon 0,7 £0,3.

Mit einem Signifikanzwert von g 0,001 in der statistischen Analyse war die Schidjg/on
BPDE gegenuber der Negativkontrolle fir MCTM undNDBtatistisch signifikant.
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3.3.2 Vergleich der untersuchten Chromosomen

Beim Vergleich derMCTM-Werte wurde abgeklart, ob signifikante Unterschied der
Schadigung der einzelnen Chromosomen zueinanderhees Zusammenfassend ergaben im
Kruskal-Wallis-Test keine signifikanten Unterschedd denMCTM.

Kaontralle

304

*

Chromosom
Abbildung 31: Gegenuberstellung aller MCTM fiir die Negativkontrollen (X-Achse: Chromosomen; Y-
Achse: mittlere Schadigung; n = 8)

Der Kruskal-Wallis-Test hat fur die Negativkontexl eine asymptomatische Signifikanz von
p = 0,059 beimMCTM ergeben, daher zeigten sich kein signifikanteretsahied in der
Schadigung der untersuchten Chromosomen 1, 3, 8.und
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BPDE

304

1]

Chromosom

Abbildung 32: Gegenuberstellung aller MCTM fir BPDE (X-Achse: Chromosomen; Y-Achse: mittlere
Schadigung; n = 8)

Eine statistische Analyse d&CTM der Chromosomen 1, 3, 5 und 8 mit dem Kruskal-
Walllis-Test ergab, wie bei den Negativkontrolleejne signifikanten Unterschiede in der
Schadigung der mit BPDE inkubierten Zellen (asyriptbe Signifikanz bei p = 0,419). Auf
weitere statistische Tests wurde deshalb verzichtet
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4 Diskussion

4.1 Auswahl und Epidemiologie des Spenderkollektivs

Die Spender der verwendeten Testgewebe entstanaiésamt dem Patientengut der Klinik
und Poliklinik fir Hals, Nasen- und Ohrenkranke dardwig-Maximillians-Universitat

Munchen. Anamnestisch wurden neben Alter, Geschleadd Beruf auch Angaben zum
Alkohol- und Tabakkonsum erhoben, um die Beeinflags der Schleimhaute durch
Fremdstoffe abzuschatzen. Um den Einfluss von &iBen auf das Ergebnis mdglichst
gering zu halten, wurden Patienten mit malignerrdrkungen, Immundefekten oder langer
Glukokortikoidtherapie von der Kontrollgruppe ausgdossen. Ebenfalls wurden
Malignompatienten mit neoadjuvanten Therapieschanf@adio- oder Chemotherapie vor
der Entnahme des Testgewebes) nicht in das Tesikiollaufgenommen. Blasiak et al.
konnten im Comet Assay eine Abnahme des Reparahattens peripherer Lymphozyten
aus dem Blut von Patientinnen mit Mammakarzinomhn@bemotherapie im Vergleich zu
einer Kontrollgruppe nachweisen. Tumor- und Non-dRatienten wurden dartber hinaus
nach Alter mit einer Abweichung von maximal +/-ghden gematcht [Blasiak et al., 2004].

Die Auswahl der Spender erbrachte eine dem Erkragghild &ahnliche Alters- und
Geschlechtsverteilung. Der Missbrauch von Alkohatl 'abak als wichtigster Risikofaktor
fur die Entstehung von malignen Erkrankungen imrebé\erodigestivtrakt (siehe Punkt 1.2)
spiegelte sich ebenfalls im durchschnittlichen Kongder Spendergruppen wider [Genden et
al., 2002; Jakse et Vinzenz, 1992; Pdschl et S2itl@4]. Besonders hervorzuheben ist dabei
der weiter unten aufgefihrte, Gberdurchschnitthctne Alkohol- und Tabakkonsum in der
Gruppe der Patienten mit einem Karzinom des Larynx.

Von malignen Erkrankungen des Oropharynx sind Méroae drei bis vier mal haufiger
betroffen, der Altersgipfel liegt im sechsten Legjahrzehnt [Jakse et Vinzenz, 1992]. Im
untersuchten Spenderkollektiv lag das Verhaltnisnivé zu Frauen bei 8 zu 2, das
durchschnittliche Alter betrug 65 Jahre. Der Konsumn Alkohol lag im Durchschnitt bei

37,3 g/d, von Tabakprodukten bei 35,5 pack years (p

Bei den Larynxkarzinomen sind Manner bis zu zehnl rhaufiger betroffen, die

Altersverteilung war derjenigen der malignen Oroghaerkrankungen ahnlich [Jakse et
Vinzenz, 1992]. Unter den in der vorliegenden Arbentersuchten Spendern von
Larynxgewebe gab es nur Manner, der Altersdurchdchmetrug 63,6 Jahre. Der
durchschnittliche Konsum von Alkohol lag bei 158,g/on Tabakprodukten bei 52,5 py.

Bei den Spendern von Testgewebe mit nichtmalignetkraBkungen des oberen
Aerodigestrivtraktes werden die Versuchsreihen &irsinden der Ubersicht getrennt
aufgefuhrt. Das Durchschnittsalter lag in einenmdrnigeeren Bereich von 52,7 (Comet) bzw.
30,1 (Comet/FISH) Jahren. Das Verhéltnis von Mamneu Frauen war unter den
malignomfreien Spendern von Tonsillengewebe 18 fiir die Comet-Versuche bzw. 12 zu 6
fur die Comet/FISH-Versuche. Im Vergleich zu denleren Kollektiven wurden geringere
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Mengen an Alkohol (im Durchschnitt 24,75 g/d bzvd @/d) und Tabakprodukten (im
Durchschnitt 17,8 py bzw. 5,67 py) konsumiert.

4.2 Diskussion des Testgewebes

Genotoxische Substanzen werden héaufig in Tiervesuantersucht. Aufgrund der hohen
Generationszahl und der Nahe zum Menschen als Gdiggen haufig Ratten oder Mause als
Versuchstier [Peto et al., 1991; Waddell, 2002; Yaoal., 1990]. Die Verwendung von
Zellklonen etablierter Versuchstiere mit bestimmtekigenschaften ermdglichen
standardisierte Versuchsbedingungen, jedoch islnglieortaliserung der untersuchten Zellen
notwendig. Prinzipiell ist diese Methoden auch mitmanen Zelllinien méglich, diese neigen
jedoch kaum zur spontanen Immortalisierung [Congbed., 1998].

Die Beliebtheit von Lymphozyten als Testzellen fidmlekularbiologisch und toxikologische
Untersuchungen beruht zum Teil auf ihrer einfacterfigbarkeit und Handhabung [Abdel-
Rahman et El-Zein, 2000; Egeli et al., 1999; Lakf 2001a]. In vitro fuhren diese Vorteile
zur héaufigen Verwendung dieser Zellart. In vivo dsihymphozyten den verschiedenen
Umweltschadstoffen jedoch haufig nicht direkt aseget, sondern kommen erst nach
Aufnahme Uber andere Gewebe und entsprechende dlistatung mit diesen in Bertihrung.
Die Studiengruppe um Kleinsasser konnte nachweidaas an Lymphozyten gemessene
Genotoxizitat grundsatzlich kein geeigneter Mark&ir genotoxische Effekte an
Mukosazellen ist [Kleinsasser et al., 2000]. Dié&mchteile lassen eine Verwendung der
direkten Zielzellen bzw. Schleimhautzellen alstewebe fur Karzinogene favorisieren.

Die Lokalisation der Schleimhautzellen der TonsHlebzw. Larynxregion in der
Einstrombahn der Atemluft bzw. an der Kreuzung \oift- und Speiseweg fuhrt hingegen
auch in vivo zur bevorzugten Exposition gegenubeenféstoffen und potentiellen
Karzinogenen [Harréus et al., 1999]. Im genannterei8h konzentrieren sich die wichtigsten
und bekanntesten Quellen fir Xenobiotika aus Najprader Atemluft. An dieser
Lokalisation treten genotoxische Fremdstoffe wieidhmacher auch aus eher unbekannten
Tragern, wie Beil3ringen fur Kleinkinder oder ZaHegémittel, beim Kauen und Lutschen
aus [Earls et al., 2003; Kleinsasser et al., 2005a]

So eignen sich die in der vorliegenden Arbeit vemleten Mukosazellen des oberen
Aerodigestivtraktes besonders zum Nachweis durch weltachadstoffe induzierter
genetischer Schaden und deren Reparatur.

4.3 Diskussion der Methoden

Der Entstehung von malignen Neoplasien liegt haufle Exposition gegenuber

genotoxischen Substanzen zugrunde, deren Idenidfikaleshalb wichtige Grundlage fir
SchutzmalZnahmen darstellt.

Eine der Herausforderungen beim Nachweis von Germt#t ist die Visualisierung der

aufgetretenen Schaden. Treten einzelne Strangbriaher DNA auf oder ganze Fragmente
brechen aus den Chromosomen, ist dies im ChrordasirZellkerns nicht sichtbar.
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4.3.1 Der Comet Assay

Zur Darstellung von durch Xenobiotika induzierteh&ten an der Erbsubstanz existieren
mehrere etablierte Methoden. Die Bedeutung des C€Cdxesay im Vergleich zu anderen
Methoden wird im Folgenden kurz beschrieben.

Der Mikrokern-Test zur Darstellung genomischerdbdttat beruht darauf, dass die DNA vor
der Zellteilung durch den Spindelapparats auf dééddn Tochterzellen aufgeteilt wird.
Fragmente von Chromosomen und andere DNA ohne afaetr werden nicht korrekt
positioniert und bilden einen oder mehrere eigad&rokerne welche unter dem
Lichtmikroskop erkennbar sind.

Beim Ames-Mutagenitatstest wird ein fur die Aminesg Histidin auxotropherStamm des
BakteriumsSalmonella typhimuriuneingesetzt. Ist die zu untersuchende Substanzgemta
kommt es mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit Riickmutation lfack mutatioh die
Bildung von Histidin ist wieder méglich [Bloching al., 2001].

