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Zusammenfassung X1

Zusammenfassung

Die beiden tabakspezifischen Nitrosamine (TSNA) 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-buta-
non (NNK) und N'-Nitrosonornicotin (NNN) sind kanzerogene Inhaltstoffe des Tabakrauchs,
die wihrend der Fermentierung und der Pyrolyse aus Nicotin und Nornicotin entstehen. NNK
erzeugt im Tierversuch vor allem Tumoren in Lunge, Leber, Bauchspeicheldriise und der
Nasenhohle. NNN fiihrt dagegen zu Osophagustumoren, aber auch zu Tumoren der Nasenhéhle.
Unter metabolischer Aktivierung bilden beide TSNA eine reaktive Zwischenstufe, die mit Bio-
molekiilen reagiert und nach Hydrolyse 4-Hydroxy-(3-pyridyl)-1-butanon (HPB) abspaltet. Die
Bildung von DNA-Addukten ist ein wichtiger Schritt in der Initiation der Kanzerogenese. Daher
ist es von besonderem Interesse diese HPB-abspaltenden Addukte an der DNA des Zielgewebes
zu bestimmen. Nach Extraktion und Derivatisierung kann das HPB mit hoher Nachweis-
empfindlichkeit mittels Gaschromatographie/Massenspektrometrie (GC/MS) bestimmt werden.
Vorangegangene Untersuchungen zeigten allerdings nicht die erwartete hohe Spezifitit dieser
Addukte fiir den Genuss von Tabakwaren. Nichtrauchern haben bereits eine relativ hohe

Adduktbelastung, die bei Rauchern nur geringfiigig hoher ausfallt.

Eine andere Quelle fiir diese Addukte stellt das Myosmin dar. Zwar ist es auch ein Neben-
bestandteil der Alkaloidfraktion des Tabaks, aber unabhéngig davon kommt es in einer Vielzahl
von Nahrungsmitteln vor und kann in Plasma und Speichel des Menschen nachgewiesen
werden. Auch hier sind die Unterschiede zwischen Rauchern und Nichtrauchern gering. Myos-

min bildet im sauren Milieu durch Nitrosierung bzw. Peroxidierung ebenfalls HPB-Addukte.

Ahnliche Bedingungen liegen in der unteren Speiserdhre bei einer Refluxerkrankung vor. Bei
einem Teil der Patienten kommt es zu einer Metaplasie der Speiserohrenschleimhaut, dem
Barrett-Osophagus, der ein Priikanzerose darstellt, und aus dem sich pro Jahr bei 1-2% der
Patienten ein Osophageales Adenokarzinoms (EAC) entwickelt. Das EAC zeigt vor allem in
westlichen Industriestaaten eine stark steigende Inzidenzrate. Hauptrisikofaktoren fiir die Ent-
stehung eines EAC sind neben dem Barrett-Osophagus das minnliche Geschlecht, Ubergewicht

und eine gemiise-/obstarme Erndhrung bzw. der ibermiBige Verzehr von tierischen Fetten.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Rolle von HPB-abspaltenden DNA-
Addukten in Biopsien der unteren Speiserohre fiir das Krankheitsbild, insbesondere der Sequenz
Reflux — gastroosophageale Refluxkrankheit (GERD) — Barrett — EAC und der mogliche Bei-
trag des Rauchens und der Myosminbelastung durch die Erndhrung. Im Rahmen einer endosko-
pischen Untersuchung erhielten wir von niichternen Patienten zwei Biopsien der Osophagus-
schleimhaut oral and aboral der magennahen Lision fiir die Bestimmung der DNA-Addukte und
eine Blutprobe zur Bestimmung der Myosmin- und Cotininkonzentration. Zusitzlich wurden die

Teilnehmer gebeten einen Fragebogen zu Lebens- und Erndhrungsgewohnheiten auszufiillen.
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Vorrangiges Ziel war zunichst die Verbesserung der bestehenden analytischen Methoden. Fiir
die selektive und sensitive Bestimmung der HPB-Addukte in den geringen DNA-Mengen, die
aus den Biopsien zur Verfiigung standen, mussten die Messungen an einem hochauflésenden
Sektorfeldmassenspektrometer erfolgen. Nach Modifikation der DNA-Extraktion und der
Aufreinigung und Derivatisierung des abgespaltenden HPB konnte die Hintergrundbelastung
minimiert und eine Methodenvalidierung durchgefiihrt werden, die eine Nachweisgrenze von
0,76 pg (4,60 fmol) und eine Bestimmungsgrenze von 2,29 pg (13,86 fmol) freigesetztem HPB
ergab. Dabei betrug die Tagesprézision 2,7% und die Wochenprézision 3,1%.

Bei der Bestimmung der Plasmakonzentration der Nicotinoide konnte durch Verwendung einer
Mischpolymer-Festphase der Zeit- und Materialaufwand deutlich reduziert werden. Es ergaben
sich fiir Myosmin und Cotinin Nachweisgrenzen von 1,2 pg/ml und 0,05 ng/ml, Bestimmungs-
grenzen von 3,6 pg/ml und 0,15 ng/ml, eine Tagesprézision von 14,8% und 7,5% und eine

Wochenprézision von 17,9% und 3,7%.

Insgesamt nahmen 92 Patienten an der Studie teil, wobei von 84 Teilnehmern auch die HPB-

Addukte und Plasmakonzentrationen bestimmt werden konnten.

Die Konzentration der HPB-Addukte in Schleimhautbiopsien der unteren Speiser6hre war mit
4,75 £ 9,78 pmol/mg deutlich hoher als zuvor berichtete Adduktlevel von Gewebeproben, die
im Rahmen von Autopsien gewonnen worden waren und auch untere Schichten der Osophagus-
wand einschlossen. Insgesamt ergab sich keine Abhéngigkeit der Adduktkonzentration vom
Geschlecht oder Rauchstatus. In der Sequenz Reflux— GERD — Barrett — EAC zeigten Patienten
mit Reflux eine deutliche Tendenz zu héheren Werten. Bei Patienten, die haufig unter Sod-
brennen leiden, war die Konzentration der HPB-Addukte gegeniiber symptomfreien Patienten
signifikant erhoht. Diese Ergebnisse stiitzen die Hypothese der Bildung von HPB-Addukten aus

Myosmin in der unteren Speiserdhre.

Hinsichtlich der Erndhrungsgewohnheiten zeigten sich wenige Auffélligkeiten. Lediglich bei
haufigem Verzehr von scharfen Speisen und nusshaltigen Lebensmitteln und bei regelméfigem
Alkoholkonsum zeigte sich eine Tendenz zu hoheren Adduktwerten. Beim Milchkonsum ver-
hielt es sich umgekehrt, der hdufigere Verzehr fiihrte zu einer Erniedrigung der HPB-Konzen-
tration an der DNA.

Die Myosminkonzentration im Plasma der niichternen Patienten hatte aufgrund der anzuneh-
menden kurzen Halbwertszeit von Myosmin nur eine geringe Aussagekraft. Es bestand keine
Korrelation mit den HPB-Addukten und auch keine Abhingigkeit vom Rauchstatus, wihrend

regelméBiger Alkoholkonsum die Konzentration von Myosmin signifikant erhohte.
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1 Einleitung

1.1 Krebserkrankungen
1.1.1 Epidemiologie

Krebs stellt heutzutage in Deutschland neben Herz-Kreislauf-Erkrankungen die zweithdufigste
Todesursache dar (Abbildung 1-1). Mit der zunehmend dlter werdenden Gesellschaft steigt das

Auftreten von Krebserkrankungen. 2006 wurde fiir jeden vierten (25,7 %) von insgesamt

821.627 Todesfallen eine bosartige Krebserkrankung verantwortlich gemacht [1].
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Abbildung 1-1: Haufigste Todesursachen in Deutschland 2006 [1]
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Abbildung 1-2:  Altersstandardisierte Inzidenz und Mortalitat in Deutschland 1980 — 2004,

Falle pro 100.000 (Europastandard) [1]
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Trotz steigender Inzidenz konnte in den letzten Jahren vor allem durch intensivere Forschung
und stets verbesserter Therapiemdglichkeiten die Mortalitdt gesenkt werden (Abbildung 1-2).
Dennoch verstarben 2004 deutschlandweit 110 745 Ménner und 98 079 Frauen an Krebs [1].

Betrachtet man die einzelnen Krebsarten, so liegt bei den Neuerkrankungen im Jahr 2004 bei
den Minnern das Prostatakarzinom an erster Stelle, bei den Frauen das Mammakarzinom. Doch
ergibt sich bei der Sterblichkeitsrate der einzelnen Krebserkrankungen ein anderes Bild,

Lungenkrebs zeigt bei Méannern mit 26% die hochste Sterblichkeitsrate (Abbildung 1-3).
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Abbildung 1-3:  Prozentualer Anteil ausgewahlter Tumorlokalisationen an allen Krebs-
neuerkrankungen(/~) und Krebssterbefallen (@) in Deutsachland 2004 [1]

Ursache fiir das Auftreten von Krebskrankheiten ist meist eine Verkettung mehrerer Einzel-
faktoren. Die in Abbildung 1-4 aufgezeigten Prozentangaben der einzelnen Risiken an den
Krebstodesfillen sind auf die Gesamtpopulation bezogen, sie unterscheiden sich je nach
Krebsart und Geschlecht. Der bei weitem bedeutendste Einzelrisikofaktor stellt das Rauchen
dar: hierbei sind vor allem Lunge, Kehlkopf, Mundhohle und Rachen, Speiserohre,

Bauchspeicheldriise, Harnblase und Niere betroffen.
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Einen &hnlich hohen Anteil wie der Zigarettenkonsum zeigen Erndhrungsgewohnheiten. Als
wesentliche Risikofaktoren gelten dabei ein hoher Fett- bzw. Fleischkonsum und dadurch

bedingt das Auftreten von Ubergewicht.

Salz/Nahrungsmittelzusatzstoffe

Medikamente/medizinische
Behandlung

lonisierende/ultraviolette
Strahlung

Schadstoffbelastung der
Umwelt

Soziodkonomischer Status
Alkohol
Reproduktionsvorgeschichte
Perinatale Faktoren

Viren u.a. biologische Agenzien
Familidre Vorgeschichte
Berufliche Faktoren

Sitzender Lebensstil

Ernahrung/Ubergewicht 30%
Rauchen 30%
0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35%

Abbildung 1-4: Geschatzte anteilige Zuordnung der Krebstodesfalle zu den verschiedenen
Risikofaktoren bzw. Risikofaktorbereichen [2]

1.1.2 Entstehung von Krebserkrankungen

Unter Krebs versteht man einen bosartigen (malignen) Tumor, der gewisse pathologische

Charakteristika, wie Zellatypien, invasives Wachstum und hiufige Metastasierung aufweist.

Obwohl ionisierende Strahlung, infektioses biologisches Material und genetische Disposition
ebenfalls eine Rolle in der Krebsentstehung spielen, verursachen chemische Substanzen in der

Umwelt die Mehrzahl menschlicher Tumoren.

Dieser Einfluss von Chemikalien auf die Entstehung maligner Tumoren wird als chemische

Kanzerogenese bezeichnet. Dabei wird die Identifizierung der auslosenden Substanzen vor
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allem durch die hohe Latenzzeit erschwert. Bis zur Entstehung der Krebserkrankung kénnen
Jahre bis Jahrzehnte vergehen. Auch die chronische Einwirkung schon geringer Dosen des

Kanzerogens kann die Tumorrate erh6hen.

Man unterscheidet genotoxische und epigenetische Kanzerogene. Die genotoxische Kanzero-
genese beruht auf der Reaktion von Substanzen mit Biomolekiilen, vor allem der DNA,
wodurch es zu Mutationen kommen kann. Diese Reaktionen konnen entweder mit der Substanz
direkt oder nach vorhergehender Metabolisierung ablaufen. Zu den genotoxischen Kanzero-
genen gehdren unter anderem aromatische Amine, polyzyklische Kohlenwasserstoffe und Ni-

trosamine.

Epigenetische Kanzerogene reagieren dagegen nicht mit der DNA. Sie wirken krebsauslosend
indem sie beispielsweise iiber Entziindungsvorginge oder cytotoxische Effekte zu einer
gesteigerten Proliferation fithren. Andere Substanzen haben hormondhnliche Wirkung oder
wirken tumorpromovierend.