Der Comet Assay wurde 1984 von @stling und Johamssthrieben [Dstling et Johanson,
1984]. Lebende, nicht fixierte Zellen werden ausndéellverband geldst und kénnen sofort
analysiert werden. Durch verschiedene Modifikatmne&ie der Verwendung von alkalischen
Puffern in der vorliegenden Arbeit, konnte die Seigit des Assays fur DNA-Strangbriiche
erweitert werden [Singh et al., 1988]. Durch Inkidra mit verschiedenen Umweltstoffen
konnte gezeigt werden, dass die alkalische Einkdlizkrogelelektrophorese zum Nachweis
genotoxischer Schaden an humanen Zellen des oleredigestivtraktes geeignet ist [Harréus et
al., 1999; Pool-Zobel et al., 1994].

Neben derex-vivo Quantifizierung der Mutagensensitivitdt verschiezfenSchadstoffen
gegeniber ermdglicht der Comet Assay durch Ausveasclder Testsubstanz und
unterschiedlich lange Reparaturphasen auch einesuvigsdes DNA-Reparaturpotentials.
Erste Reparaturversuchte wurden an Zelllinien neardlymphome und CHO-Zellen
durchgefuhrt, nachdem diese bestrahlt worden wftdive et Banath, 1993; @stling et
Johanson, 1984]. Singh et al. fihrten Reparatuncees mit humanen Lymphozyten durch,
nachdem diese ebenfalls durch Strahlung geschadigien waren [Singh et al., 1988].

Der Comet Assay erlaubt im Vergleich zu anderenadenitatstests, eine grof3e Anzahl von
Versuchen an allen Zellen mit Zellkern bei schmeli@d kostengunstiger Verfligbarkeit
durchzufiihren. Humane Zellen von Zielorganen demz€aogenese (Leber, Epithelien, ect.)
konnen direkex vivoauf ihre Suszeptibilitat hin untersucht werderg Banfligen genetischer
Alterationen wie die Aufhebung von Beschrankungeer dZellteilung sind keine
zwangslaufigen Voraussetzung. Die Moglichkeit, @uigeringen Mehraufwand mehrere
Substanzen gleichzeitig zu testen und die geritigdi€ Versuche bendétigte Zellzahl (0,5 — 2
x 10°) unterstreicht die Eignung unter anderem fiir Binitasing-Studien. Diese dienen zur
Abschétzung des individuellen Risikos im Bezug aufe Pradisposition ohne vorherige
Inkubation mit einem bestimmten Xenobiotikum.

Beispielsweise wurde eine signifikant erhéhte Ahzam Einzelstrangbriichen der DNA von
Lymphozyten von Arbeitern im Vergleich zu den Veltwagsangestellten einer Reifenfabrik
in Bratislava nachgewiesen, wo kanzerogene Arlieftesverwendet wurden [Collins et al.,
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1997]. In der selben Studie konnte die einfachewAutbarkeit der grof3en Datenmengen
gezeigt werden.

Die Vorteile des Comet Assay haben zu einer welterbreitung als Genotoxizitats-Test
gefuhrt. Methodische Unterschiede bei den Studigqmgn, zum Beispiel in der Dauer und
Spannung der Elektrophorese, wirken sich aber edichtauf die Vergleichbarkeit
verschiedener Studien aus. Ein standardisierteiaMen, wie beim Mikrokern- oder Ames-
Test, wird nicht in allen Fallen verwendet [Fausale 2003].

Die digitaler Auswertung der Zellen erfolgt unteend Fluoreszenzmikroskop. Eine
.manuelle® Auswertung der Zellen durch Einteilungch qualitativen Merkmalen ergibt
allenfalls einen Uberblick, das Vermessen nacheim idchtweg eingebrachten Skalen wurde
in den Anfangen des Comet Assays praktiziert [Sieghal., 1988]. Die Quantifizierung
anhand des Kometenschweifs wird kontrovers diskutigie Schweiflange allein ergibt bei
niedriger Schadigung eine Pseudokorrelation undnisht verlasslich, da wahrscheinlich
kleinere DNA-Fragmente zur Akkumulation neigen [Kanawvel et Jha, 2006; McKelvey-
Martin et al., 1993]. Neuere Literatur deutet danain, dass die Messung des prozentualen
DNA-Anteils im Schweif (% tail DNA) eine ebenso guKorrelation mit der genotoxischen
Schadigung aufweist wie der OTM [Kumaravel et Z096].

Abbildung 33:Unten das von der Mikroskopkamera ein@spielte Bild; Einteilung in Kometenkopf und —
Schweif sowie das Kalibrierungsfeld fur Hintergrundrauschen. Oben das Profil der Leuchtintensitat, vom
Programm Komet 3.1 gemessen. Auf dessen Grundlage€agt die unter Anderem die Berechnung des
Olive Tail Moment(OTM)

Die Quantifizierung der genotoxischen Schaden letabei darauf, dass die Menge der DNA
im Schweif proportional zur Anzahl der StrangbrutgOlive et Banath, 1993], die 1993 von

Olive und Banath vorgestellte Berechnungsmethodesith allgemein durchgesetzt. Der
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Anteil der DNA im Kometenschweif wird hierbei in R&on zur gesamten zellularen DNA
gesetzt und mit der medianen Migrationsstreckeipiiziiert.

DNA[ Schweif]
(DNA[ Schweif] + DNA[Kopf ])

Olive Tail Moment =

OMittl . Position DNA[ Schweif] — Mittl . Position DNA[ Kopf ]

Es ergibt sich der sogenan@éve Tail Moment (OTM)Die Berechnung des Wertes erfolgt
dabei automatisch durch das verwendete Programmataen stehender Formel.

4.3.2 Die Kombination Comet/FISH

Bei der Untersuchung genotoxischer Schadigung iah rm den meisten Studien als
Annaherung davon ausgegangen, dass die gesamteilbdldichem MalRe betroffen ist. Es
zeigte sich jedoch, dass sowohl die Schadigungawath die Reparatur ungleichmaiig tber
das Genom verteilt sind [McKelvey-Martin et al., 989. Mithilfe der quantitativen
Polymerasekettenreaktion wurden an humanen Fitstavria fir verschiedene Gene
Unterschiede in der durch UV-Strahlung verursacldif-Lasionen nachgewiesen. Die fur
die anschlielende Reparatur von 50 % der indumie@ehaden benétigt Zeitraume
unterschieden sich ebenfalls [Van Houten et al.D0O20 Grundlage fiir ein vertieftes
Verstandnis der Entstehung von Karzinomen ist dbskiae eingehende Untersuchung der
exogenen und endogenen Einflussfaktoren auf chromaler und genetischer Ebene.

Erste Schritte in diese Richtung wurden 1969 zustearMal mit dein situ Hybridisierung
an Speicheldrisengewebe von Drosophila eingesidbei wurden durch Sonden Bereiche
des Genoms markiert [John et al., 1969]. 1975 wulige Technik erfolgreich bei der
Entwicklung des Southern Blot eingesetzt, dabentdigadioaktiv markierte Einzelstrang-
DNA zur Kennzeichnung von auf eine Membran Ubedrmm Genbanden. Im Verlauf
ersetzten Fluoreszenzfarbstoffe die radioaktivemki®ta wodurch die Sicherheit, Haltbarkeit
der Marker, Geschwindigkeit der Auswertung und &thheit der Handhabung erhoht
wurden. Der gleichzeitige Einsatz verschiedenerofdszenzfarben an unterschiedlichen
Sonden erleichterte den Einsatz dersitu Hybridisierungzusatzlich, so dass dEISH zu
einer weiten Verbreitung gekommen ist; neben dedkbdogie wird die Technik in multiplen
Anwendungsgebieten wie deGen Mappingzum Nachweis von Translokationen und vielen
Weiteren verwendet [Swiger et Tucker, 1996]. Bockhst al. verwendeten digluoreszenz

in situ Hybridisierung zum Vergleich von Chromosomsequenzen von Patiemgn
Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich mesgnden Spendern. Bei der sogenannten
komparativen Genomhybridisierung (CGHWurde einColor-Banding (siehe Abbildung 9)
der zu vergleichenden Metaphasen-Chromosomen dlumteszierend markierte Gensonden
durchgefuhrt und die Unterschiede erfasst. Es eeigich bei Gber 50 % der Patienten
Deletionen an Chromosom 1p, 4, 5q, 6q, 8p, 9p,1Bh, 18q und 21q, auRerdem DNA-
Vermehrung an 3q, 8q, 16p, 17q, 19, 20q und 22ccKkBaihl et al., 1998]. Dies ist in
Ubereinstimmung mit dem Bericht von Gollin zu sehewonach sich bei
Plattenepithelkarzinomen haufig die Bildung von clsmmosomen mit 3g, 59 und 8q
nachweisen lasst [Gollin, 2001]. Anlehnend an did&sroffentlichungen wurden die
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Chromosomen 3, 5 und 8 in der vorliegenden Arbetersucht. Chromosom 1 wurde zur
Kontrolle herangezogen.

Die Kombination des Comet Assay mit dEluoreszenz in situ Hybridisierungvurde
1997erstmalig beschrieben. In Agarose eingebetiateane Lymphozyten wurden einer
Elektrophorese im neutralen Millieu unterzogen und Sonden fur das Zentromer von
Chromosom 7, Telomere und ein spezifisches GenfarggSantos et al., 1997]. Dadurch
wurde die Aussagekraft beider Techniken erweitedem die Mdglichkeit zu individuellen,
schnellen und kostenglnstigen Genotoxizitdtsuntbrgug mit der Moglichkeit kombiniert
wurde, bestimmte Gensequenzen spezifisch darzusteihd somit deren Suszeptibilitat
gegenuber Schéadigung statistisch zu beschreibeiKeMey-Martin fihrten im folgenden
Jahr Comet/FISH-Studien mit Sonden fur p53 durchtetJanderem induzierten sie DNA-
Schaden durch Bestrahlung von Zellen eines mutieBlasenkarzinoms (HT1376), welche
der alkalischen Version des Comet Assay unterzageden [McKelvey-Martin et al., 1998].
Bei den in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrteerstichen wurden zum ersten Mal
humane Mukosazellen von Frischbiopsaten aus demewb&erodigestivtrakt verwendet.
Nach alkalischer MGE wurden die untersuchten Chamesn mitWhole Chromosome Paint
im Ganzen markiert, so dass auch Fragmente dallgesteden.

Zur Quantifizierung der nachgewiesenen Schéadenienes analog zu dem in Punkt 4.3.1 fur
den Comet Assay beschrieben OTM, bis zur Vorlagesati Arbeit kein vergleichbarer
Mafl3stab. Dies lag unter anderem daran, dass keogradhme zur einheitlichen digitalen
Auswertung verfugbar war. 1997 beschrieben Andeetcal. die Anwendung von Software
der Firma Kinetic Imaging In¢ welche auch in dieser Arbeit Anwendung fanden.
Genotoxische Schadigung an humanen Lymphozytenenmrtidem Comet Assay und FISH
getrennt erfasst, jedoch mit der selben Bildverituhg analysiert [Anderson et al., 1997].

4.3.2.1 Datengewinnung

Um die bislang fehlende Standardisierung in dercBesbung des quantitativen Schadens
einzelner Chromosome in Comet/FISH zu beseitiganmdes in der vorliegenden Arbeit der
Munich Chromosomal Tail Moment (MCTMtbabliert. Als Grundlage der Berechnung diente
der Olive Tail Moment welcher zur Quantifizierung von genotoxischer &ttbung der
Gesamt-DNA etabliert ist.

Zur Praparation der Proben auf Objekttrager wurae ¥vbn McKelvey-Martin verwendete
Protokoll tbernommen [McKelvey-Martin et al., 1998k erfolgten Anpassungen im Bezug
auf die Menge der verwendeten fluoreszenzmarkieS@mden. Die Versuche in der
vorliegenden Arbeit wurden mit der doppelte Mengerctgefihrt, um eine bessere
Darstellung der Chromosomen zu erzielen (siehe fP2dk2).

Durch die Verwendung von einer im Vergleich zu Mbkgy-Martin ebenfalls etwas erhéhten
Menge DAPI Il konnte die Gegenfarbung der res#ichDNA verbessert werden. Nach
manueller Kalibrierung zur Steigerung der Erkenrsmatg konnte in Komet ++ ™ eine
automatisierte Messung eingerichtet werden, woherdészenzmarkierte Zellen auf den
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Objekttrager in 100-facher VergoRRerung aufgesualnden und in 400-facher Vergol3erung
ausgewertet wurden. Zuerst erfolgte dabei aufgrded leichten Ausbleichbarkeit die
Digitalisierung der Fluoreszenzmarkers (Anregung38® nm bzw. 559 nm), anschliel3end
die Auswertung der DAPI-lll-Farbung ohne Lageveegmthg des Objekttragers durch
Vorschalten des entsprechenden Filters am Mikro$B6p nm).

4.3.2.2 Quantifizierung von Genschaden mit dem Munich Chrasomal Tail Moment

Wie in Punkt 4.3.1 dargelegt, geschieht die Berangndes OTM durch Multiplikation der

DNA-Menge (Reprasentiert durch deren Leuchtintétsiim Schweif des Kometen in
Relation zur Gesamt-DNA mit der medianen Migratgirecke. Analog dazu wurde die
Formel fir derMCTM konzipiert. Im Unterschied zu@TM wurde jedoch nicht die gesamte
DNA, sondern nur die mit der jeweiligen Gensondekieate DNA, in die Berechnung mit

eingezogen. Dabei erfolgt die Berechnung ®STM noch nicht automatisch durch das
verwendete Programm Komet ++, Einzelwerte wie Léntnsitat, Migrationsstrecke etc.
wurden jedoch erfasst, so dass sie zur BerechumngViorosoft Excel™ zur Verfigung

standen.

R Inage | Comet | Spot | Distibuton |

Bocuistion Kome? | Caliration

i~ [v| Comet v Print Profile |

~ Cell ¥ Head

Comet  Spot |D\smbul\on|

Abbildung 34: Oben sind DAPI Il zur Darstellung der gesamten DNA und Spezifischer
Chromosomenmarker tUbereinandergelegt. Einteilung inkometenkopf und —Schweif ist erfolgt; Messfeld
fur das Hintergrundrauschen oberhalb des Kometen. dten das Profil der Leuchtintensitat.
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Die Datenerfassung und Berechung d&3M wurden von Komet ++ automatisch
durchgefuhrt. Die Einteilung des Kometen in KopfduSchweif geschah bereits bei der
Messung desfOTM, da aufgrund der gréReren Menge der gemessenen Ddtivgere
Abweichungen zu erwarten waren.

Nach Beendigung der Messung und Datensicherundgesfon Microsoft Excel™ die
Berechung des MCTM nach folgender Formel:

DNA[ SChwelf] Mar ker
(DNA{ SChweit] Marker DNA{ KOpf] Mar ker)

MCTM = OMittl . Position DNA[ Schweif] ™" - Mittl . Position DNA Kopf]

Diese wurde an den von Olive und Banath 1993 voetitesh OTM angelehnt [Olive et
Banath, 1993].

Ob eine direkte Vergleichbarkeit vorliegt, mussoell in weiteren Untersuchungen geklart
werden, da eine gleichzeitige Anfarbung aller Chweamen einer Zelle aufgrund von
Limitationen der Sonden und folgende Auswertung eohnVerblassen der
Fluoreszenzfarbstoffe nur unter Einschrankungerégeiistet werden kann.

Aufgrund der nicht immer gleichen Lage des Chromusan Zellkern relativ zu den anderen
DNA-Strukturen kann der Ursprung der Migration,caldem ungeschadigten Chromosom
aus, nicht sicher bestimmt werden. Die Messung Meagrationsstrecke der markierten
Gensequenz muss von dem Beginn der Migration exol@ei ungeschadigter DNA ist die
Lage des Chromosoms ersichtlich, nachdem sich kbieee DNA im Schweif befindet,
betragt der MCTM null.

Weil keine genaue Bestimmung des Ursprungs der ddar festlegbar ist, wurde in
Annaherung der Mittelpunkt des Zellkerns, gemesseler DAPI-III-Farbung, festgelegt.

4.4 Diskussion der Testsubstanzen

4.4.1 BPDE

BPDE wurde von der International Agency for Reseamn Cancer allgemein als

krebserregende Substanz der Klasse 2A (wahrsatieikianzerogen fir den Menschen)
eingestuft [IARC, 2006]. Inzwischen wurden Hinwefg§e die Kanzerogenitdt am Menschen
in epidemiologischen Studien gefunden, die einélaghinzidenz maligner Erkrankungen bei
exponierten Menschen zeigen. Die IARC fuhrt die sSahz inzwischen in der Klasse 1 der
fur Menschen kanzerogenen Substanzen. Anzumerkedas bekannte, deutlich héhere
Schadigungspotential von BPDE gegeniber B[a]P, heslcwahrscheinlich auf eine
unvollstandige Umwandlung von B[a]P in sein Metabplrickzufiihren ist [Kleinsasser et
al., 2000]. Versuchsergebnisse von Studien, weldiee unterschiedlichen Substanzen
verwenden, lassen sich nicht von einander ableiten.

Die metabolische Giftung des polyzyklischen aroscdten Kohlenwasserstoffs B[a]P zum
wirksamen BPDE und die DNA-Schadigungsmechanisnmahis Punkt 1.2.4.1 beschrieben
worden. B[a]P entsteht durch Verbrennungsvorgafgét der in die Umwelt abgegebenen
Menge fallen bei der Verarbeitung von Kohle und kphodukten, wie Bitumen, an [IARC,

2006]. Eine weitere wichtige Quelle fur die Expmsit von Menschen gegeniber der
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Substanz ist Tabak, der geraucht oder gekaut vBatt$ch et al., 1999]. Das insgesamt
ubiquitdre Vorkommen von BPDE und anderen Vertret@us der Gruppe ddtAH, vor
allem bei Verbrennungsprozessen oder in Kohle- ubeerprodukten, macht die
Expositionsprophylaxe fur den Menschen beinahe whcit Deshalb ist die genaue
Untersuchung des von BPDE ausgehenden Krebsriikaen Menschen unerlasslich.

Im Tierversuch erbrachte die Exposition gegenubj]MB eine erhthte Rate an malignen
Erkrankungen. In einem Versuch von Garry und Negsiaurde Ratten B[a]P endotracheal
verabreicht. Anschlieend konnten sie mit dem CoAsgay DNA-Einzelstrangbriiche in
Alveolarmakrophagen, Lungenzellen, peripheren Lyozgten und Hepatozyten nachweisen
[Garry et Nesslany, 2003].

In einer weiteren Versuchsreihe wurden weiblichétd®daAerosolen von B[a]P und anderen
PAH mit kumulativen Dosen zwischen 71 mg B[a]P prd bis zu 312 mg B[a]P pro i
ausgesetzt. Dadurch entwickelten sich nach 10 2OvMonaten Expositionszeit bei den
Versuchstieren Lungentumoren. Die Quoten lagen, &ty von der individuellen
verabreichten Dosis, zwischen 4,2 % und 97,2 %.Teee der Kontrollgruppe blieben alle
tumorfrei [Heinrich et al., 1994]. Eine Metaboligat von B[a]P findet auch in der Plazenta
statt. Tierversuche deuten darauf hin, dass diez&awnation vonPAH im fetalen Blut ca.
10 % der Konzentration im mitterlichen Blut betrggthould et al., 1997].

Im Versuch an humane Fibroblasten der Lunge [Biaket Sram, 2004] wies BPDE bei
gleichzeitiger Applikation von verschiedenen Noxan deutlich geringeres genotoxisches
Potential auf. Aufgrund der vergleichsweise germgeetabolischen Kapazitat der
verwendeten Zellen zeigte sich die Notwendigkeit @d#tung von BPDE durch Cytochrom
P. Auch die Versuche von Rojasal. wiesen den Einfluss der Phase-I- und Phase-Il-ezy
auf die Giftung bzw. Entgiftung von BPDE nach: D@&ruppe untersuchte genetische
Polymorphismen bei den genannten Enzymen. BesoMigegionen mit Defekten an GSTM
bei normaler bzw. hoher Funktion von CYP1Al konnben Individuen mit einer hohen
Anzahl von BPDE-DNA-Addukten gefunden werden. Beinler der Versuchspersonen mit
dem aktiven GSTM1-Genotyp waren Addukte nachweiffRajas et al., 2000].