Genotoxische chemische
Kanzerogene

Strahlung -
Normales Ig:gi?: Praneoplastische Maligner Tumor
Gewebe Lasion
Tumorzelle

Aktivierung von Proto-Onkogenen / Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen
Abbildung 1-5:  Mehrstufenkonzept der Kanzerogenese [3]

Uber einen mehrstufigen Prozess entsteht aus der Normalzelle ein Tumor. Bei der Initiation
wird die Stammzelle irreversibel geschidigt. Stammzellen sind noch undifferenziert und zur

Teilung beféhigt.

Wihrend der Promotion wird die initiierte Zelle durch Wachstumsfaktoren angeregt. Durch
weitere genetische und epigenetische Faktoren (z.B. Proto-Onkogen-Aktivierung) entsteht in
der Progressions-Phase eine maligne Zelle mit der Fahigkeit zu invasivem Wachstum und

Metastasierung (Abbildung 1-5).

Die Vorstufe des malignen Tumors wird als Neoplasie bezeichnet. Erste Verluste der Zell-
differenzierung im Epithelgewebe stellen eine Dysplasie dar. Dabei unterscheidet man zwischen
geringgradiger Dysplasie, die meist nur eine gesteigerte Regenerationsrate aufweist und daher
noch reversibel ist und der hochgradigen Dysplasie, die einen nicht mehr reversiblen Zustand

darstellt, da die Zellen schon zu starken Verdnderungen unterworfen sind. Kommt es dann zur
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weiteren Proliferation dieser atypischen Zellen, aber noch im urspriinglichen Gewebeverband,
so spricht man vom Carcinoma in situ. Erst durch die Invasion und Metastasierung kommt es

zur Bildung des eigentlichen Karzinoms.

NH, o}
A Il
N 1 TN_ 5 12
7 N 7 NH
— 8< ‘ ) — 8< ‘ /L{
2 ~
9'\" ) 9'\“ 4N NH,
3
R 1 R0 0
Adenin Guanin
0 NH,
H,C 302 A3 2
NH 5 NH
6 6
N~ 20 N~ 20
Y N Y N
R R
Thymin Cytosin

Abbildung 1-6: DNA-Basen mit potentiellen Stellen fiir Additionsreaktionen

Durch kovalente Bindung des chemischen Kanzerogens an die Basen der DNA (DNA-Addukt,
Abbildung 1-6) kommt es zu strukturellen Verdnderungen. Generell stellen die Stickstoff- und
Sauerstoffgruppen aktive Stellen der Adduktbildung dar, aber es sind auch Reaktionen mit
Phosphat- und Desoxyribosegruppen bekannt. Am héufigsten sind Addukte am Guanin in N°-,
O°- und C*-Position [4].

Wahrend des Replikationsprozesses fiihren Addukte zu einem Basenaustausch und damit zu
einer Verdnderung der genetischen Information (Abbildung 1-7). Es kann aber auch zu Strang-
briichen, der Bildung von DNA-Dimeren oder einer Verdnderung des Methylierungsmusters

kommen.

Diese Verdnderungen fiihren wihrend der Translation zu einer Anderung der normalen Protein-
biosynthese. Moglich ist auch der Austausch einer einzelnen Aminosaure, wodurch im Weiteren
die Funktion des Proteins beeinflusst wird. Das DNA-Addukt kann auch die Uber- bzw. Unter-
expression gewisser Proteine bewirken, oder zur Produktion von verkiirzten Proteinketten fiih-

ren [5].

Die Zelle erfihrt wihrend des Prozesses der Kanzerogenese essentielle genetische Verdnde-
rungen, die vor allem Gene betreffen konnen, welche die Zelle und ihren Zellzyklus steuern und

beeinflussen.
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(@)

N N Addukt

Desoxyribose/ \H/ o

O-.. N
HN
HN N N
G-C Desoxyribose
/ \ CHS
o} Addukt
G-C G-C H\f o
Desoxynbose N
\[( )\G' | \>
N
Desoxyribose
A-T

G-C
Abbildung 1-7:  Basenaustausch durch DNA-Addukte wahrend der Replikation am Beispiel
eines O°-Adduktes des Guanins (G: Guanin, C: Cytosin, T: Thymin, A:
Adenin)

In der Regel umfassen diese Verdnderungen die Ausschiittung von Wachstumssignalen, die
Unempfindlichkeit gegeniiber Anti-Wachstumssignalen, das Umgehen des programmierten
Zelltodes (Apoptose), ein unbegrenztes Replikationspotenzial, die Bildung neuer Blutgefifie
(Angiogenese) zur ausreichenden Néahrstoffversorgung, die Befdhigung zur Gewebeinvasion

und die Bildung von Metastasen [6].

Fiir die Zelle sind Verdnderungen an der DNA jedoch nichts Ungewdhnliches, da sie téglich
einer Vielzahl von Schidigungen ausgesetzt ist. Sie kann daher aufgrund ihrer genetischen
Ausstattung auf verschiedenste Weise auf eine Verdnderung der DNA reagieren. Zunédchst wird
der Zellzyklus unterbrochen. Geeignete Enzyme kdnnen nun den DNA-Schaden erkennen. Die
Zelle besitzt passende Mechanismen, die den Schaden entweder direkt reparieren, die Base oder
das gesamte Nukleotid ausschneiden, den DNA-Strang homolog rekombinieren oder durch den
so genannten ,,Mismatch Repair, den Versatz von DNA-Basen erkennen und autheben [7].
Kann die Zelle den Schaden so nicht reparieren, kann durch geeignete Signale der Zelltod ein-
geleitet werden. Da alle diese Reparaturwerkzeuge durch den genetischen Code vorgegeben
sind, kann eine DNA-Schidigung diese Mechanismen auBler Kraft setzen und der Tumorzelle zu

einem Wachstumsvorteil verhelfen.
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1.2 Krebserkrankungen der Speiseréhre

Hauptaufgabe der Speiserdhre (Osophagus) ist der Transport des Nahrungsbreis aus dem Mund-
und Rachenraum in den Magen. Dabei wird durch den oberen Osophagussphinkter der Riicktritt
des Nahrungsbreis und durch den unteren Osophagussphinkter das RiickflieBen von saurem
Magensaft (Reflux) verhindert. Der Osophagus stellt einen ca. 40 cm langen Muskelschlauch
dar (Abbildung 1-8), der im oberen Drittel aus ldngsgestreifter, im unteren aus quergestreifter
und dazwischen aus Ubergangsmuskulatur besteht. Nach auBen ist die Muskulatur von Binde-
gewebe umgeben, nach innen folgen eine submucosale und eine mucosale Schicht, die tiber

mucin-ausscheidende Driisen den Nahrungstransport erleichtert.

Insgesamt muss der Nahrungsbrei drei Engstellen im Osophagus iiberwinden; die erste bereits
im Kehlkopf am oberen Sphinkter, die zweite an der Luftréhrengabelung und die dritte am

Zwerchfelldurchtritt am gastrodsophagealen Ubergang.

15cm

Rachenmuskel
Hals
18 cm A~
Oberer
Brustkorb
24cm
Mittlerer Carina trachea
Brustkorb
' 32cm

Unterer Brustkorb/

+——— Zwerchfell
Bauchraum

40 cm gastro-0sophagealer
Ubergang

Abbildung 1-8:  Schematische Darstellung der Anatomie des Osophagus [8]

Das Osophaguskarzinom ist eine seltene Erkrankungsform, die in Miinchen 2005 mit einer
altersstandardisierten Inzidenzrate von 13,9 und 2,7 je 100 000 Mannern bzw. Frauen auftritt
[9]. Bei den Krebserkrankungen der Speiserohre gibt es zwei Hauptformen, das Plattenepithel-
karzinom (Esophageal Squamous Cell Carcinoma, ESCC) und das Adenokarzinom (Esophageal
Adenocarcinoma, EAC), die sich in ihrem pathologischen und histologischen Bild deutlich
unterscheiden. Beide werden im Folgenden nidher erldutert, wobei das Hauptaugenmerk auf das

Adenokarzinom gelegt werden soll.
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1.2.1 Plattenepithelkarzinom

Weltweit zdhlen 90% aller Osophaguskarzinome zum Plattenepithelkarzinom. Dabei gibt es
eine hohe geographische Varianz. Gebiete mit einer auflergewohnlich hohen Héufigkeit liegen
in bestimmten Regionen Chinas, Irans, Siidafrikas und Stidamerikas [5,10]. Im Gegensatz dazu
tritt in den USA das Adenokarzinom héufiger auf. Weltweit ist das ESCC der sechshiufigste
Krebs mit einer der hchsten Sterberaten; die mittlere Fiinf-Jahres-Uberlebensrate betriigt ca.
5% [10].

Die grofle Uneinheitlichkeit im Auftreten des ESCC weltweit legt den Einfluss einer dufleren
Belastung aus der Umwelt nahe. Die Regionen mit einer hohen Hiufigkeit liegen meist in
Entwicklungsldndern. Allen gemeinsam scheint eine stirkehaltige Erndhrung mit wenig
frischem Obst und Gemiise, in Verbindung mit der hohen Temperatur der aufgenommenen
Lebensmittel. In den Industrieldndern tritt das ESCC hauptséchlich in unteren sozialen Schich-

ten auf [11].

Tabelle 1-1 fasst die Hauptrisikofaktoren fiir das Plattenepithelkarzinom der Speiserdohre zusam-
men. Grofiter Risikofaktor fiir das ESCC ist in den Industrieldndern das Rauchen. Verglichen
mit Nichtrauchern haben Raucher hier ein nahezu zehnfach hoheres Risiko an diesem Speise-
rohrenkrebs zu erkranken [12]. Zusétzlich kann der regelmiBige Konsum alkoholischer Getrén-
ke das relative Risiko bis iiber das hundertfache steigern [13,14]. Auch der Konsum von Alko-
hol alleine erhoht bei Nichtrauchern das Risiko fiir das Auftreten des ESCC. Erst nach zwanzig
Jahren Abstinenz gleicht sich das Risiko wieder dem Niveau von Nichttrinkern an [15]. Die

Leberzirrhose ist eine hdufige Begleiterkrankung bei Plattenepithelkarzinom-Patienten [16].

So verwundert es nicht, dass weltweit Manner mehr betroffen sind als Frauen. In den USA zeigt
sich ein ethnischer Hintergrund mit hohem Risiko vor allem bei afroamerikanischen Ménnern.
Die geschlechtsbezogene Abhidngigkeit tritt in den Hochrisikoregionen der dritten Welt nicht
auf. Hier miissen andere, bis heute nicht aufgekliarte Besonderheiten in der Erndhrung und der

Umweltbelastung vorliegen.

Das Plattenepithelkarzinom tritt meistens im mittleren bis unteren Teil der Speiserdhre auf. Es
entsteht durch eine Akkumulation atypischer Zellen im normalen Epithelgewebe der Speise-
rohre. Das Gewebe durchlduft dabei die Reihe von geringgradiger zu hohergradiger Dysplasie,

zum Carcinoma in situ bis zum invasiven und metastasierenden Karzinom [17-19].
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Tabelle 1-1: Risikofaktoren fiir das Auftreten des Plattenepithelkarzinoms des Osophagus [11]

Alkohol
Tabakrauch

i Nitrosamine (eingelegtes Gemiise, Gegrilltes, Gepokeltes, usw.)
Emndhrungsfaktoren Mykotoxine (Fusarium, Alternaria, Geotrichum, Aspergillus)
Maneelerndhrun Vitamin A, C, E, Niacin, Riboflavin, Zink

& & Wenig frisches Obst und Gemiise

geringer sozialer Status

Umweltfaktoren schlechter Boden (Molybdin, Mangan, Zink)

Metallstaub (Beryllium, Chrom, Chromate)

Berufliche Faktoren Gummifabriken
Klempner
Papillomavirus

Mikroorganismen Pilzbefall
Bakterien

chronische Reizung

thermisch und mechanisch (scharfe und heifle Nahrung, Mate-
Tee, hastiges Essen)

Strahlentherapie

Sklerotherapie

genetische Faktoren

Tumoren des oberen
Verdauungstrakts

Magenresektion

weitere Krankheiten

Plummer-Vinson Syndrom
Sprue

Tylosis

Sklerodermie

1.2.2 Adenokarzinom

Im Gegensatz zum Plattenepithelkarzinom tritt das Adenokarzinom iiberwiegend im unteren

Drittel der Speiserdhre nahe dem unteren Osophagussphinkter am Ubergang zum Magen hin auf

[9].