In zahlreichen Literaturstellen ist ein Zusammermhawischen Exposition gegentubeAH
und malignen Erkrankungen beschrieben [Godschalkalgt 2002; Li et al., 2001a].
Beispielsweise wurde eine Haufung von Osophagusi@ren in Gegenden mit
ausgepragtem Konsum von fermentierter FischsoRBlehevdnohe Konzentrationen an PAH
enthalt, beschrieben [Ke et al., 2002]. Ebensoteesich ein deutlich erhdhtes Risiko flr
beruflich exponierte Personen, an Haut- oder Blem@mom zu erkranken [Boffetta et al.,
1997].

In der vorliegenden Arbeit wurde BPDE als Testsamwst an Zellen des oberen
Aerodigestivtraktes verwendet.

4.4.2 NDEA

Von der IARC werden Nitrosamine, wie das in der ti@be verwendete N-
Nitrosodiethylamin (NDEA), in die Klasse 2A der kserzeugenden Substanzen eingeteilt
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[IARC, 1999]. Dies ist definiert als ,wahrscheirlickanzerogen beim Menschen®. Im
Tierversuch konnen Substanzen dieser Kategorie Krefzeugen, sie besitzen beim
Menschen wahrscheinlich dieselbe Wirkung.

Die Metabolisation von NDEA und der Induktionsmeaisenus fir Mutationen wurde bereits
in Punkt 1.2.4.2 besprochen. Die Bildung von NDE#Igt hauptsachlich bei der Reaktion
von Nitrit unter hohen Temperaturen mit sekundékemnen. Die leicht flichtige Substanz
wird hauptsachlich Gber Nahrung und Atemluft aufgeamen. Nitrosamine entstehen zu
einem grofRen Teil in Industrieanlagen, die GummetdMe oder Sprengstoffe. Ein weiterer,
fur den Menschen wichtiger, Aufnahmeweg fuhrt Ulske Nahrung. Durch die zu
Konservierungszwecken haufig angewandte Fleischpigaind anschlieR3endes Erhitzen der
Nahrung im hohen Temperaturbereich um 200° C koesrzur Bildung von Nitrosaminen.
Nach wie vor ist jedoch der Genuss von TabakrauehHauptquelle im Alltag [Abdel-
Rahman et El-Zein, 2000].

Im Tierversuch wurde die Kanzerogenitat von Nitrosagen nachgewiesen. In einer grol3en
Studie an 4080 Ratten, die mit den Nitrosaminen MBEund NDEA in verschiedenen
Konzentrationen versetztes Trinkwasser erhielteapnten die Gruppe um Peto die
Entstehung von Tumoren in Abh&ngigkeit zur Konzaidn nachweisen [Peto et al., 1991].
Aufgrund des sehr langen Untersuchungszeitraumes mehreren Jahren waren Effekte
schon bei niedriger Dosierung von 0,01 bis 0,02 /mgy / Tag nachweisbar. Tumoren
entstanden hauptsachlich an Leber und Osophaghi&ngig vom verabreichten Nitrosamin.
Andere Gruppen konnten ahnliche Ergebnisse erzidigsenbrand und Metzler konnten
dabei den Nachweis fiir eine konzentrationsabhar@rganotropie fir das Versursachen von
Tumoren in Osophagus und Leber durch NDEA erbringgsenbrand et Metzler, 1994a;
Waddell, 2002].

Auch mit anderen Testmethoden als dem Comet Assapt& das mutagene Potential von
NDEA selbst bei niedriger Dosierung nachgewieserdes [Aiub et al., 2003; Sierra et al.,
2001]. Ein Langzeitversuch an Ratten erbrachte raeide eine erhdhte Inzidienz von
Tumoren der Leber, wo die Konzentration des CytmehP-Enzymsystems am héchsten ist
und am Osophagus, dem Ort der Aufnahme [Peto e1@81; Waddell, 2002; Yoo et al.,
1990]. Eine ahnliche Organotopie zeigte sich aumhvienschen. Ein erhdhtes Risiko fur die
Erkrankung an einem Osophaguskarzinom aufgrundKdasums von vergorener FischsoRe
in Kombination mit Tabakprodukten [Ke et al., 2002]

Insgesamt liegen beim Menschen wenig Daten beziigks genotoxischen Potentials vor.
Harréus et al. konnten an humanen Schleimhautzelé=n oberen aerodigestiven Traktes
vermehrte DNA-Fragmentierung durch Nitrosamine magbken [Harréus et al., 1999]. Von
Kleinsasser [Kleinsasser et al., 2001a] wurden 2RO@binierte Versuche an einzelnen
Zellen und an Miniorgankulturen zur Genotoxizit@stimmung durchgeftihrt. Eine dreifache
Inkubation mit NDEA hatte dabei gegenuber einerfé&ihen keinen additiven Effekt zur
Folge, jedoch traten an Einzelzellen im Vergleich kiniorgankulturen gesteigerte
Schadigungen zutage.
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4.5 Darstellung von DNA-Schaden mit dem Comet Assays

4.5.1 Diskussion der genotoxischen Schédigung

Im folgenden Teil werden die mit dem Comet Assaw@aenen Ergebnisse besprochen.
Wie bereits in Punkt 3.1 dargelegt, lagen die Zilltaten bei allen Versuchen bei Uber
90 %, so dass keine Anpassung der Konzentratiear @estsubstanz erfolgen musste.

Fur alle Versuche wurde als Negativkontrolle uneidizeitig Losungsmittel fir die weiteren
NoxenDMSO verwendet. Bei allen Versuchsansatzen lag der @lmdlie Negativkontrolle
deutlich < 2. In diesem Bereich kann von keiner DS#&hadigung ausgegangen werden, da
auch wahrend der normalen Replikation eingefigtang§briiche den OTM leicht erhdhen
(siehe Punkt 3).

Aufgrund seiner alkylierenden Wirkung und folglistarken DNA-Schadigung wurde das
Nitrosamid MNNG als Positivkontrolle verwendet. Das genotoxisclidatial vonMNNG

ist seit langerem bekannt, erste Publikationen sicldon 1975 zu finden [Kartasheva et
Bykorez, 1975]. Der Nachweis der Wirksamkeit debSanz und ihr Einsatz an humanen
Zellen des oberen Aerodigestiviraktes erfolgte &Bsnin Vorversuchen. Die mittleren
OTM-Werte nach Inkubation miMNNG lagen zwischen 46,1 fir Patienten mit Larynx-
Karzinom und 50,8 fur Patienten mit Larynx-Karzinonbie OTM-Werte fur die
Positivkontrolle wurden nicht in die Ergebnisse rifoenmen.

Vor der automatisierte Messung von jeweils zweieRttfadgern mit je 40 Zellen beim Comet
Assay wurden alle Objekttrager bei einer gering&fergréRerung gesichtet.

4.5.1.1 DNA-Schadigung bei den Spendergruppen

An Zellen von Spendern ohne maligne Erkrankungteai®BPDE wie auch NDEA eine
signifikante Schadigung gegentber der NegativkdetraDamit ergaben sich &hnliche
Schadigungswerte wie von vorausgegangenen Publilatiaus diesem Labor [Kleinsasser et
al., 2003]. Zu é&hnlichen Ergebnissen kamen aucheldhiet al, welche humanen
Lymphozyten zur Genotoxizitatsbestimmung von Glgomtd verwendeten. Die Gruppe
fuhrte die Versuche unter anderem mit einer maeifien Version der alkalischen
Mikrogelelektrophorese durch [Thielen et al., 2006]

Auch bei Zellen von Spendern mit Karzinomen der sSiiie konnte eine deutliche
Genotoxizitat durch BPDE und NDEA nachgewiesen weeydes lagen gegenuber der
Negativkontrolle signifikant erh6hte OTM-Werte nadér Inkubation vor. Diese Ergebnisse
stimmen mit Studien Uberein, bei denen unter dhaticBedingungen Schaden an der DNA
von Zellen der Nase und der Nebenhohlen, des Pkhanmyd Tonsillen nach Inkubation mit
Nitrosaminen nachgewiesen werden konnten [Harréak, 999].

Einem Ausrei3er im Schadigungsmuster bei den PreberPatienten mit Tonsillenkarzinom
(siehe Punkt 3.2.1.2) liegt moglicherweise eineehafechanische Beanspruchung bei der
Bearbeitung der Zellen oder eine tatsachliche, tnidrbekannte erhdhte Suszeptibilitat
zugrunde.
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Bei Mukosazellen des Larynx von Spendern mit Lakamzinom zeigten sich nach

Inkubation mit BPDE und NDEA eine signifikante Zimm@e von Schaden der DNA

gegeniber der Negativkontrolle.

Auffallig in dieser Gruppe war jedoch die groReeBtmg der OTM-Werte. Eine ahnlich

gro3e Varianz der Werte zeigte sich auch in denaReprversuchen mit Zellen dieser
Gruppe. Eine mogliche Erklarung ist die erhdhteaBeing der Zellen durch ihre exponierte
Lage. Es ist bekannt, dass bei vermehrtem KonsumAlkohol- und Tabakprodukten ein

erhohtes Risiko fur die Erkrankung an Karzinomers déopf-Hals-Bereiches besteht
[Menvielle et al., 2004; Poschl et Seitz, 2004]dlasem Kollektiv mit bereits Erkrankten ist
jeder einzelne Zellspender starker Raucher, wasisider diskutierten Versuchsreihe jedoch
nicht in insgesamt erhdhten Schadigungswerten tufddoglicherweise ist die jedoch die
grol3e Streuung der Werte auf den hohen Tabakkorauinckzufihren.

Insgesamt fuhrte die Inkubation mit BPDE und NDE& &llen drei untersuchten Kollektiven

zu signifikant gegentber der Negativkontrolle etkdh OTM-Werten als Zeichen
genotoxischer Schaden.

4.5.2 Vergleich der DNA-Schadigung der einzelnen Spendeimpen

Der Vergleich erfolgte auf Grundlage der Ergebnisse Spendern aus dem jeweiligen
Gesamtkollektiv, welche im Bezug auf Alter und Gd#scht gematcht wurden.

45.2.1 Vergleich der DNA-Schadigung von Spendern mit unbdne Tonsillen-Karzinom

Die Gegeniberstellung der Ergebnisse von Zellspamalene maligne Erkrankungen und mit
Tonsillen-Karzinom zeigte nur geringe Unterschiedeh Inkubation mit BPDE und NDEA.
Die statistische Analyse erbrachte keine Signifikan

Li et al.fuhrten 2001 eine grof3e Fall-Kontrollstudie aniétaen mit Karzinomen der Lunge
durch. Lymphozyten von Karzinompatienten wiesenhnacvitro-Inkubation mit BPDE im
Vergleich zu denen gesunder Kontrollpersonen eigeifikant hohere Anzahl von DNA-
Addukten auf. Die Arbeitsgruppe konnte einen haghifkanten Dosis-Wirkungs-
Zusammenhang zwischen der Anzahl der Addukte unm ¢Rsiko einer Erkrankung
feststellen [Li et al., 2001b]. Ahnliche VersucliBem mit Bleomycin als Testsubstanz
erbrachten ebenfalls eine signifikant hohere SuszBgt von Patienten mit
Lungenkarzinom [Schmezer et al., 2001].

Eine Studie aus diesem Labor verglich die Mutagesitieitdt von Schleimhautzellen und
Lymphozyten von Spendern mit und ohne oropharymegeakarzinom. In der statistischen
Analyse ergaben sich keine signifikanten Untersitievischen den Gruppen [Harréus et al.,
2004]. Die divergenten Ergebnisse aus der Literdatmuhen moglicherweise auf Variationen
in den Populationen, den untersuchten Geweben estsldbstanzen. Aufgrund der geringen
Fallzahl in der vorliegenden Arbeit kann die Frageh Unterschieden in der Suszeptibilitat
fur genotoxische Schadigung bei Tumor- und Non-TuRetienten nicht abschlieRend
beantwortet werden.
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45.2.2 Vergleich der DNA-Schadigung von Spendern mit Karam der Tonsille und des
Larynx

Der Vergleich der Schadigung and der zellularen DA Spendern mit Karzinomen der
Tonsille bzw. des Larynx nach Exposition gegenider Umweltkanzerogenen BPDE und
NDEA erbrachte keinen signifikanten UnterschiedneEghnliche Gegenuberstellung zum
Vergleich der Sensitivitat verschiedener Karzinorkennte nicht in den Ublichen
Literaturstellen gefunden werden, weder im Bezudg3RDE, noch auf NDEA.

Auffallig war die hohe Streuung der Werte bei depe®lern mit Larynx-Karzinom,
besonders nach Inkubation mit BPDE. Mdgliche UrsacHdafir wurden bereits in Punkt
4.5.1.1 diskutiert. Aufgrund der hohen Streuungbg¢rgich nach Inkubation mit BPDE bei
Spendern mit Larynxkarzinom ein hoherer mittlereTMD als bei den Spendern mit
Tonsillenkarzinom, welcher jedoch nicht signifikastt

Im Bezug auf NDEA kamen Vorarbeiten zu dem selbegeBnis. Ahnliche Studien fiihrten
Kleinsasseet al. mit Patienten mit malignen Neoplasien im Kopf-HBEreich durch. Dabei
wurde die DNA-Schadigung an Lymphozyten und Mukeiam mit der von Patienten ohne
malignen Neoplasien verglichen. Nach Inkubation MIDEA zeigten die Lymphozyten
signifikant gegeniber der Kontrollgruppe erhéhteMWerte. Bei den Mukosazellen war
dies jedoch nicht der Fall [Kleinsasser et al.,12§)0

4.5.3 Diskussion der DNA-Reparatur

Da sich eine Schadigung der DNA nicht sicher vetein lasst, ist die Fahigkeit zur DNA-
Reparatur ein essentieller Schutzmechanismus, @mindegritdt der Erbinformation tber
einen langeren Zeitraum hinaus sicherzustellen. aBuke Zellen haben verschiedene
Mechanismen entwickelt, welche die DNA fortwédhreadf Fehler oder Strangbriiche
Uberprifen und diese gegebenenfalls beheben (siPoekt 1.2.2.1). Effektive
Reparaturenzyme kdnnen somit vor den Auswirkungen genotoxischen Substanzen
schitzen [Schmezer et al., 2001].

Im Alter nimmt die genetische Stabilitdt der DNA. dbiese Tatsache &aul3ert sich in einer
Akkumulation somatischer Mutationen. Grund dafiirleait Seluanov ein Nachlassen der
Fahigkeit zur Reparatur von DNA-Doppelstrangbrichi@eluanov et al., 2004]. In
Versuchen konnte die Gruppe nachweisen, dass giar&errate, mit der altere menschlicher
Fibroblasten die Enden von DNA-Strdngen nach eif@ppelstrangbruch wieder richtig
verbinden, im Vergleich mit jingeren Zellen bis #6 mal schlechter ist. Dass ein
Nachlassen der Fahigkeit, Doppelstrangbriiche zariemen, auch bei anderen Eukaryonten
als beim Menschen Grund fur eine Anreicherung vamatfonen ist, konnten Gravel und
Jackson an Hefezellen nachweisen [Gravel et JackOO3].

Erste publizierte Studien zur Fahigkeit humanetefelinduzierte DNA-Schaden zu beheben,
wurden bereits 1968, beispielsweise von Lohmanm wde Humphrey et al., durchgefihrt.
Erste Versuche zur Ermittlung der Reparaturkapgaighen der Comet Assay zugrunde lag,
wurden von Olive und Banath durchgefuhrt. Dabeideudie DNA dreier Zelllinien mit
unterschiedlichen Strahlungsdosen bestrahlt. Arefodhd wurde der Tail Moment bestimmt
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und die Zeit bestimmt, welche die Zellen zur Reparaer Halfte der gesetzten Schaden
bendtigten [Olive et Banath, 1993].

Generell kann die Darstellung von DNA-Reparatunarschiedene Weise erfolgen. Wie von
Olive et al. in obengenannter Studie durchgefuhrt, kann digdZeer zur Verminderung der
vorher gesetzten Schadigung um einen bestimmteni€pten bestimmt werden, was jedoch
das tatsachliche Erreichen des vorbestimmten Werteslert.

Ein anderer Ansatz ist die Vorgabe der Zeit, welsheh Entfernen der Noxe zur Reparatur
zur Verfigung steht. Bereits 1988 wurde die Begeitg von DNA-Einzelstrangbrichen
dadurch nachgewiesen, dass die MigrationstreckeDdi-Fragmente nach einer gewissen
Zeit nach Entfernen der Testsubstanz wieder abnahehrere Gruppen wiesen nach, dass
der Grol3teil der Reparatur wahrend der ersten Iberiolgte [Schmezer et al., 2001; Singh
et al., 1988]. Ahnliche Ergebnisse konnten deriggdnden Arbeit erzielt werden.

Fur die Darstellung kann der verringerte Schadertsaesolut oder als Prozentsatz der
Ausgangsschadigung angegeben werden. Zur Verarigthawg wurde die Darstellung
mittels Boxplots und die Gegeniberstellung der kibso Werte in der vorliegenden Arbeit
verwendet. Die Reparaturuntersuchungen wurden hlief8lich mit dem Nitrosamin NDEA
durchgeflnhrt.

4.5.3.1 DNA-Reparatur der einzelnen Spendergruppen

Ausgehend von der Schadigung zeigte sich bei ddarZmalignomfreier Spender innerhalb
von 15 min und 30 min Reparaturzeit eine signifteaReduktion des OTM. Ahnliche
Ergebnisse hatten bereits Vorarbeiten im Laboraetdr

Bei einem Ansatz war innerhalb der ersten 15 mire éirhdhung des OTM aufgetreten.
Ursache hierflir war moglicherweise eine stark etdd@uszeptibilitat der Zellen oder ein
Versuchsfehler, da sich keine verminderte Zellitdgl wie sie fur eine stark
Uberproportionale mechanische Belastung denkbas,w@chweisen liel3. Nach insgesamt 30
min zeigte sich eine, wenn auch geringe, Reduktides OTM gegenuber der
Ausgangsschadigung.

Ein &hnliches Ergebnis wurde auch nach einem Repar@rvall von 15 min bei
Mukosazellen von Spendern mit malignen Tonsillerrkungen erreicht. Nach dieser Zeit
war eine signifikante (p = 0,047) Reduktion der garsgsschadigung durch NDEA erreicht
worden. Nach den vollen 30 min Reparaturzeit wwebenfalls eine signifikante Reduktion
der Schadigung erreicht.

Erneut zeigte sich bei einem Versuchsansatz ein®hbng des OTM gegeniber der
Ausgangsschadigung nach 15 min Reparaturzeit, wabetth 30 min etwas reduziert war,
jedoch immer noch tGber der Primarschadigung lag.

Bei Zellspendern mit einem Malignom des Larynx kenmach einem Reparaturintervall von

15 min eine signifikante Reduktion der Schéadigungcd NDEA beobachtet werden.
Aufgrund der hohen Streuung war die Reparatur na@hmin nicht signifikant. Zwei
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Versuchsansatze zeigten keine Reduktion des Schadileer die gesamt Reparaturdauer
hinaus und wurden mit 0 % Reparatur in die Statighernommen.