10

1 Einleitung

1.2.2.1 Epidemiologie des Adenokarzinoms

In den letzten dreilig Jahren konnte eine starke Zunahme des Adenokarzinoms, vor allem in

westlichen Industrienationen festgestellt werden (Abbildung 1-9). Dabei tritt dieser Effekt vor

allem bei weilen Méannern auf [20-23]. Diese Zunahme ist stiarker als fiir jede andere Krebs-

form. Die erheblichen Unterschiede in der Verteilung der verschiedenen Tumorformen bei

unterschiedlichen ethnischen Gruppen wird in Tabelle 1-2 gezeigt.

-l USA

67 —AEngland
-¥-Italien

5] —@-Frankreich
-@- Saarland

Inzidenz pro 100 000 mé&nnlicher Weisser/Jahr

15% pro Jahr

30% pro Jahr

21% pro Jahr

11% pro Jahr
30% pro Jahr

0 T T
1970 1974 1978

1982 1986 1990

Jahr

1994

1998

Abbildung 1-9:  Zunahme des Osophagus-Adenokarzinoms in westlichen Industrielandern [22]

Tabelle 1-2: Prozentuale Verteilung nach histologischem Befund in Osophagusproben in den

USA, 2001 — 2005 [24]

Histologie Alle Kaukasier AA API AI/AN  Hispanic
Karzinome 99,1% 99,1 % 99,5% 99,3% 100,0% 99,0 %
Epidermis Karzinome® 37.9% 30,3 % 823% 71,6% 515% 43,5%
ESCC 37,8 % 30,2 % 822% T1,5% 51,5% 43,3%
EAC 55,5%  63,0% 119% 223% 382% 50,8 %
andere Karzinome 1,6 % 1,5% 14% 25% - -
Sarkome® 0,3 % 0,3 % — — — -
keine Angaben 0,6 % 0,6 % — — — —
Total 100,0 % 100,0 % 100,0 % 100,0 % 100,0 % 100,0 %
a: beinhaltet Plattenepithel-, Basal- und Ubergangszellkarzinome
b: beinhaltet Sarkome und andere Weichteiltumoren

A-A: Afroamerikaner

API:  Einwanderer aus dem asiatisch-pazifischen Raum

Al/AN amerikanische Ureinwohner und Ureinwohner Alaskas
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Das Adenokarzinom zeigt eine auffillige Zunahme und Spezifitit fiir das ménnliche Ge-
schlecht, dafiir gibt es bis heute keine befriedigende Erkldrung. In den meisten Untersuchungen
besteht ein Zusammenhang mit dem Rauchen [20,25,26], allerdings ist der Trend fiir andere
eindeutig vom Rauchen abhéngige Tumoren, z.B. fiir den Lungenkrebs, absolut gegensitzlich;
bei weilen Miannern der meisten westlichen Industrienationen hat die Inzidenz dieser Krebs-
formen seit Mitte der 1980er Jahre abgenommen. Deshalb wird fiir das Adenokarzinom vor
allem ein Einfluss der Rauchinhaltsstoffe auf die frithen Phasen der Induktion der Krebser-
krankung diskutiert, zumal auch das Einstellen des Tabakkonsums nicht zu einer sofortigen
Risikoreduzierung fiihrt, wie dies bei Lungenkrebs oder beim ESCC der Fall ist [20]. Auch der
Zusammenhang mit dem Alkoholkonsum féllt als Ursache fiir die Entstehung eines Adeno-
karzinoms bei weitem nicht so stark ins Gewicht wie beim ESCC [27]. Der auffilligste Unter-
schied zum ESCC ist das Korpergewicht vor Eintreten der klinischen Symptomatik. Wéhrend
Patienten mit ESCC héufig normal bis untergewichtig sind, stellt fiir das Adenokarzinom das
Ubergewicht einen erheblichen Risikofaktor dar [28]. In Zusammenhang damit steht der
Einfluss von fettreicher Erndhrung mit geringem Anteil an ungesittigten Fettsduren und
Ballaststoffen [29]. Daher treten Herz-Kreislauf-Erkrankungen als hiufige Begleiterkrankungen

beim Adenokarzinom auf.

H. Pylory

Medikamente UOS
Ubergewicht
Selen

Fett-Aufnahme

Ballaststoffe

Dysplasie
Antioxidantien
Barrett

Obstund Gemise

0 kein Einfluss

5 : Einfluss diskutiert
1 : geringer Einfluss
2 : maiger Einfluss
3 starker Einfluss

Abbildung 1-10: Protektive und Risikofaktoren fir die Entstehung eines Adenokarzinoms der
Speiserohre [20] (H. pylory: Helicobacter pylory, UOS: unterer Osophagus-
sphinkter, GERD: Gastrodsophageale-Refluxkrankheit)
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Der Hauptrisikofaktor fiir die Entstehung des Adenokarzinoms ist in der Gastrodsophagealen-
Refluxkrankheit (Gastroesophageal Reflux Disease, GERD) zu sehen, aus dem sich gehduft ein
Barrett-Osophagus entwickelt. Auf diese beiden soll im Weiteren genauer eingegangen werden.
Auf Grund der geringen Uberlebensraten wird eine stindige endoskopische Uberwachung durch

Biopsien der Speiserdhrenschleimhaut empfohlen [30].

Abbildung 1-10 zeigt eine Ubersicht iiber die wichtigsten Schutzmechanismen und Risiko-

faktoren.

1.2.2.2 Gastrodsophageale Refluxkrankheit und Barrett-Osophagus

Der Riickfluss von saurem Mageninhalt (Reflux) in die Speiseréhre kommt in der allgemeinen
Bevdlkerung recht hdufig vor. Meist duBert er sich durch einen brennenden Schmerz, dem Sod-
brennen (im Englischen: Heartburn) und fiihrt in der Regel nicht weiter zu Komplikationen. In
Europa und den USA leiden jedoch ca. 20 bis 40% an GERD, d.h. dem chronischen und
haufigen Auftreten von Reflux. Dies fiihrt beim betroffenen Patienten zu einem Verlust der nor-
malen Osophagusfunktionen, einer Anderung der Morphologie und damit zu einer erheblichen

Beeintrachtigung der Lebensqualitét [31].

Der Magensaft beinhaltet Sdure und proteolytische Enzyme, wie Pepsin und Trypsin. Diese
konnen zum Auflosen des epithelialen Zellverbandes und damit zur Entziindung des Gewebes
(Osophagitis) fiithren. Aber es kommt auch zum Riickfluss von Galle und Bauchspeichel-
driisensekret. Diese Stoffe greifen ebenfalls das Epithelgewebe an, konnen zu erheblichen
Schiaden an den Zellmembranen fiihren und die Zelladhésion stéren [32]. Dabei fiihrt eine
langere Exposition mit einem groferen Volumen an Magensaft zu einer groBeren Belastung.
Durch die erhebliche Schidigung des Zellverbandes des Epithelgewebes wird es kanzerogenen
Stoffen erleichtert in tiefere Schichten vorzudringen. Dadurch kann das Basalgewebe, also un-
differenzierte Zellen mit hohem Proliferationspotenzial, beeinflusst und die ersten Schritte hin

zur Kanzerogenese induziert werden.

Vor allem eine Schwichung des unteren Osophagussphinkters wird fiir die Hiufung des
Refluxes verantwortlich gemacht, dabei spielt Ubergewicht eine Rolle. Bei einer GroBzahl der
Patienten mit GERD tritt auch eine gleitende Hiatus Hernie auf, dabei wird der obere Teil des
Magens, bei Belastung durch Nahrungsaufnahme oder im Liegen, durch den Zwerchfelldurch-
bruch gedriickt. Somit wird der gastrodsophageale Ubergang nach oben verschoben, und der

Osophagussphinkter kann nicht mehr richtig arbeiten [33].

Durch chronische Belastung der Speiserohrenwand mit Magensdure und Gallensduren kann es
zur Umwandlung des normalen Plattenepithels in ein Zylinderepithel kommen. Dabei gliedert

die Paul-Chandrasoma-Klassifikation den mit Zylinderepithel ausgekleideten Osophagus
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(Columnar lined esophagus) in drei histologisch unterschiedliche Gewebearten: die kardiotypi-
sche Mucosa (Cardiac Mucosa), die kardiotypische Mucosa mit Parietalzellen (Oxyntocardiac
Mucosa) und den Barrett-Osophagus, einer Schleimhaut mit Becherzellen (Abbildung 1-11).
Durch den Einfluss des Refluxes auf das Epithelgewebe entsteht die Cardiac Mucosa, sie stellt
ein Mehrschichten-Epithel aus Basalzellen von Platten- und Zylinderepithel dar. Oberflachlich
sind auch schleimproduzierende Zellen sichtbar. Die Oxyntocardiac Mucosa gleicht der Magen-
schleimhaut und enthélt sdureproduzierende Driisenzellen (Parietalzellen). Die Barrett Mucosa

dhnelt eher dem Darmepithel, man spricht von einer intestinalen Metaplasie.

Plattenepithel Mucosa

Cardiac Mucosa

Mehrschichten-Epithel
Parietal-Zellen |7 / \ Becher-Zellen
‘,,genetischer Schalter* ‘ gt

Oxyntocardiac Mucosa Cardiac Mucosa mit
intestinaler Metaplasie

= Barrett-Osophagus

Abbildung 1-11: Bildung von Zylinderepithel durch Reflux mit Bildung von Oxyntocardiac
Mucosa oder intestinaler Metaplasie, dem Barrett-Osophagus [31]

Histologisch ist der Barrett-Osophagus am Vorkommen von Becherzellen zu erkennen, einem
schleimproduzierenden Zelltyp, der vor allem in der Dick- und Diinndarmwand auftritt. Durch
bisher unbekannte genetische Verdnderungen entstehen entweder der eine oder der andere
Epitheltyp, wobei nur der Barrett-Osophagus mit dem Auftreten von Becherzellen iiber die
Stufen der Dysplasie zum Adenokarzinom fiihren kann [31]. Dabei entwickelt sich bei ca. 10%
der Patienten mit GERD ein Barrett-Osophagus [34], generell betrigt dann die Wahrschein-

lichkeit von Barrett-Patienten ein Adenokarzinom zu entwickeln jahrlich ca. 0,5%. [35]
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1.2.2.3 Molekulargenetische Verdanderungen beim Adenokarzinom

Die Entstehung eines Adenokarzinoms iiber GERD und Barrett-Osophagus beinhaltet einen
mehrstufigen Prozess genetischer Instabilitdt. Die genetischen Verdnderungen umfassen Onko-
gene, Tumorsuppressorgene und Mismatch-Repair-Gene. Es kommt zur Uberexprimierung bzw.
Unterexprimierung von Faktoren, die den Zellzyklus steuern bzw. fiir den Selbstschutz der Zelle
verantwortlich sind [36]. Abbildung 1-12 zeigt in der Ubersicht einige dieser Faktoren und

deren komplexes Zusammenspiel.

Jv Mitochondrium <“— Bcl2

Bax

Cw_c\
ﬂ ‘\%NA Schaden Caspase 8

Caspase 9

L
Smad4 JQ /
Apoptose
CyclinD1  CyclnE
mE PCNA
Veranderung cdk4 cdk4
/' der Gen- \
Integrin

TGF[j qu

eXpl’eSSlOn
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Abbildung 1-12: Schematische Darstellung der Beziehung einzelner molekularer Faktoren von

prognostischer Bedeutung bei Patienten mit EAC [36]

(Akt: Proteinkinasen, APC: Adenomatosis Polyposis Coli, Bad: Bcl-2 associated
death factor, Bax: Bcl associated X protein, Bcl-2: B-cell lymphoma 2, Cdk2/Cdk4:
Cyclin-dependent kinases 2/4, COX-2: Cyclooxygenase 2, Cyt C: Cytochrom C, EGF:
Epidermal Growth Factor, EGFR: EGF-Rezeptor, MMP: Matrix Metalloproteinase,
NF-xB: Nuclear Factor «B, p16/p21/p53: Proteine, PCNA: Proliferating Cell Nu-
clear Antigen, Rb: Retinoblastoma Protein, Smad4: Mother against decapentaplegic
homolog 4, TGFa/TGF#: Transforming Growth Factor o/, TGFfAR: TGFS-Rezep-
tor, VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF-R: VEGF-Rezeptor)
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Fiir die Entwicklung des Adenokarzinom wird kein einzelner auslosender Faktor als haupt-
verantwortlich betrachtet, vielmehr spielt eine Vielzahl von Faktoren zusammen. Im Folgenden

sollen einige ausgewéhlte Faktoren ndher erldutert werden.

P53 stellt einen wichtigen Faktor fiir die Bewahrung der genomischen Integritit dar. Durch eine
Schiadigung der DNA kommt es zur erhdhten p53-Ausschiittung. Der normale Zellzyklus wird
unterbrochen, um eine DNA-Reparatur zu erméglichen. Kann der Schaden nicht repariert
werden wird p53 weiter exprimiert und dadurch Apoptose induziert. Mutationen am p53-Gen,
die diesen Mechanismus auller Kraft setzen, kommen in fast allen humanen Krebsarten vor [37]
und das Adenokarzinom des Osophagus bildet hier keine Ausnahme. 75-80% aller Patienten mit
EAC weisen eine Mutation dieses Tumorsupressorgens auf, dabei scheint es eine der frithen
genetischen Verinderungen zu sein; 14% aller Patienten mit einem Barrett-Osophagus, 42% mit
einer geringgradigen und 79% mit einer hochgradigen Dysplasie zeigen ebenfalls diese Verén-

derung [37].

Die gestorte Regulation des Zellzyklus wahrend der Entwicklung einer Dysplasie hdngt auch
mit der gesteigerten Ausschiittung von Cyclin D1 zusammen. Bei Barrett-Patienten mit erhoh-

tem Cyclin D1 wurde ein gesteigertes Risiko fiir die Entstehung eines EAC festgestellt [38].

EGF und TGF-a haben im gesamten Gastrointestinaltrakt einen stimulierenden Effekt auf das
Wachstum der Epithelzellen durch Bindung an den entsprechenden Rezeptor. Die Uberexpres-
sion dieser beiden Faktoren fordert die Proliferation der Tumorzellen. Es konnte gezeigt

werden, dass bei EAC Patienten die Expression dieser Faktoren erhoht war [39].

Das COX-2 Enzym wird in gesundem Gewebe kaum exprimiert, seine Aktivitdt wird erst durch
den Einfluss von Cytokinen oder Endotoxinen induziert. Die COX-2 unterstiitzt die Bildung von
Prostaglandinen aus Arachidonséure, die unter anderem normale zum Zelltod fithrende Prozesse
unterbrechen [40]. Die COX-2 Aktivitit ist im Barrett-Osophagus erhdht, und scheint durch den
Einfluss von Magensdure und Gallensiure gesteigert zu werden. Eine COX-2-Uberexpression
im Epithel zeigen 75% aller Patienten mit ausgepriigtem Barrett-Osophagus, 83% der Patienten

mit geringgradiger Dysplasie und alle Patienten mit hochgradiger Dysplasie oder EAC [41].

Stickstoffoxid (NO) ist ein Entziindungsmediator, besitzt aber auch mutagene Eigenschaften.
NO wird durch Oxidation von L-Arginin gebildet, welche durch die induzierbare Stickstoft-
oxid-Synthetase (iNOS) katalysiert wird. Durch Reaktion mit NO werden reaktive Sauerstoft-
und Stickstoffspezies gebildet, die dann zu Mutationen, vor allem im p53-Gen fiihren koénnen.
Eine erhohte iNOS-Aktivitdit wurde bei 30% der GERD-Patienten, bei 48% der Barrett-
Patienten und 63% der EAC-Patienten gefunden [42]. Der komplexe Einfluss nitrosierender
Verbindungen auf die Entstehung des Adenokarzinoms wird im folgenden Kapitel noch

ausfiihrlicher besprochen.
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1.2.2.4 Einfluss Reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffspezies

Reaktive Sauerstoff- (ROS) und reaktive Stickstoffspezies (RNS) dienen im Kdrper dem Abfan-
gen von schédlichen Stoffen, da beide Verbindungsklassen eine hohe Reaktivitit aufweisen.
Von ,,oxidativen Stress® spricht man, wenn das Gleichgewicht zwischen der Bildung von

ROS/RNS und der Entgiftung gestort ist, d.h. die reaktiven Spezies im Uberschuss vorliegen.

ROS werden vor allem durch enzymatische Prozesse an der Mitochondrienmembran aus
Triplet-Sauerstoff gebildet. Eine zentrale Rolle nimmt dabei das Superoxid-Anion-Radikal (O;,")
ein; durch Dismutasen entsteht Wasserstoffperoxid (H,0O,), das im Weiteren durch Elektronen-

transfer zum Hydroxylradikal (HO') umgewandelt werden kann [43].

RNS konnen entweder durch die oben beschriebene Stickstoffoxid-Synthetase entstehen oder
aber durch Nitrat (NO5’), das vor allem mit der Nahrung aufgenommen wird. Die Mikroflora der
Mundhohle kann 5% bis 90% des Nitrats zu Nitrit (NO;") reduzieren. Im sauren Milieu am
Ubergang zwischen Speiserdhre und Magen entsteht dann aus Nitrit Salpetrige Siure (HNO,)
und weitere nitrosierende Verbindungen (N,Os;, NO*, NOSCN). Diese kénnen mit sekundiren
Aminen zu Nitrosaminen reagieren. Die aktiv in den Magen sezernierte Ascorbinséure kann die
nitrosierenden Verbindungen weiter zu Stickstoffoxid (NO) reduzieren. Das NO kann durch die
Zellmembran diffundieren und dort mit Sauerstoff ebenfalls nitrosierende Spezies bilden [44]

(Abbildung 1-13).

Speiseréhren-Lumen Epithel Epithel Zytosol
Zellmembran

- Speichel Nitrit (NO,) -
G-0 ‘
Ubergang H

|«

- HNQ, =--==r=snsn-

N,O,, NO* und NOSCN

mit
Ascorbin-
saure

ohne
Ascorbin-
saure

Sekundare
Amine

NO

N,O, —> N-Nitrosamine

Sekundare
Amine

N-Nitrosamine

Abbildung 1-13: Vereinfachte Ubersicht der chemischen Reaktionen im sauren Milieu des
gastrodsophagealen Ubergangs mit Nitrit aus dem Speichel [44]
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Die reaktiven Spezies konnen entweder direkt mit Biomolekiilen wie Proteinen und DNA
reagieren oder durch Oxidation der ungeséttigten Fettsduren in der Lipid-Doppelmembranen

deren Struktur schiadigen [43].

Barrett-Patienten leiden hdufig unter Reflux, bei dem der pH-Wert in der Speiserdhre bis unter 2
fallen kann. In vitro Versuche an Osophaguszellen zeigen, dass bei einem pH-Wert von 2 ver-
mehrt ROS gebildet werden [45,46]. Durch oxidativen Stress kommt es in der Barrett-Mucosa
zu erhohter Schiadigung der DNA [47], insbesondere zu einem starken Anstieg des 8-Hydroxy-
Desoxyguanins [46]. Zuséatzlich konnen Gallensduren beim duodenalen Reflux die Entstehung
von ROS erhéhen [48,49]. Dies zeigt sich auch im Modell des experimentell erzeugten Duode-
nalreflux an Ratten, in dem durch Nitrosierung von Glyko- und Taurocholsidure neue endogene

DNA-Addukte entdeckt wurden [50].

1.3 Nitrosamine

Die Stoffklasse der Nitrosamine umfasst Verbindungen, deren charakteristisches Strukturmerk-
mal die Gruppierung N-NO ist, die zwei organische Molekiilreste verbindet. Ihre Bedeutung als
Schadstoffgruppe liegt in erster Linie in der eindeutig krebserregenden Wirkung der meisten

Vertreter.

1.3.1 Exogene und endogene Bildung

Wie bereits weiter oben erldutert, entstehen Nitrosamine aus der Reaktion sekundirer Amine
mit salpetriger Sdure. Sie kdnnen auch aus primiren Aminen, Diaminen und tertiiren Aminen
gebildet werden. Nitrosamine konnten in einer Vielzahl von Lebensmitteln vor allem tierischer
Herkunft nachgewiesen werden (Tabelle 1-3). Wichtigste Vertreter aus der Klasse der Nitros-
amine sind hier das Dimethylnitrosamin und das Nitrosopyrrolidin. Bei Fleischwaren wurde ge-

zeigt, dass der Bratvorgang den Gehalt an Nitrosaminen noch steigern kann [51].

Aber auch im Korper werden Nitrosamine gebildet, z.B. wie oben beschrieben im sauren Milieu
des gastrodsophagealen Uberganges. Ein Hauptfaktor ist dabei die aufgenommene Menge an
Nitrat. Vor allem Pflanzen kdnnen eine beachtliche Menge (4000 mg/kg Frischgewicht) Nitrat
enthalten. Dabei hiangt der Nitratgehalt stark von Bodenbeschaffenheit, Licht und Diingung ab.
Weitere Quellen stellen tierische Lebensmittel und das Trinkwasser dar. Allerdings entsteht
Nitrat endogen auch {iber das von Arginin gebildete NO. NO wird zu N,O; oxidiert, reagiert mit
Wasser zu Nitrit und Hdmoglobin oxidiert dann das Nitrit zu Nitrat. Dieses Nitrat wird in den
Speichel sezerniert. Insgesamt wird im menschlichen Korper tdglich mit ca. 1 mg/kg Korper-

gewicht ebensoviel Nitrat gebildet, wie iiber die Nahrung aufgenommen wird [51].
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Tabelle 1-3: Gehalte verschiedener Nitrosamine in Lebensmitteln [51]

Lebensmittel Verbindung® Menge pg/kg
Frankfurter Wiirstchen NDMA 0-84
Fisch, roh NDMA 0-4
Fisch, gerduchert und mit Nitrit oder Nitrat behandelt NDMA 4-26
Fisch gebacken NDMA 1-9
Kése (Danish Blue, Gouda, Tilsiter, Ziegenmilchkése) NDMA 1-4
Salami NDMA 10-80
Schinkenspeck, Rauchfleisch NDMA 1-60
NPIP 4-176

Pfefferschinken, roh und gebraten
NPYR 1-78

# NDMA: N-Nitrosodimethylamin, NPIP: N-Nitrosopiperidin, NPYR: N-Nitrosopyrrolidin.

1.3.2 Tabakspezifische Nitrosamine

Die tabakspezifischen Nitrosamine (TSNA) entstehen wihrend der Tabakverarbeitung aus
Tabakalkaloiden und sind deshalb sowohl in unverbranntem Tabak als auch im Tabakrauch
vorhanden. Haupttabakalkaloid ist das Nicotin, es liegt im unverbrannten Tabak, je nach Sorte,
mit 5 bis 180 mg/g vor. Durch oxidative Spaltung der Kohlenstoff-Stickstoft-Bindung entsteht
aus dem tertidren Amin Nicotin das Nitrosaminoketon 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-
butanon (NNK) und ein Aldehyd, das 4-(Methylnitrosamino)-4-(3-pyridyl)-1-butanal (NNA).
Nach Abspaltung der Methylgruppe des Nicotins entsteht N'-Nitrosonornicotin (NNN) [52].

Aus weiteren Alkaloiden, die in geringeren Mengen im Tabak vorkommen, wie Nornicotin,
Cotininsdure, Anabasin und Anatabin, die sekundire Amine sind, entstehen NNN, 4-(Methyl-
nitrosamino)-4-(3-pyridyl)-butansidure (iso-NNAC), N'-Nitrosoanatabin (NAT) und N'-Nitroso-
anabasin (NAB) (Abbildung 1-14). Durch Reduktion der Aldehyd- bzw. Ketonfunktion ent-
stehen 4-(Methylnitrosamino)-4(3-pyridyl)-1-butanol (iso-NNAL) und 4-(Methylnitrosamino)-
1-(3-pyridyl)-1-butanol (NNAL) [53].