Bekannt ist, dass chronischer Alkoholkonsum zurairs¢ark erhdhtem relativen Risiko fir
eine maligne Erkrankung des Kopf-Hals-Bereichesrtfiks zeigen sich multiplikative
Wirkung von Alkohol- und Tabakkonsum, wahrscheimliaufgrund der Wirkung von
Alkohol als Ldsungsmittel fur genotoxische SubsemzMenvielle et al. konnten in einer
Studie an franzdsischen Alkoholtrinkern nachweiskass mit zunehmendem Alkoholkonsum
die Gefahr fur eine maligne Erkrankung des Hypowpmaisignifikant hoher war, als fir ein
Malignom der Glottis oder Supraglottis, wo die Wingsdauer beim Trinken ingestierter
Noxen geringer ist [Menvielle et al., 2004].

Eine negative Auswirkungen von Ethanol auf die DR@paratur konnte nachgewiesen
werden. Nach Schadigung mit Bleomycin lag die Ahzatht reparierter DNA-Schaden bei
Zellen, deren Nahrmedium wahrend dem Reparatuviaite2 % Ethanol enthielt, signifikant
Uber der Kontrolle. Nach Auswaschen des Ethanolehgh sich die Werte der
Kontrollgruppe an [Hsu et Furlong, 1991].

Die hohe Streuung im Vergleich zu Spendern von illengewebe mit und ohne maligne
Erkrankungen fand sich bereits bei den Werten i@rAdisgangsschadigung. Die Anamnesen
der Studienpatienten zeigen einen wesentlich eembkiurchschnittlichen Alkoholkonsum
dar, der bis zu vier mal hoher lag als die andergersuchten Gruppen. Es ist daher davon
auszugehen, dass die grofie Menge konsumierten Jaba#t Alkohols der Spender
mitverantwortlich flr das Ergebnis zeichnet.

4.5.4 Vergleich der DNA-Reparatur der einzelnen Spendargpen

Der Vergleich der DNA-Reparatur erfolgte auf Griag# der Ergebnisse der nach Alter und
Geschlecht gematchten Spendern aus dem jeweiligggar@tkollektiv. NDEA diente als
Testsubstanz fir die Reparaturversuche.

Chenget al. haben das DNA-Reparaturpotential peripherer Lyragtem von Patienten mit
Kopf-Hals-Karzinomen untersucht [Cheng et al., 1998 der Studie hatten Patienten mit
einem Kopf-Hals-Karzinom eine signifikant niedrigéReparaturrate als die Kontrollgruppe.
Auch Schmezer et al. fuhrten vergleichende Repamtsuche von Tumor- und Non-Tumor-
Spendern durch. Dabei zeigten Lymphozyten des Ipemgm Blutes von Patienten mit
Tumoren eine signifikant geringere DNA-Reparatudagit im Vergleich zu denen von
Non-Tumor-Patienten [Schmezer et al., 2001].

Insgesamt ergibt die Synopsis der bekannten Litetatin einheitliches Bild im Bezug auf
signifikante Unterschiede der Reparaturkapazitat Mamor- und Non-Tumor-Patienten.

Die vorliegende Arbeit erbrachte ein ahnlich unsidsaBild. Die Beseitigung von DNA-
Schaden in Zellen der Spender mit malignen Erkragkn erfolgte zu einem geringeren
prozentualen Anteil als bei Spendern der Kontrajyge, dieser Unterschied war jedoch nicht
signifikant. Eine mégliche Ursache hierflr ist gi@rgleichsweise geringe Fallzahl.
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45.4.1 Vergleich der DNA-Repartur von Tonsillengewebe vBatienten mit und ohne

Tonsillenkarzinom

Die Initialschadigung durch das Nitrosamin lag der Non-Tumor-Gruppe hierbei etwas
hoher, jedoch ohne Signifikanzniveau zu erreich&me signifikante Reparatur der
Schadigung erfolgte bei beiden Gruppen.

Es zeigte sich, dass Non-Tumor-Patienten tendewlielgesetzte Schadigung wahrend des
gesamten untersuchten Zeitraums zu einem hoheregil Aneder reduzieren konnten. Eine
statistische Signifikanz wurde jedoch nicht erreididgliche endogene Ursachen flr die
Erkrankung an Karzinomen der Tonsille liessen sicmit im Rahmen dieser Arbeit nicht
belegen.

Eine Studie aus diesem Labor kam bei hoherer Fdllza einem &ahnlichen Ergebnis.
Lymphozyten des peripheren Blutes von je 30 Spendane maligne Erkrankungen bzw.
mit Primartumoren des Nasopharynx zeigten nachdsghég mit NDEA keine signifikanten
Unterschiede in der Reparaturkapazitat [Kleinsassal., 2005b].

Eine Gegenuberstellung von Spendern mit und ohmeikame des Oropharynx erbrachte in
einer anderen Studie bei Lymphozyten erneut kdgafikanten Unterschiede in der DNA-
Reparatur. Schleimhautzellen von Tumorpatientegteerijedoch eine signifikant geringere
Reparaturkapazitat als in der Kontrollgruppe [Hast€2004]. Eine Abhangigkeit von den
untersuchten Zellen scheint also zu existieren.

4.5.4.2 Vergleich der DNA-Repartur von Patienten mit Tonlgihkarzinom und

Larynxkarzinom

Kleinsasser et al. haben bereits Genotoxizitatssutbdungen an Einzelzellen von Spendern
mit Tumoren des Oropharynx und des Larynx mit sarisbhéngig unterschiedlichem
Ergebnis durchgefuhrt. Die Inkubation mit Dibutyipalat (DBP) und Diisobutylphthalat
(DIBP) ergab im Vergleich zum Non-Tumor-Kollektivhéhte OTM-Werten bei der Tumor-
Gruppe. Bei dem auch in der vorliegenden Arbeiegfeten Nitrosamin NDEA kam es nicht
zu signifikanten Differenzen im Schéadigungsmusté&ine Untersuchung beziglich
Unterschieden in der Reparatur wurde in der geeanrBtudie nicht durchgefihrt
[Kleinsasser et al., 1999].

Ein direkter Vergleich des Reparaturverhaltens @pendergruppen mit Karzinomen der
Tonsille und des Larynx konnte auch nach Durchgdehtbekannten Literatur nicht gefunden
werden. Der Vergleich in der vorliegenden Arbeitlteoklaren, ob Unterschiede in der
Reparaturkapazitat der genannten Spendergruppeéehbas Fir den Vergleich der DNA-
Reparatur wurden Spendern aus dem jeweiligen Gke#ektiv im Bezug auf Alter und
Geschlecht gematcht. Fur die ReparaturversucheeAMBEA als Testsubstanz verwendet.

Die Ausgangsschadigung lag bei dem Kollektiv degrier mit Tonsillenkarzinom im Mittel
insignifikant hoher. Differenzen bei der DNA-Reparader beiden Gruppen waren insgesamt
statistisch nicht signifikant. Fraglich ist, ob dieringfiigigen Unterschiede ausreichen, bei
einer Fallzahl von n = 10 einen Trend erkenneragzgdn.
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In der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal Beparaturkapazitat von Spendern mit
malignen Erkrankungen der Tonsille und des Laryexghchen. Hierbei haben sich keine

signigikanten Unterschiede ergeben. Untersuchumageverschiedenen Tumoren des oberen
Aerodigestivtraktes sollten klaren, ob bei hohdfalizahl signifikante Unterschiede in der

Reparaturkapazitat erkennbar werden.

4.6 Darstellung von DNA-Schaden mit Comet/FISH

4.6.1 Diskussion der Schadigung durch BPDE

Die hier diskutierten Ergebnisse wurden mit Com&iHgewonnen. Fir alle Versuche wurde
das Umweltkanzerogen BPDE als Testsubstanz verntedde Negativkontrolle wurde das
Lésungsmittel der Testsubstanz, DMSO, verwent®ETM und OTM aller untersuchten
Chromosomen zeigten, dass es in den Negativkoarall keiner nennenswerten Schadigung
des Erbgutes gekommen war. Die Positivkontrolle MNNG wurde fur alle Ansatze
durchgefuhrt, aufgrund hoher Kosten wurde jedodheme Hybridisierung verzichtet. Nach
Farbung mit Ethidiumbromid wurden die Positivkofigo visuell ausgewertet. Die
erfolgreiche Inkubation konnte bei allen Anséatzessthtigt werden und wurde nicht explizit
aufgefihrt.

Die Zellvitalitdt lag, wie in Punkt 3.1 dargeledigi allen Versuchen uber 90 %. Zum
Ausschluss tbermaliiger Zellschadigung, z. B. dumgthanische Einflisse, erfolgte die
Sichtung der Objekttrager unter geringer VergrofigruBei Comet/FISH wurden jeweils
zwei Objekttrager pro Versuch mit je 10 Zellen aavsgrtet, anschlieRerndCTM und OTM
bestimmt.

Nach Inkubation mit BPDE war d&CTM signifikant erhoht, so dass vom Nachweis einer
Schadigung am spezifisch markierten Chromosom Igemasgen werden kann. Der
signifikante Anstieg desOTM derselben Zellen wies gleichzeitig die Schadigudes
gesamten Erbgutes der Zellen nach.

Ein &hnliches Bild ergab sich bei Chromosom 3. Niattubation mit BPDE zeigte sich ein
signifikanter Anstieg deMCTM fur Chromosom 3. Analog dazu war defM als Hinweis
auf die Schadigung der gesamten zellularen DNAifdigmt angestiegen.

Bei der spezifischen Markierung von Chromosom &lergjch nach Inkubation mit BPDE ein
signifikanter Anstieg votMCTM undOTM. Eine etwas grof3ere Streuung bei dd@TM fiel
dabei auf. Wahrscheinlich lag der korrekte Nachweigerschiedlicher chromosomaler
Schadigung aufgrund der hohen Empfindlichkeit detiMdik zugrunde. Ein Artefakt durch
hohe mechanische Belastung ist in diesem Falle rseaeinlich, da keine hohe Streuung im
OTM auffiel.