Bis auf das NNA konnten alle Nitrosamine sowohl im unverbrannten Tabak, als auch im Haupt-
strom- und Nebenstromrauch nachgewiesen werden (Tabelle 1-4). Komponenten des Haupt-

stromrauchs werden aktiv vom Raucher wéhrend des Zuges an der Zigarette aufgenommen,
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Nebenstromrauch bezeichnet den Rauch, der zwischen den einzelnen Ziigen entsteht. Die Belas-
tung der Raumluft (environmental tobacco smoke, ETS) stellt daher immer eine Mischung aus
Komponenten des Nebenstromrauchs und des ausgeatmeten Hauptstromrauchs dar. Unterschie-
de in der Zusammensetzung ergeben sich aus den unterschiedlichen Verbrennungstemperaturen
wihrend eines Zuges und in den Zugpausen. Die TSNA entstehen wihrend der unterschied-
lichen Trocknungs- und Fermentierungsprozesse des Rohtabaks, aber auch wéhrend der Ver-
brennung des Tabaks steigt die Nitrosaminbelastung des Rauches an. Und letztlich kommt es

zur Bildung der TSNA durch endogene Nitrosierungsprozesse im menschlichen Korper.
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- e -
W OH P CH, N7 H N H NG
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Abbildung 1-14: Bildung tabakspezifischer Nitrosamine aus Tabakalkaloiden [53]
(NNK: 4-(Methylnitrosamino)-1-(3 pyridyl)-1-butanon , NNN: N'-Nitrosonornicotin ,
NAT: N'-Nitrosoanatabin, NAB: N'-Nitrosoanabasin, iso-NNAC: 4-(Methylnitrosami-
no)-4-(3-pyridyl)-butansdure, NNA: 4-(Methylnitrosamino)-4-(3-pyridyl)-1-butanal,
iS0-NNAL: 4-(Methylnitrosamino)-4-(3-pyridyl)-1-butanol , NNAL: 4-(Methylnitros-
amino)-1 -(3-pyridyl)-1-butanol)

Tabelle 1-4: Konzentration tabakspezifischer Nitrosamine in Tabak, Zigarettenrauch und

Umgebungsluft [54,55]
NNN NNK NAB + NAT
Zigarettentabak [png/g] 0,3-5,3 0,1 -0,96 0,25-23
Hauptstromrauch [ng/Zigarette | 66 —490 17-180 100 — 740
Nebenstromrauch [ng/Zigarette ] 185 —-340 390 - 750 125 - 680
Umgebungsluft [pg/m’] 0,8-32°

% bei 0 bis 30 gerauchten Zigaretten.
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1.4 Myosmin

Myosmin ist ein Tabakalkaloid; das im Gegensatz zu den anderen Alkaloiden der Tabakpflanze
eine Imin-Bindung im Pyrrolidinring aufweist. Diese strukturelle Besonderheit fiihrt dazu, dass
in wiéssriger Losung unter Sdurezugabe der Iminring gedffnet wird (Abbildung 1-15), es bildet
sich eine primédre Amingruppe und in 1-Position eine Ketogruppe. Diese Keto-Imin-Tautomerie
ist pH-abhéngig, bei physiologischem pH (pH = 7,4) liegt das Gleichgewicht weit auf der linken

Seite, ca. 1% des Myosmins liegen in der offenkettigen Aminoketonform vor [56,57].

N N H,0 / HF ‘ N 0 TNH,
= =
N N

Abbildung 1-15: pH-abhangiges Hydrolysegleichgewicht von Myosmin in wassriger Ldsung
1.4.1 Myosmin im Tabakrauch

Myosmin hat nur einen geringen Anteil an der Alkaloidfraktion der Tabakpflanze. In einer luft-
getrockneten dunklen Tabaksorte hatte Myosmin einen Anteil von 0,2 bis 1,1% am Gesamtalka-
loidgehalt [58]. Je nach Tabaksorte und Herstellungsprozess kann der Myosmingehalt zwischen
9 und 28 pg/g liegen [59]. Myosmin entsteht in den Bléttern durch Metabolisierung von Nico-
tin. Dabei wird zunichst durch Demethylierung Nornicotin und durch weitere Dehydrogenie-
rung Myosmin gebildet, in weiteren Folgereaktionen wird Myosmin zur Nicotinséure abgebaut
(Abbildung 1-16) [60].

NS COOH
AN N AN
| — |
b =
N
Myosmin Nicotinséure

(+)-Nornicotin

Abbildung 1-16: Vereinfachte Darstellung der Bildung von Nornicotin und Myosmin aus
Nicotin im Blatt der Tabakpflanze

Im Hauptstromrauch von Zigaretten wurden Myosminkonzentrationen von 13 und 33 pg pro
Zigarette gemessen, im Nebenstromrauch 73 bis 224 pg pro Zigarette [61]. Myosmin belastet
die Luft von Rdumen, in denen hiufig geraucht wird, mit 0,04 bis 0,185 pg/m’ [62].
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1.4.2 Myosmin in Nahrungsmitteln

Myosmin wurde nicht nur in der Tabakpflanze sondern auch in anderen Pflanzen identifiziert.
In Papaya (Carica papaya) [63,64], im Nachtjasmin (Cestrum nocturnum) [65] und Duboisia
hopwoodii [66,67], einer Pflanze aus der Familie der Solonaceae, die vor allem in Australien
beheimatet ist, konnten Spuren von Myosmin nachgewiesen werden, allerdings immer in Ver-
bindung mit dem Auftreten von Nicotin. Erste Hinweise auf eine wesentlich weitere, von Nico-
tin unabhéngige Verbreitung ergaben Untersuchungen von Zwickenpflug et al. [68], die 0,2 bis
2,0 pg/g Myosmin in Erd- und Haselniissen nachweisen konnten. Im Weiteren wurde Myosmin
in einer Fiille von weiteren pflanzlichen Nahrungsmitteln gefunden (Tabelle 1-5). Dabei zeigte
sich keine eindeutige Familien- oder Gattungsabhédngigkeit. Auch in Milchprodukten wurde

Myosmin in Konzentrationen bis iiber 6 ng/g nachgewiesen [68,69].

Tabelle 1-5:  Vorkommen von Myosmin in pflanzlichen Nahrungsmitteln und Milchprodukten

[68,69]
Myosmin nachgewiesen Myosmin nicht nachgewiesen
Konzentration
Pflanzenfamilie Quelle Pflanzenfamilie Quelle
[ng/g]

Haselgewéchse Korbbliitler
(Corylaceae) Haselnuss 0,7 (Compositae lig.) Blattsalat
Schmetterlingsbliitler Giénsefussgewéchse .
(Papilionaceae) Erdnuss 0,2-20 (Chenopodiaceae) Spinat
Nachtschattengewdchse  Kartoffel 2,41 —4,47 Kirbisgewéchse Gurke
(Solanaceae) Tomate 0,53 -0,66 (Scrophulariaceae)
Doldenbliltler Karotte 0,01 —0,03 Lauchgewdichse 7 el
(Apiaceae) (Liliaceae)
Sterkuh?ngewachse Kakao 0.68 — 0.85 W@lnrebengewachse Weintraube
(Sterculiaceae) (Vitaceae)
Rosengewichse Bananengewichse
(Rosaceae) Apfel L12-1,25 (Musaceae) Banane
Ananasgewichse Rautengewéchse Mandarine
(Bromeliaceae) Ananas 0,66 -0,72 (Rutaceace) Zitrone
Strahlengriffelgewéchse _
(Actinidiaceae) Kiwi L15-161
Sauergraser Hirse 0,41 -043
Siisseriser Weizen 0,37-0,51
(Cl}lrailina ) Reis 0,19 1,15

ceae Mais 0,48 — 1,60
Milchprodukte Milch 1,16-1,35

Sahne 5,93 - 6,26
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1.4.3 Toxikologische Eigenschaften von Myosmin

Allgemein existieren zur Toxizitdt von Myosmin bislang wenige Daten [70,71]. Es liegt nur
eine Studie zur LDsy von Myosmin an Ratten vor [72]. Bei oraler Gabe ist Myosmin mit einer
LDs, von 1875 mg/kg etwa zehnfach ,,weniger giftig” als Nicotin. Bei intraperitonealer Injek-
tion liegt der LDsp-Wert bei 190 mg/kg. Bei Myosmin stehen wie bei Nicotin Konvulsionen als
Vergiftungserscheinung im Vordergrund, die bei Myosmin etwas schwicher ausgepragt sind.

Bei Hamstern ergaben sich Hinweise auf eine schwache Storung der Fruchtbarkeit [73].

Im Ames-Test konnte keine mutagenen Eigenschaften fiir Myosmin nachgewiesen werden,
jedoch wurde die Induktion von DNA-Schéden im Testsystem Escherichia coli polA™/polA°
beobachtet [74]. In humanen Nasenschleimhautzellen und Lymphozyten zeigte Myosmin nach
in vitro Inkubation eine konzentrations- und zeitabhingige Schiadigung der DNA im Comet
Assay [75]. Dieser genotoxische Effekt konnte in humanen Osophagus-Adenokarzinomzell-
linien bestétigt und durch Inkubation in saurem Milieu oder durch Zugabe nitrosierender Sub-
stanzen gesteigert werden [76]. Zusitzlich ergaben sich Hinweise auf eine Hemmung der O°-
Alkylguanin-DNA-Alkyltransferase durch Myosmin. In humanen Lymphozyten wird auch die

Mutationsfrequenz im Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase-Gen durch Myosmin erhdht

[77].
o
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Abbildung 1-17: Metaboliten im Urin von Wistarratten nach oraler Gabe von Myosmin [78]

Untersuchungen zur Toxikokinetik von Myosmin an Ratten zeigten eine Anreicherung von
C-markiertem Myosmin in Driisengewebe, wie Trinen-, Speichel-, Geschlechtsdriisen, Leber,
Nierenrinde und Osophagus und im Melanin der Haut und der Netzhaut [79]. Die rasche

Elimination mit einer Halbwertszeit von ca. 1 Stunde wurde in einem weiteren Versuch zur
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Ausscheidung von Myosmin bestétigt [78]. Tritium-markiertes Myosmin wurde nach oraler
Gabe innerhalb von 24 h zu iiber 90% weitgehend im Urin ausgeschieden (Abbildung 1-17).
Mehr als 70% der Radioaktivitdt im Urin entfielen auf die beiden Hauptmetaboliten Ketoséure

(50-63%) und 3-Pyridylessigsdure (20-26%).

1.5 Biomonitoring

Biomarker stellen charakteristische KenngréB3en dar, die objektiv gemessen, als Indikator eines
normalen physiologischen Prozesses, eines pathologischen Prozesses oder einer medikamen-

tosen Behandlung dienen [80].

In der Arbeits- und Umweltmedizin dient das Biomonitoring der Abschidtzung der Belastung
des Menschen und des damit verbundenen Gesundheitsrisikos durch Chemikalien in der Um-
welt [81]. Unterschieden wird zwischen dem Marker der Dosis, des biochemischen Effekts und
des biologischen Effekts. Bei der Bestimmung einer internen Dosis eines Biomarkers werden
die Konzentrationen der schéddlichen Substanz bzw. ihrer Metaboliten in Korperfliissigkeiten,
wie Blut und Urin, gemessen. Im Gegensatz zum reinen Nachweis einer Chemikalie in der
Umwelt wird hier das Ausmall der Exposition des Stoffes bestimmt, unabhédngig von der

Aufnahme, ob oral, dermal oder inhalativ [81].

Das Biomonitoring des biochemischen Effektes umfasst erste Reaktionsprodukte der Chemika-
lien mit Biomolekiilen wie Proteinen, z.B. Himoglobin, und DNA. Dabei dienen Hdmoglobin-
Addukte als Surrogatmarker fiir DNA-Addukte. Mutagene Stoffe reagieren mit den nukleophi-
len Bereichen des Hadmoglobins, z.B. Sulfhydrylgruppen des Cysteins, Stickstoffgruppen des
Histidins oder dem N-terminalen Valin. Die reaktiven ultimalen Kanzerogene werden meist
nicht in den Erythrozyten gebildet, sondern in metabolisch kompetenten Zellen, und miissen erst
eine Zellmembran iiberwinden, bevor sie mit dem Biomolekiil reagieren konnen. Himoglobin-
Addukte sind chemisch stabil und unterliegen im Vergleich zu DNA-Addukten keinen Repara-
turmechanismen. Dies diirfte einer der Griinde dafiir sein, dass in einigen Studien keine
Korrelation zwischen Proteinaddukten und den DNA-Addukten im Ziclgewebe gezeigt werden

konnten [82,83].

Marker des biologischen Effekts dienen dann der Erfassung erster biologischer Effekte durch
den Einfluss chemischer Substanzen wie Schwesterchromatidaustauschraten, Micronuclei oder

Enzym-Aktivitdten [81].

Das Biomonitoring umfasst eine Vielzahl unterschiedlichster Matrices und Substanzen. Daher
liegt auch eine Vielzahl analytischer Methoden zur Erfassung der Biomarker vor. Im Folgenden
soll hier nur kurz auf wichtige Methoden zur Bestimmung von DNA-Schiden eingegangen

werden, die fiir die vorliegende Arbeit von Bedeutung sind.
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1.5.1 Messmethoden
1.5.1.1 **P-Postlabeling

Diese Methode dient dem semi-quantitativen Nachweis von DNA-Addukten in Geweben.
Zunichst wird die DNA extrahiert und dann enzymatisch zu den entsprechenden Desoxyribo-
nukleotid-3'-Monophosphaten verdaut. Das Hydrolysat wird mittels T4 Polynukleotidkinasen
und radioaktivem [y-’P]JATP entweder direkt oder nach chromatographischer Anreicherung
markiert, um die entsprechenden [5’-*’P]Desoxyribonukleotid-3',5'-bisphosphate zu erhalten.
Die **P-markierten DNA-Addukte werden anschlieBend chromatographisch iiber Diinnschicht-
platten oder Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) von den natiirlichen Nukleoti-
den getrennt und {iber Radioaktivititsmessung quantifiziert. Mit Hilfe des **P-Postlabelings
konnen komplexe Gemische von DNA-Addukten nachgewiesen werden. Die grofite Einschrén-
kung dieser Methode liegt darin, dass eine Qualifizierung und Charakterisierung der spezifi-
schen Addukte nur bedingt moglich ist [84]. Aber auch die reproduzierbare quantitative

Bestimmung bereitet gro3e Probleme [85].

1.5.1.2 Comet-Assay

Dieser Test weist die durch biologische, chemische oder physikalische Noxen hervorgerufene
DNA-Schéadigung in isolierten Zellen nach. Nach alkalischer Lyse der Zellen wird die DNA
elektrophoretisch aufgetrennt. Geschédigte DNA zeigt nach der Wanderung in der Elektropho-
rese anstelle eines Kreises ein Bild, das aufgrund des Aussehens als ,,Comet* bezeichnet wird.
Der Test kann praktisch an allen zu Einzelzellen separierbaren Geweben sowohl nach in vitro
wie auch in vivo Belastung mit den Priifsubstanzen durchgefiihrt werden und eignet sich fiir das
Biomonitoring als Effektmarker [86]. In seiner alkalischen Form weist der Comet-Assay Einzel-
und Doppelstrangbriiche nach. Einzelstrangbriiche werden schnell repariert, so dass sie kaum zu
letalen oder mutagenen Schéden fiihren. Bei der Exzisionsreparatur entstehen kleine DNA-Frag-
mente, diese bilden ebenfalls einen Teil des Schweifes. Als MaB fiir die Schadigung der DNA,
dient das Olive Tail Moment (OTM). Es berechnet sich aus dem Anteil der DNA im Schweif,
multipliziert mit der mittleren Wegstrecke der DNA. Zusitzliche Informationen lassen sich
durch den Einsatz von Reparaturenzymen gewinnen. Die DNA wird nach der Lyse auf dem Gel
mit l4sionsspezifischen Reparaturendonucleasen behandelt, die am Ort der Schddigung Strang-
briiche bilden. Durch die Behandlung mit Endonuclease III kdnnen beispielsweise oxidierte
Pyrimidine nachgewiesen werden. Die Behandlung mit Formamidopyrimidinglykosylase (FPG)
dient dem Nachweis von 8-Hydroxyguanin, das durch oxidativen Stress entsteht [86]. Die
Oxidation der Basen kann zu falschen Basenpaarungen und damit zu einer Verdnderung der

genetischen Information bzw. Mutationen flihren.
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1.5.1.3 Gaschromatographie/Massenspektrometrie (GC/MS)

Die Gaschromatographie ist ein in der allgemeinen Analytik hiufig verwendetes Verfahren zur
Trennung von fliichtigen Substanzen. Ein Gaschromatograph besteht aus einer Trigergasversor-
gung, einem Injektor, einer Trennsdule, einem Séulenofen und einem Detektor. Die Probe wird
in das Gerét injiziert und mit Hilfe eines inerten Tragergases (Stickstoff, Helium) auf die so
genannte Trennsdule aufgebracht. Die Sdule besteht aus einer langen Glas-Silica-Kapillare, die
mit einer hochviskosen, nichtfliichtigen Fliissigkeit, die als stationdre Phase dient, beschichtet
ist. Die Trennung des Substanzgemisches erfolgt zum einen {iber das unterschiedliche Adsorp-
tions- bzw. Losungsverhalten der einzelnen Komponenten an der stationdren Phase und zum

anderen iiber das unterschiedliche Siedeverhalten [87].

Die Stoffe werden dann zur eindeutigen Identifizierung, sowie zur Quantifizierung in ein Mas-
senspektrometer iiberfiihrt. Im Hochvakuum werden die Substanzen am Séiulenende in der
Ionenquelle durch Elektronenbeschuss ionisiert. Man unterscheidet zwischen Elektronen-
stofionisation (EI) und chemischer lonisation (CI). Bei der EI werden die Teilchen mit Elektro-
nen mit einer Energie von 70 eV beschossen, dadurch entstehen Radikal-Kationen. Im Weiteren
kommt es zu zahlreichen Bindungsbriichen, es entsteht ein substanzspezifisches Fragmentier-
ungsmuster. Bei der positiven CI werden die Substanzen nicht direkt ionisiert, sondern durch
Elektronenbeschuss eines zusétzlich eingeleiteten lonisationsgases (Methan, Ammoniak) ent-
stehen Kationen, die dann in weiteren Folgereaktionen die Substanzen ionisieren. In der nega-
tiven CI werden die Elektronen durch das Ionisationsgas abgebremst, es entstehen thermische

Ionen, die dann die Analyten ionisieren.

Die negative CI wird auch als Elektroneneinfang-Ionisation bezeichnet. Die CI ist schonender
als die EI, da weniger Fragmentierungsreaktionen auftreten und zahlt zu den weichen lonisa-
tionsarten [88]. Die so entstandenen geladenen Teilchen werden aus der Quelle heraus beschleu-
nigt und durch elektromagnetische Linsen wird der Ionenstrahl fokussiert. Im folgenden Mas-
senanalysator werden die Teilchen nach ihrem Masse-Ladungsverhéltnis (m/z) aufgetrennt und
dann in einer Detektionseinheit registriert, verstirkt und als elektrisches Signal an einen Com-

puter weitergegeben.

Von der Vielzahl an Massenanalysatoren sollen hier der Quadrupol und das Sektorfeld nidher
erldutert werden. Der Quadrupol besteht aus vier parallel im Quadrat angeordneten Metall-
stdben, von denen jeweils zwei kreuzweise miteinander verbunden sind. Legt man nun an den
jeweils zwei gegeniiberliegenden Stiben eine Wechselspannung an, so bilden sich abwechselnd
positive und negative Felder. Die Wechselspannung ist zusitzlich mit einer Gleichspannung
iiberlagert, die die Teilchen zur Mittelachse hin ablenkt. Durch geeignete Abstimmung der

Gleich- und Wechselspannung erreicht man, dass jeweils nur lonen einer Masse das Stabsystem
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durchfliegen kénnen [89]. Bei Sektorfeldgerdten werden die Ionen durch ein Magnetfeld abge-
lenkt. Die Teilchen beschreiben dabei eine Kreisbahn, wobei sich fiir jede Masse ein bestimmter

Bahnradius ergibt. Je nach Einstellung treffen nur die gewiinschten Teilchen auf den Detektor

[89].
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Abbildung 1-18: Prinzip der Stabilisotopen-Verdinnunganalyse im Vergleich zur konventio-
nellen Methode des internen Standards [90]

Zur quantitativen Bestimmung wird in der Spurenanalytik der Probe meist ein interner Standard
zugesetzt, der dhnliche physikalisch-chemische Eigenschaften wie die zu bestimmende Sub-
stanz besitzt. Um Fehler aufgrund unterschiedlichen Verhaltens bei der Probenvorbereitung,
Extraktion und Aufreinigung génzlich auszuschliefen, liegt es nahe, als internen Standard den
isotopenmarkierten Analyten zu verwenden (*H- oder '*C-markiert), da etwaige Verluste an
Analyten im selben Mafle den Standard betreffen. Das Verhéltnis Analyt zu Standard bleibt
iiber die gesamte Analyse hinweg gleich (Abbildung 1-18). Im Massenspektrometer kdnnen
dann Analyt und Standard getrennt werden. Bei genauer Kenntnis der eingesetzten Menge an

isotopomerem Standard kann der Gehalt an Analyten berechnet werden [90].

1.5.2 Belastung mit TSNA und Bildung von DNA-Addukten

Rauchen wird mit einer Reihe von Krankheiten in Verbindung gebracht, vor allem Erkrankung-
en der Atemwege, Herz-Kreislauferkrankungen und Krebs [91]. Daher besteht ein grof3es Inter-
esse daran, spezifische Marker zu finden, die helfen sollen sowohl die Belastung des einzelnen

Individuums mit Tabakrauchinhaltsstoffen, als auch das individuelle Krankheitsrisiko besser
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abschétzen zu konnen. Cotinin stellt einen der Hauptmetaboliten des Nicotins dar, es konnte im
Blut, Urin und Speichel nachgewiesen werden. Cotinin ist aufgrund seiner lingeren Halbwerts-
zeit (t;,=16h) im Vergleich zu Nicotin (t;,=2h) besser geeignet, das Ausmal} einer
Exposition mit Tabakrauch einzustufen. Raucher haben im Blutplasma durchschnittlich einen

100fach hoheren Cotininlevel als Nichtraucher [92,93].

Unter den kanzerogenen Inhaltsstoffen sind lediglich die TSNA tabakspezifisch, da die anderen
Substanzklassen, wie polyzyklische Kohlenwasserstoffe (PAH) oder aromatische Amine, auch
wiahrend der Verbrennung anderen organischen Materials entstehen [94]. Auf Grundlage von
experimentellen Daten an Versuchstieren und menschlichen Geweben wurden NNK und NNN
von der International Agency for Research on Cancer (IARC) als Human-Kanzerogene einge-
stuft [95]. Bei Ratte, Maus und Hamster fordert NNK die Bildung von Tumoren der Lunge, der
Leber, der Bauchspeicheldriise und der Nasenhdhle. NNN fiihrt dagegen zu Osophagustumoren,
aber auch zu Tumoren der Nasenhdhle [96]. Die mutagene Wirkung beider Nitrosamine tritt erst
nach metabolischer Aktivierung auf (Abbildung 1-19). Durch Reduktion der Carbonylgruppe
des NNK entsteht NNAL. Dieser Schritt stellt keine Entgiftung dar, da NNAL eine dhnliche
kanzerogene Wirkung wie die Ausgangssubstanz besitzt. Die Bildung von NNAL-Glucuroni-
den, sowohl an der Hydroxylgruppe als auch am Stickstoff des Pyridinrings (O- und N-Glucuro-
nide) fordert wesentlich die Ausscheidung tiber den Urin und kann als reiner Entgiftungsweg
bezeichnet werden. Die Glucuronidierung am Stickstoff des Pyridinrings ist ein weiterer Entgif-

tungsweg fiir NNK und NNN, der allerdings keine quantitative Bedeutung hat.