Nach Schéadigung mit der genotoxischen Substanz BRifEe ein signifikant angestiegener
MCTM eine Schadigung des spezifisch markierten Chromo$b auf. Der ebenfalls
signifikant angestieger@TM wies dabei eine Schadigung der Gesamt-DNA nach.
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Zusammenfassend zeigte BPDE bei allen untersucl&momosomen von Zellen
malignomfreier Spender eine signifikante Schadigutgy DNA. Der Nachweis der
Schadigung gelang fir die untersuchten Chromosorher8, 5 und 8 mittels eines
signifikanten Anstiegs ddedlCTM. Die Schadigung der Gesamt-DNA konnte mit demitsere
etabliertenOTM nachvollzogen werden. Wie in Punkt 4.6.2 besclenelergaben sich dabei
keine signifikanten Unterschiede in der Schadigwgzelner Chromosome relativ zur
Gesamtheit der Chromosomen. Da B2TM in der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal zur
Quantifizierung genotoxischer Schadigung angewewdedle, liel3 sich der Wertebereich der
gemessenelICTM nicht im Zusammenhang anderer Arbeiten tberprifen.

Der Wertebereich deSTM lag wahrend aller Versuche mit BPDE &hnlich zuwéosuchen,
so dal3 Versuchsfehler ausgeschlossen werden kojtderéus et al., 2004; Wallner et al.,
2005].

4.6.2 Vergleich der chromosomalen Schadigung

Die bestehende Literatur zeigt fir Patienten méttBhepithelkarzinomen des Kopf-Hals-
Bereiches ein vermehrtes Auftreten von chromosomaAleerationen. Bestimmte genetische
Fehler, welche zu einem Verlust ganzer Arme an @bsomen und der resultierenden
Formierung von Isochromosomen fiihren kénnen, trg&édréiuft an den Chromosomen 3, 5, 7,
8 und 9 auf [Gollin, 2001].

In der vorliegenden Arbeit wurden die Chromosomerb 3ind 8 mit dem Chromosom 1
verglichen. Nach statistischer Analyse mit dem KaldVallis-Test ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede d&CTM nach Inkubation mit BPDE. Dieses Ergebnis entgprac
den Erwartungen, da die Untersuchung an Materiah \®pendern ohne maligne
Erkrankungen erfolgt war. Es zeigte sich jedocheeialativ hohe Streuung, welche im
vorherigen Kapitel diskutiert wurde. Bei Patientenit malignen Erkrankungen des
Oropharynx zeigten sich in laborinternen VerglercleehohteMCTM fur die Chromosomen
3, 5 und 8 im Vergleich zu Chromosom 1 [Harréual £t2004]

Im Unterschied zu der von Bockmiihl et al. verweadefechnik des Color-Bandings in der
Metaphase lasst Comet/FISH bis jetzt nicht die ger@assifizierung eines chromosomalen
Schadens zu [Bockmuhl et al., 1998]. So lassen mithder einfarbigen Markierung eines
einzelnen Chromosoms keine Translokationen, Deletiooder Insertionen nachweisen,
sondern nur die Fragmentierung bzw. Multiplikatides Chromosoms. Mit Sonden fir
Chromosomenabschnitten bzw. einzelne Gensequenzénunterschiedliche Fluoreszenz-
farbstoffe kann diese Einschrankung in Zukunft éwelhumgangen werden.
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4.7 Ausblick

Durch die neu etablierte Kombination Comet/FISHdwdie Untersuchung genotoxischer
Schadigung prinzipiell auf dem Niveau der Genseguemglich. Abhangig von der
verwendeten Gensonde ist damit der Schritt vorlsieersuchung der Gesamt-DNA Uber die
Ebene der Chromosomen bis zu kurzen Basensequenéghch. Aufgrund der aktuell
erzielten unzureichenden Ergebnisse bei der gleitgen Anfarbung mehrerer
Chromosomen wurden in der vorliegenden Arbeit nmr@Gromosom je Ansatz untersucht.
Durch die Entwicklung und Einfihrung langlebige@ensonden wird die Markierung durch
mehrere Sonden gleichzeitig wahrscheinlich in Zikemgefuhrt werden. Die Vorstellung
desMCTM erlaubt dabei die Quantifizierung des Schadens.

Aufgrund der gemeinsamen methodischen Grundlage Gammet Assay und Comet/FISH
wird die Vertiefung der mit der etablierten Methodes Comet Assay gewonnenen
Erkenntnisse auf das Niveau genetischer Sequenztegemngem Mehraufwand maoglich.
Neben Vergleichen von Tumor- und Non-Tumor-Patiersi@d auch Tests zur Reparatur von
DNA-Schaden mdglich. Dafir scheint die Methodenkoration besonders geeignet zu sein.
Durch entsprechende Sonden lassen sich die FolgenSehaden an der DNA-Sequenz,
welche fur den Zellzyklus regulierende Proteineiexh, einfacher untersuchen.
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5 Zusammenfassung

Der Mensch ist in seiner Umwelt und am Arbeitsplainer Vielzahl von Substanzen
ausgesetzt, Uber deren genotoxisches Potentialnbisiicht ausreichend Klarheit herrrscht.
Kontakt und Aufnahme dieser in fester, flissigerrogasformiger Form vorliegenden
Xenobiotika geschieht dabei zum gréRten Teil Uben dberen Aerodigestivirakt. Das
Auftreten von malignen Erkrankungen wird neben @lesxogenen Risikofaktoren auch von
endogenen Faktoren beeinflusst. Dazu z&hlen nedreindividuellen Suszeptibilitdt auch die
Effektivitat der Reparaturmechanismen zur Beseitigeimal gesetzter Schaden an der DNA.
Die Bedeutung endogener Risikofaktoren bei der tEnts\g von Kopf-Hals-Tumoren ist
ebenfalls nicht zufriedenstellend aufgeklart.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, die Bedeutungscreedener exogener und endogener
Risikofakturen fir die Entstehung von Tumoren anhl@mhautzellen des oberen
Aerodigestivtraktes zu erforschen. Weiterhin sallthe methodischen Grundlagen fur eine
Identifizierung und Quantifizerung von Schadigunger Ebene der Gensequenz geschaffen
werden.

Dazu wurden Umweltkanzerogene aus den Gruppen itl@shimine und der polyzyklischen

aromatischen Kohlenwasserstoffe ausgewéhlt undedlerzdes oberen Aerodigestivtraktes
auf ihr genotoxisches Potential hin untersucht. Rarstellung von Schaden an der DNA
diente die alkalische Einzelzell-Mikrogelelektropbse (Comet Assay), ein etabliertes
Kurzzeittestverfahren zur Bestimmung von Strangheitic und alkalilabilen Stellen im

Erbgut. Als quantifizierender numerischer Ausdrtidkdie Schadigung der DNA wurde der
Olive Tail Momengewahlt.

Die Untersuchungen zur Mutagensensitivitatt wurden makroskopisch gesunden
Schleimhautzellen von Spendern ohne maligne Erknagilsowie Spendern mit Karzinomen
der Tonsille beziehungsweise des Larynx durchgé&dihiDie Genotoxizitatsmessung ergab
fur BPDE und NDEA an allen untersuchten Zellen esignifikante Schadigung der DNA.
Zum ersten Mal erfolgte ein direkter Vergleich déutagensensitivtdt von Spendern mit
Karzinomen der Tonsille und des Larynx. Dabei eegabsich keine signifikanten
Unterschiede. Auch im Vergleich zur Kontrollgrupplene maligne Erkrankungen zeigte sich
keine signifikanten Abweichungen der Resultate.

Dartber hinaus wurden zur Abklarung endogener Riaktoren Reparaturversuche nach
Inkubation mit NDEA durchgeftihrt. Hierfir wurdenediSpendergruppen nach Alter und
Geschlecht abgeglichen (gematcht). In den Repaetuchen zeigten alle untersuchten
Gewebearten in den ersten 15 min gegeniber deraAgsgchadigung signifikant verringerte
Schadigungswerte. Bei Mukosazellen der Tonsillemale Schadigung auch nach 30 min
Reparaturzeit gegentber der Ausgangsschadigungudgrund einer héheren Streuung der
Resultate wurde bei Larynxschleimhaut nicht dasiSkgnzniveau erreicht.

Im erstmals durchgefihrten Vergleich der der Kdllek mit Karzinomen der Tonsille und
des Larynx zeigten sich im gemessenen Reparatatienhkeine signifikanten Unterschiede.
Eine Tendenz zu einer effektiveren Reparatur DNA&8en lasst sich in der Spendergruppe
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ohne maligne Erkrankung erkennen. Aufgrund derugirg und der geringeren Fallzahl wird
das Signifikanzniveau jedoch nicht erreicht.

Zur Durchfuihrung genotoxischer Untersuchungen anzednen Chromosomen wurde der
etablierte Comet Assay mit der Fluoreszenz in Hiybridisierung kombiniert. Comet/FISH

erlaubte es, die Chromosomen 1, 3, 5, und 8 diwgld spezifisch in der DNA von

Mukosazellen tumorfreier Spender zu markieren un@é &chadigung durch den
polizyklischen aromatischen Kohlenwasserstoff BP@dtzustellen. Die Methode vereinte
dabei die Vorteile des Comet Assay mit den Mogletdn der Fluoreszenz in situ
Hybridisierung. Die schnelle und kostengtinstige fi¥garkeit, die Durchfluhrbarkeit mit

geringer Zellzahl, die Mdglichkeit deex vivo Explantation und die Einsetzbarkeit fur
Screening-Untersuchungen des Comet Assay wurdemenierhéhten Aussagekraft der in
situ Hybridisierung durch Darstellung genotoxiscBehé&den direkt auf dem Niveau der
Basensequenz der DNA zusammengefihrt.

Mit der Etablierung dedMunich Chromosomal Tail Momentsonnte fir die Methode
Comet/FISH eine schnelle und effektive Quantifiziey der dargestellten Schadigung
geschaffen werden. Analog zudlive Tail Momenkonnte in den durchgefuhrten Versuchen
ein signifikanter Anstieg deCTM nach genotoxischer Schadigung des untersuchten
Chromosoms nachgewiesen werden.