Die metabolische Aktivierung von NNK, NNN und NNAL erfolgt mittels Enzymen des Cyto-
chrom P450-Systems (Abbildung 1-19). Durch Hydroxylierung der zur Nitrosogruppe benach-
barten Kohlenstoffatome entstehen reaktive Zwischenstufen, die entweder mit Wasser abreagie-
ren oder kovalente Bindungen mit DNA und Proteinen eingehen. Die 4-Hydroxylierung am
Methylenkohlenstoff von NNK und NNAL fiihrt zur Abspaltung eines Methyl-Diazohydroxids,
welches dhnlich wie bei der metabolischen Aktivierung von Dimethylnitrosamin zur DNA-
Methylierung fiihrt. Nach 6-Hydroxylierung entstehen unter Formaldehydabspaltung ebenfalls
Diazohydroxide, die mit der DNA Pyridyloxobutyl-(POB-) und Pyridylhydroxybutyl-(PHB)-
Addukte bilden [97]. Bei NNN erfolgt nach heutigem Kenntnisstand nur die Hydroxylierung in
der 2'-Position des Pyrrolidinring zu metabolischer Aktivierung durch Bildung von POB-
Addukten [98]. Die Hydroxylierungen an anderen Positionen im Pyrrolidinring des NNN, im
Pyridinring von NNK und NNN, sowie die N-Oxidation im Pyridinring von NNK, NNAL und
NNN werden als Entgiftungsreaktionen gewertet.

Die in Abbildung 1-19 angegebenen DNA-Addukte konnten mittels LC-MS/MS in vitro und
teilweise auch in vivo nach Gabe hoher Dosen von NNN, NNK und NNAL nachgewiesen wer-

den [99]. Dabei zeigte sich, dass das Addukt mit den stérksten mutagenen Eigenschaften, das
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POB-Addukt an der O°-Position des Guanins [100], nur in sehr geringem MaB gebildet wird

[98,101]. Es wire natiirlich wiinschenswert die spezifischen DNA-Addukte auch beim Bio-

monitoring der TSNA-Belastung des Menschen zu erfassen. Die Analytik mit LC-MS/MS ist

dafiir allerdings noch nicht empfindlich genug.
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Abbildung 1-19: Metabolische Aktivierung der tabakspezifischen Nitrosamine NNK und NNN,

Bildung von NNAL-Glucuroniden, Methyl-, POB- und PHB-DNA-Addukten

[99]



1 Einleitung 29

Eine Alternative stellt die Bestimmung der Addukte nach hydrolytischer Abspaltung der POB-
Gruppe von Hamoglobin und DNA dar. Das freigesetzte HPB kann nach Derivatisierung hochst
empfindlich mit GC/MS nachgewiesen werden [83,102-106]. Dieser Nachweis hat gegeniiber
der Bestimmung von NNAL und seinen Glucuroniden im Urin den Vorteil, dass die metaboli-
sche Aktivierung der TSNA mit erfasst wird. Wegen der leichteren Zugénglichkeit und der
héheren Konzentrationen wurden zuerst HPB-freisetzende Hamoglobinaddukte bestimmt, die
man als Surrogatmarker der mutagenen Wirkung der TSNA bezeichnet, weil sie keine direkte
Auskunft tiber die gewebespezifische Aktivierung in Zielorganen der Kanzerogenese gibt. Der
Vergleich der Addukte bei Rauchern und Nichtrauchern ergab jedoch nur Unterschiede um das

Zwei- bis Dreifache (Abbildung 1-20), viel weniger als zu erwarten war.
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Abbildung 1-20: Hamoglobinaddukte tabakspezifischer Nitrosamine von Rauchern und Nicht-
rauchern aus New York [103], Munchen [107] und Homburg [108]

Kurze Zeit nach den ersten Bestimmungen der HPB-freisetzenden Himoglobinaddukte wurde
von der Arbeitsgruppe von Hecht die Bestimmung von NNAL und seinen Glucuroniden
(ENNAL) im Urin eingefiihrt [109]. In einer Vielzahl von Untersuchungen zeigten sich grof3e
Unterschiede zwischen Rauchern und Nichtrauchern, die meist iiber einen Faktor von 70 lagen
[110,111]. Im Gegensatz zu den Hamoglobinaddukten besteht eine hohe Korrelation mit den
Cotininkonzentrationen, der Menge an gerauchten Zigaretten und dem Ausmall der Passiv-

rauchbelastung.

Nach einer Optimierung der Analytik konnten auch HPB-freisetzende DNA-Addukte zuverlés-
sig gemessen werden [83]. Im peripheren Lungengewebe von Lungenkrebspatienten war die

Konzentration bei Rauchern gegeniiber Nichtrauchern um das 7fache erhdht, es bestand aber
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keine signifikante Korrelation mit den Hdmoglobinaddukten [83]. In verschiedenen Organen
akut Verstorbener ohne Krebserkrankung waren die Unterschied in den POB-DNA-Addukten,
zwischen Rauchern und Nichtrauchern minimal (Abbildung 1-21) [112]. Wie schon fiir Himo-
globin gezeigt, stellen deshalb die HPB-freisetzenden Addukte auch fiir die DNA potenzieller

Zielorgane der Kanzerogenese keine spezifischen Marker der Belastung mit TSNA dar.
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Abbildung 1-21: POB-DNA-Adduktlevel in Lunge, Osophagus und Cardia von Rauchern und
Nichtrauchern [112]

Aufgrund der strukturellen Verwandtschaft der einzelnen Nicotinoide wurde nach weiteren
Quellen fiir diese Addukte geforscht. Wegen seines Auftretens in einer Vielzahl von Nahrungs-
mitteln wurde Myosmin ins Auge gefasst. Es konnte gezeigt werden, dass unter nitrosierenden
Bedingungen aus Myosmin NNN entsteht [113]. Die Reaktion verlauft {iber Zwischenstufen,
die auch direkt zur Bildung von POB-Addukten fiihren kdnnen (Abbildung 1-22). Bei in vitro
Reaktion von radioaktiv markiertem Myosmin mit DNA zeigt sich eine deutliche pH-Wert
Abhéngigkeit. Bei einem pH-Wert von zwei lag nach acht Stunden 72% der Radioaktivitdt in
Form von HPB vor. Bei diesen Versuchen konnte unter nitrosierenden Bedingungen auch die
kovalente Bindung von Radioaktivitit des Myosmins an die DNA gezeigt werden [114]. Auch
die bereits bei der Toxikologie von Myosmin besprochene DNA-Schéddigung humaner Zellen

kann durch die Bildung von DNA-Addukten erklart werden [75-77].

Eine neuere Studie von Hecht et al [115] unterstiitzt die Bildung des POB-Diazohydroxids aus
Myosmin, doch wird hier nicht NNN als weiteres Produkt der Nitrosierung angegeben, sondern
3'-Oximinomyosmin (Abbildung 1-22). Allerdings haben diese Autoren die Nitrosierung von

Myosmin nur bei niedrigen pH-Werten von 1,5 und 3,57 untersucht.
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Abbildung 1-22: Nitrosierung von Myosmin und Bildung von DNA-Addukten

Bei der Untersuchung von Urinmetaboliten von Ratten, denen oral Myosmin verabreicht wurde,
wurden myosmin-spezifische Metaboliten (3'-Hydroxymyosmin) identifiziert, aber auch fiir
andere Nicotinoide typische Metaboliten konnten nachgewiesen werden [116]. Eine Reihe
dieser Metaboliten konnte hier nur iiber eine Oxidation der Imin-Struktur hergeleitet werden.
Das postulierte Reaktionsschema enthilt wiederum Zwischenstufen, die zur Bildung von POB-

Addukten fihren konnten.

1.5.3 Erfassung der Myosminbelastung des Menschen

Da Myosmin in einer Vielzahl von Lebensmitteln enthalten ist, sollte die Belastung des Men-
schen nahezu unabhéingig von dessen Exposition mit Tabakrauch sein. Maier et al. [117] konnte
erstmals in Muttermilch und Speichel eine Myosminbelastung nachweisen. Die Myosmin-
konzentration betrug bei Nichtraucherinnen (N = 17) in der Muttermilch 0,17 £ 0,12 ng/ml, ver-
glichen mit 0,30 + 0,19 ng/ml bei Passivraucherinnen (N = 5) und 1,34 ng/ml bei einer Raucher-
in. Im Speichel hatten 14 Nichtraucher 1,58 + 1,67 ng/ml, 2 Passivraucher 1,64 und 2,13 ng/ml
und 6 Raucher 1,87 £ 1,01 ng/ml. Zwar deuten diese Ergebnisse auf eine leichte Abhingigkeit
vom Rauchstatus hin, doch ist die Belastung von Nichtrauchern relativ hoch und der Unter-
schied zum Raucher sehr gering, verglichen mit der hohen Korrelation zwischen der Cotinin-

konzentration im Speichel und dem Rauchstatus.

Obwohl flir den Menschen noch keine Untersuchungen zur Kinetik von Myosmin vorliegen und

keine Angaben zur Halbwertszeit verfiigbar sind, kann in Analogie zu Nicotin von einer kurzen
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Halbwertszeit unter zwei Stunden ausgegangen werden. Deshalb wurde nach einem Marker
gesucht, der die Einschitzung der Myosminbelastung iiber einen lingeren Zeitraum erlaubt.
Studien zeigten die kumulative Einlagerung von Nicotin, Cotinin, NNN und NNAL im Keratin
des FuBnagels [118-120]. Dieser Methode folgend konnte Myosmin ebenfalls in FuBnégeln
nachgewiesen werden [121]. Die Fuflndgel von 10 Nichtrauchern waren mit 21 + 15 ng/g
belastet, bei 14 Rauchern fanden sich 66 £ 56 ng/g. Zwar waren diese Unterschiede signifikant,
aber im Vergleich zum Nicotin zu gering (132 £82 ng/g bei Nichtrauchern gegeniiber

1 971 £ 818 ng/g bei Rauchern).

1.6 Zielsetzung

In den westlichen Industrienationen stellt das Adenokarzinom des Osophagus eine Krebsart mit
der hochsten Inzidenzrate dar. Im Gegensatz zum Plattenepithelkarzinom gelten hier nicht
Rauchen und Alkoholkonsum als Risikofaktoren. Vielmehr erhohen der aus der Refluxkrankheit
resultierende Barrett-Osophagus und damit verbunden das Ubergewicht der Patienten das

Risiko an einem Adenokarzinom zu erkranken.

Das tabakspezifische Nitrosamin N'-Nitrosonornicotin (NNN) ist eines der wenigen Kanzeroge-
ne, das im Tierversuch Tumoren in der Speiserohre hervorruft. NNN wird im Koérper metabo-
lisch aktiviert. Ahnlich wie das tabakspezifische Nitrosamin 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyri-
dyl)-1-butanon (NNK) bildet NNN nach metabolischer Aktivierung instabile Zwischenstufen,
die zur Pyridyloxobutylierung von DNA fiihren. Unter saurer Hydrolyse spalten diese Addukte
4-Hydroxy-(3-pyridyl)-1-butanon (HPB) ab, das nach Derivatisierung mittels Gaschromato-
graphie/Massenspektrometrie nachgewiesen werden kann. Bei der Bestimmung der Addukte
hatte sich allerdings keine hinreichende Spezifitit fiir die Belastung mit Tabak bzw. Tabakrauch

ergeben.

Myosmin wurde lange Zeit als tabakspezifisches Alkaloid angesehen, es konnte aber ebenfalls
in einer Reihe von Grundnahrungs- und Genussmitteln nachgewiesen werden. In vitro konnte
gezeigt werden, dass Myosmin entweder zu NNN oder direkt zu einem instabilen Produkt
nitrosiert wird, das zur Pyridyloxobutylierung fiihrt. Auch die Bildung dieser Addukte durch

Peroxidierung des Myosmins wird diskutiert.

An Zelllinien des 6sophagealen Adenokarzinoms konnte der genotoxische Effekt von Myosmin
gezeigt werden, welcher pH-abhidngig war und durch die Zugabe nitrosierender Verbindungen

noch gesteigert werden konnte.

Ein Ziel der Arbeit war es HPB-freisetzende DNA-Addukte in Biopsien der unteren Speiserdhre

mittels GC/MS zu quantifizieren, dazu musste eine bestehende Methode an die Bedingungen
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des minimalen Ausgangsgewebes angepasst und entsprechend angeglichen werden, um den

Analyten noch reproduzierbar und hoch sensitiv bestimmen zu kdnnen.

Zusitzlich musste eine Methode zur Quantifizierung von Myosmin aus humanem Blutplasma

entwickelt und validiert werden.