Dazu wurden Einzelzellen humaner Tonsillenmukosan v8pendern ohne maligne
Grunderkrankung mit BPDE inkubiert. Bei allen imhiReen der Arbeit spezifisch markierten
Chromosomen 1, 3, 5 und 8 stieg &€ TM im Vergleich zur Negativkontrolle signifikant
an. Analog dazu verhielt sich der an den selbenleZebestimmteOTM, so dass
Messungsartefakte ausgeschlossen werden kénnen.

Ein Vergleich der Schadigung der Chromosomen 3urs] 8, welche bei Patienten mit
Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches \fergleich zu Chromosom 1 laut
Literatur haufiger Aberrationen aufweisen, erbracheim untersuchten Patientengut ohne
maligne Vorerkrankung keine signifikanten Untersde zu Chromosom 1.

Die neu etablierte Methode Comet/FISH an Schleirttedlen des oberen Aerodigestivtraktes
erwies sich als potentes Verfahren zur Untersuchgemptoxischer Schadigung einzelner
Chromosomen innerhalb der Gesamt-DNA. Mit Entwiokjuentsprechender Gensonden
werden Untersuchungen bis auf das Niveau einzejaretischer Sequenzen durchfihrbar.
Dabei kénnen Schadigung und Reparatur der DNA utlidd genauerem Mald untersucht
werden.

Zukunftig wird dadurch die Untersuchung exogeneatt endogener Risikofaktoren prazisere
Informationen im Bezug auf die Karzinomentstehungberen Aerodigestivtrakt erbringen.
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Anhang

7.1 Anamnesen der Patienten

Im Folgenden sind die Anamnesen der Patientenndgtproben fur die Versuche
verwendet wurden, aufgefihrt.

7.1.1 Tumorfreie Spender von Tonsillengewebe

Nr. Alter Geschlecht BMI  Alkoholkonsum  Nikotinkonsum Beruf

1 64 m 25 10 g/d - Selbststandiger

2 59 m 28 10 g/d - Diplomingenieur

3 63 m 27  ehem. Alkoholsucht - Lagerfacharbeiter

4 39 m 26 10 g/d 20 py Verkaufer

5 33 m 31 - 22 py Bauarbeiter

6 47 m 38 10 g/d 25 py 0.A.

7 50 m 25 50 g/d 20 py Hotelmeister

8 50 m 32 - - Unternehmensberater
9 35 w 26 <5g/d 2 py Sachbearbeiterin
10 55 m 26 104 g/d 25 py Selbststandiger
11 61 m 25 21 g/d 15 py Angestellter

12 86 m 21 Alkoholsucht 75 py 0.A.

13 51 m 26 10 g/d 45 py AuBeZij()ir;r?st,!t(r)r::ts;beiter
14 40 m 26 22 gld 7 py A/’;ggsefé'it:;;"

15 51 m 25 10 g/d 10 py Elektroingenieur
16 50 m 29 130 g/d 30 py Schlosser

17 51 W 25 0.A. 0.A. Hausfrau

18 66 m 29 26 g/d 60 py Rentner

19 52 m 28 26 g/d - OP-Pfleger

20 51 m 37 51 g/d - Verwaltungsangestellter

Tabelle 2: Anamnesen der tumorfreien Spender von Tsillengewebe; m = mannlich, w = weiblich;
Alkoholkonsum gemittelt in Gramm pro Tag (g/d); Nikotinkonsum in Packungsjahren (py), 1 py
entspricht 20 Zigaretten am Tag Uber den Zeitrauneines Jahres
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7.1.2 Spender von Tonsillenschleimhaut mit Tonsillenkanom

Nr. Alter Geschlecht BMI  Alkoholkonsum  Nikotinkonsum Beruf
1 76 m 26 75 g/d 45 py Forstarbeiter
2 62 m 25 - 40 py Spenglermeister  *
3 65 m 34 44 g/d 40 py Maurer
4 77 w 22 - 30 py 0.A.
5 63 m 27 44 g/d 20 py Elektrotechniker **
6 89 m 21 12 g/d 70 py Diplomingenieur
7 50 m 19  ehem. Alkoholsucht 35 py Fernmeldemonteur
8 60 w 32 43 g/d 35 py Hausfrau
9 44 m 24 104 g/d - KFZ-Mechaniker
10 65 m 28 51 g/d 40 py Schallschutzmonteur

Besonderheiten:

* Leberzirrhose

** Prostatakarzinom

Tabelle 3: Anamnesen der Spender von Tonsillensclihehaut, die an eienm Tonsillenkarzinom erkrankt
sind; m = méannlich, w = weiblich; Alkoholkonsum in Gramm pro Tag (g/d); Nikotinkonsum in
Packungsjahren (py), 1 py entspricht taglich 20 Zigretten tber ein Jahr

7.1.3 Spender von Larynxschleimhaut mit Larynxkarzinom

Nr. Alter Geschlecht BMI  Alkoholkonsum  Nikotinkonsum Beruf
1 72 m 26 156 g/d 30 py Maurer
2 69 m 35 26 g/d 80 py 0.A.
3 65 m 23 52 g/d 30 py Industriekaufmann
4 68 m 22 104 g/d 50 py Landwirt
5 64 m 25 208 g/d 90 py Masseur
6 63 m 33 52 g/d > 40 py Hydraulikmonteur
7 61 m 24 340 g/d 40 py Rentner **
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8 57 m 23 340 g/d 90 py Angestellter
9 71 m 27 52 g/d 15 py Beamter
10 46 m 26 260 g/d 60 py Backer

Besonderheiten:

** Niereninsuffizienz

Tabelle 4: Anamnesen der Spender von LarynxgewebeitErkrankung an einem Larynxkarinom; m =
mannlich, w = weiblich; Alkoholkonsum in Gramm pro Tag (g/d); Nikotinkonsum in Packungsjahren

(py), 0.A. = ohne Angabe

7.1.4 Spender von tumorfreier Tonsillenschleimhaut fiire&iKombination

Comet/FISH

Nr. Alter Geschlecht BMI  Alkoholkonsum  Nikotinkonsum Beruf

1 28 w 27 - - Hausfrau

2 24 w 21 20 g/d 7 py Hotelfachfrau

3 42 w 21 - 40 py Reinigungskraft
4 18 m 20 - - Schler

5 32 w 37 10 g/d 10 py Sachberabeiterin
6 9 m 16 - - Schdler

7 38 m 29 10 g/d - Sanitarinstallateur
8 23 m 20 10 g/d . Eiﬂ;ﬁm;‘r?f's‘

9 37 m 26 10 g/d 10 py Verkaufer

10 24 m 20 52 g/d 2 py Zivildienstleistender
11 37 m 23 52 g/d 11 py Angestellter
12 44 m 29 - 3 py Selbststandiger
13 25 w 23 10 g/d 3py Sekretérin

14 35 m 22 30 g/d 5 py Steinmetz

15 55 m 27 10 g/d - Taxifahrer

16 30 m 31 10 g/d 11 py 0.A.

17 32 m 29 - THC Computertechniker
18 20 w 21 10 g/d - Blroangestellte

Tabelle 5: Anamnesen der tumorfreien Spender von Trsillengewebe fir die Kombinationsversuche
Comet/FISH; m = mannlich, w = weiblich; Alkoholkonsum in Gramm pro Tag (g/d); Nikotinkonsum in

Packungsjahren (py)
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7.2 Verwendete Abklrzungen

°C

A
B[a]P
BAT
bp
BPDE
C

ca.
CHO
Chr.
CML
Comet
CYPxy
DAPI
DDT
DMSO
DNA
EU
FISH

g/d
GSTxy
HNO
IARC

MCTM
MGE
min
MNNG

NDEA
NSCLC

0.A.:
oT
OoT™M

PAH
PBS

py-

Grad Celsius

Adenin

Benzo[a]pyren

Biologische Arbeitsstofftoleranz
Basenpaare

Benzo[a]pyren diol epoxid

Cytosin

circa

Chinese Hamster Ovary
Chromosom

Chronisch-Myeloische Leuké&mie
Comet Assay / Alkalische Mikrogelelektnopese
Cytochrom P 450 Isoform xy

4’ 6-Diamidino-2-phenylindole
Dichlordiphenyltrichlorethan
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinséure
Europaische Union
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
Guanin

Gramm pro Tag (die)
Glutathion-S-Transferase Isoform xy
Hals-, Nasen-, Ohren-

International Agency for Research on Cance
mannlich

Munich Chromosomal Tail Moment
Mikrogelelektrophorese

Minute
N-methylN’-nitro-N-nitrosoguanidin
Anzahl

N-Nitrosodiethylamin

Non-small-cell lung cancer,
Nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom
ohne Angabe

Objekttrager

Olive Tail Moment

Signifikanzniveau

Polyzyklischer aromatischer Kohlenwasséfsto
Phosphate buffered Saline

Pack year
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r - Korrelationskoeffizient nach Pearson
RNA - Ribonukleinséaure

SSC - Saline Sodium Citrate

T - Thymin

TRK - Technische Richtkonstante

U - Uracil

V. - Version

w - weiblich

z. B. - Zum Beispiel
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7.4 Curriculum Vitae

Name:
Geburtsdatum:
Geburtsort:

Eltern:

1984 — 1988
1988 — 1997
1995 - 1996

1998 — 2000

2000 — 2004

1997 - 1998

2005 — jetzt

Paul Reinhart Schuller
05.10.1977
Bukarest / Rumanien

Willi Schuller
Dr. Gina Schuller, geb. Stepan

Schulbildung:
Grundschule West in Firstenfeldbruck

Wittelsbacher Gymnasium Miinchen,ukbit

Ovando High School, Montana, USA

Universitatsausbildung:

Vorklinischer Studienabschnitt deslitims der Humanmedizin
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Physikum Méarz 2000

Klinischer Studienabschnitt des $iudider Humanmedizin
Technische Universitat Minchen

1. Staatsexamen Marz 2002
2. Staatsexamen Marz 2003

3. Staatsexamen Oktober 2004

Wehrdienst:

4. Kompanie FlaRak-Staffel 3, Lerggyri

Beschéaftigungsverhaltnis:

Assistenzarzt in der Allgemeinchiraofien Abteilung
Krankenhaus Rothenburg 0.d.T
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