Inwiefern die Myosminbelastung Einfluss auf die Entstehung eines Adenokarzinoms im
Osophagus nimmt, war ein weiteres Ziel der Arbeit. Dazu wurden Patienten des Klinikums
rechts der Isar wihrend einer endoskopischen Untersuchung zwei Biopsien der unteren
Speiserohre und eine Vollblutprobe entnommen. Die Biopsien wurden hinsichtlich des
Adduktlevels, die Blutprobe auf die Myosminkonzentration im Plasma untersucht. Zusétzlich
wurden die Patienten gebeten eine ausfiihrlichen Fragebogen zu Lebensumstinden, Ernéhr-
ungsgewohnheiten, Rauch- und Trinkverhalten, sowie zu Symptomen und Begleiterkrankungen
auszufiillen. Letztes Ziel war die statistische Auswertung aller Daten aus Fragebogen und
Analytik hinsichtlich deutlicher Signifikanzen und Korrelationen von Krankheitsstatus,
Erndhrung, Rauchen, Trinken und Symptome auf die HPB-Addukte und die Myosmin-

konzentration.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate

2.1.1 GC/MS-Geréte und Zubehor

Quellen-Modus:

Quellen-Modus:

System 1: Quadrupol

GC: Fisons Serie 8060 (Fisons Instruments, Manchester, UK)

Injektor: Split/Splitless-Injektor (splitless), Temperatur 220 °C

Trennséaule: DB-5ms, 30 m, ID 0,25 mm, Film 0,25 ym (J&W Scien-
tific, Folsom, USA)

Tréagergas: Saulenkopfdruck 80 kPa, Helium 5.0 (Linde technische
Gase GmbH, Hollriegelskreuth)

Temperaturverlauf: 50 °C, 1 min isotherm, 15 °C/min, 170 °C, 7,5 °C/min,
200 °C, 15 °C/min, 300 °C, 5 min isotherm

Kopplung: Transferline 220 °C

MS: TRIO 1000 Benchtop GC/MS, (Fisons Instruments)

EI', Temperatur 200 °C, Wolframfilament, Elektronen-
energie: 70 eV.

Software: MassLab" Version 1.3 (Fisons Instruments)
System 2: Sektorfeld

GC: Fisons Serie 8060 (Fisons Instruments)

Injektor: Split/Splitless-Injektor (splitless), Temperatur 270 °C

Trennsédule: Factor Four VF-17 ms, 30 m, ID 0,25 mm, Film 0,25 pm
(Varian, Darmstadt)

Tragergas: Saulenkopfdruck: 50 kPa, 0,9 ml/min, Helium 5.0 (Linde)

Temperaturverlauf: 50 °C, 2min isotherm, 20 °C/min, 180 °C, 10 °C/min,
250 °C, 20 °C/min, 300 °C, 8 min isotherm

Kopplung: Capline 1, Capline 2, Reentrant: Temperatur 250 °C

MS : Autospec M 299 Ultima (Fisons Instruments)

CI', Temperatur 115 °C; Rheniumfilament Low EV, Fila-
mentstrom: 1 pA, Elektronenenergie: 225 eV

Ionisationsgas: Ammoniak 3.8 (Linde)
Quellendruck: 4 —7,5x10° mbar
Software: Opus” Version 3.2 X (Fisons Instruments)
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2.1.2 Sonstige Gerate

UV/VIS-Analysator:

Destillationsanlage:
pH-Meter:
Uberkopfschiittler:

Magnetriihrer:
B-Counter:

Prizisionswaage:
Vortex-Riittler:
Zentrifugen:

Zeitmesser:

Trockenschrank:
Thermoriittler:

Festinstallierte Vakuumpumpe:

Stickstoff-Abblasvorrichtung:

2.2 Material

2.2.1 Festphasenextraktion

SPE-Séiulen:

SPE-Hahne:
Séulenadapter:
SPE-Vakuumkammer:

Plexiglasstinder fiir die Elution:

2.2.2 DNA-Extraktion

DNA-Kit

Shimadzu UV-265 FW (Shimadzu, Diisseldorf) mit Quarz-
kiivette (Hellma, Miilheim)

Nanophotometer mit LabelGuard-Kiivette (Implen, Miin-
chen)

Destamat (Heraeus-Kendro, Langensebold)
Digital pH-Meter (Knick GmbH, Berlin)
Labortechnik (Frobel, Lindau)

IKA, Combinag RCT (Jahnke & Kunkel, Staufen i. Breis-
gau)

TriCarb 2500 TR (Packard, Dreireich) mit WinSpectral
1414 (Perkin Elmer, Rodgau-Jiilich)

Cobos precision A-150-SX (Cobos, Spanien)
Heidolph Reax DR (Heidolph, Kelheim)

Hettich Zentrifugen Universal 16 R & Mikro 22 R (Het-
tich, Tuttlingen)

Model Nr. TR 118 (Oregon Scientific, Neu Isenburg)
Funktion Line (Heraeus-Kendro)

Thermomixer (Eppendorf, Hamburg)

VNC 1 (Vaccubrand, Wertheim)

Feinmechanikerwerkstatt  des

Miinchen

Walther-Straub-Instituts,

Strata-X-C Cation Mixed Polymer 60 mg/3 ml (Pheno-
menex; Aschaffenburg)

Luer Stopcocks (Varian)
Adapter caps 1, 3, 6 ml (Varian)
Vac-Elut, (Analytichem International, Harbor City, USA)

Feinmechanikerwerkstatt des Walther-Straub-Instituts

Invisorb Spin Tissue Midi Kit (Invitek, Berlin)
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Schraubgefille:
Wheaton-Gléser:

Einsitze fiir Wheaton-Gléser:
Einmalkaniilen:
Eppendorf-Cups:
Szinti-Vials:

Racks fiir Wheaton-Glaser:

Stander fiir Trockenvorgang:

2.2.4 Pipetten und Zubehor

GC-Spritze:

Laborpipetten:
(Direktverdranger)

Laborpipetten:
Glaspipetten:

pH-Indikatorpapier:

2.3 Chemikalien

25%ige Ammoniak-Losung
CH,Cl, (Dichlormethan)
D;-Cotinin

D,-HPB

Ds-Myosmin

Eisessig

HClgne

Heptacosa

Hexan

*H-Myosmin

Invisorb Spin Tissue Midi Kit

Kalberserum
Kostrolith
Methanol

NaOH Micropills

2.2.3 Einweggefalie und Zubehor

15 ml PP-Rohrchen (Sarstedt, Niimbrecht)

1,5 ml und 4,0 ml mit Schraubdeckel und Teflondichtung
(Chromatographiehandel Miiller, Miinchen)

Minivials 100 pl, (Chromatographiehandel Miiller)
Peha CHB (Braun, Melsungen)

Volumen 2 ml (Eppendorf, Hamburg)

20 ml (Packard, Dreireich)

Feinmechanikerwerkstatt des Walther-Straub-Instituts

Feinmechanikerwerkstatt des Walther-Straub-Instituts

Microliter Syringes 701N, 10 pl (Hamilton, Frankfurt)

Microman: 10 ul, 25 pl, 100 pl, 250 pl, 1000 ul (Gilson;
Bad Camberg)

Pipetman 200 pl, 1000 pl, 5000 ul (Gilson)

Pasteur Pipetten 150 mm, mit Pipettenhiitchen und Watte
(VWR, Darmstadt)

Neutralit pH 5,5-9 (Merck, Darmstadt)

reinst (Merck)

Suprasolv fiir (Merck)

Toronto-Research (Toronto, Kanada)
Toronto-Research

Toronto-Research

100% wasserfrei (Merck)

konz. Salzsdure (Merck)

Referenzgas FC43 (SMS GmbH, Bad Idstein)
Suprasolv fiir GC (Merck)

spez. Aktivitit 24 Ci/mmol in ethanolischer Losung (Hart-
mann Analytik, Braunschweig)

(Invitek GmbH) mit
> Lysis Buffer G > Proteinase K
> Binding Buffer T > Elution Buffer D

(Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

3 A Molsieb (CWK Chemiewerk, Bad K&stritz)
Suprasolv fiir GC (Merck)

Natriumhydroxid (Riedel-deHaén, Deisenhofen)
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Na,HPO,x2 H,0
PFBC

H;PO,

H;Oreinst

H,044
Szintillator

N(CHs); x HCI

Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat (Merck)
Pentafluorobenzoylchlorid (Fluka, Deisenhofen)
Phosphorsdure (Merck)

Reinstwasser, hauseigene Anlage (Millipore, Schwalbach)
Bidestilliertes Wasser Destamat (Heraeus)

Ultima Gold (Merck)

Trimethylaminhydrochlorid (Fluka)

2.3.1 Herstellung der Reagenzien

2.3.1.1 Bestimmung HPB-freisetzender DNA-Addukte

Proteinase K:

Wash Buffer:
1 mol/l Natronlauge:

4 mol/l Salzséaure:

Phosphat-Puffer:

0,1 mol/l TMA-L6sung:

Vormischung 1:

Vormischung 2:

HPB-Losung:

Gefdll mit 1,5 ml bidest. Wasser auffiillen und homogeni-
sieren.

Gefall mit 105 ml Ethanol (97%) auffiillen.
0,4 g NaOH werden in 10 ml bidest. Wasser gelost.

3,33 ml konz. HCl werden mit bidest. Wasser auf 10 ml
aufgefiillt.

0,89 g Na,HPO4x2 H,O werden in 10 ml bidest. Wasser
gelost (0,5 mol/l Na,HPO4). AnschlieSend wird mit Hilfe
von H3PO, der pH-Wert auf 7 bis 7,5 eingestellt.

0,3 g TMAXHCI werden in 20 ml bidest. Wasser geldst
und mit 5 ml 1 mol/l NaOH versetzt. Die Losung wird ge-
schiittelt und anschlieBend 10 min bei RT stehen gelassen.
Dann werden 20 ml abgenommen und mit 20 ml Hexan
extrahiert. Zum Trocknen wird die Losung auf Kostrolith
gegeben und bis zum Gebrauch bei RT aufbewahrt.

490 pul Dichlormethan werden mit 10 pul PFBC vermengt.

Ein Aquivalent der Vormischung 1 wird mit 50 Aquivalen-
ten der 0,1 mol/l TMA-L&sung gemischt.

10 mg HPB in 10 ml Hexan losen, je 1 ml in 1,5 ml Glés-
chen tiberfithren, eindampfen und bei -20 °C lagern (ent-
spricht jeweils 1 mg pro Gefal).

1 mg HPB/Gefall mit 100 ul Hexan 16sen, je 4 pl in 4 ml
Glaschen iiberflihren, eindampfen und bei -20 °C lagern
(entspricht jeweils 40 pug pro Gefal3).

40 ng HPB/Gefdl mit 2000 ul Hexan 16sen, je 10 pl in
4 ml Gléaschen {iberfithren, eindampfen und bei -20 °C
lagern (entspricht jeweils 200 ng pro GefaB3).

200 ng HPB/Gefdl mit 2000 ul Hexan losen, je 50 pl in
1,5 ml Gléschen iiberfiihren, eindampfen und bei -20 °C
lagern (entspricht jeweils 5 ng pro Gefal).

5 ng HPB/Gefdl mit 1000 ul Hexan 18sen, je 100 pl in
1,5 ml Gléschen iiberfiihren, eindampfen und bei -20 °C
lagern (entspricht jeweils 500 pg pro Gefal3).
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D4-HPB-Losung:

Interner Standard (groB):

Interner Standard (klein):

5Smg D4-HPB in 10 ml Hexan I6sen, je 1 ml in 1,5 ml
Gléaschen iiberfiithren, eindampfen und bei -20 °C lagern
(entspricht jeweils 500 pg pro Gefal).

500 pg D,-HPB/Gefall mit 100 ul Hexan 16sen, je 4 pl in
4 ml Gléschen iiberfithren, eindampfen und bei -20 °C
lagern (entspricht jeweils 20 ug pro Gefal).

20 pg D4-HPB/Gefdll mit 2000 pul Hexan 16sen, je 20 pl in
4 ml Gléschen iiberfithren, eindampfen und bei -20 °C
lagern (entspricht jeweils 200 ng pro GefaB3).

200 ng D4~-HPB/Gefdfl mit 2000 ul Hexan 16sen, je 50 pl in
1,5 ml Gléschen iiberfiihren, eindampfen und bei -20 °C
lagern (entspricht jeweils 5 ng pro Gefal3).

5 ng D,-HPB/Gefdll mit 1000 ul Hexan l6sen, je 100 pl in
1,5 ml Gléschen iiberfiihren, eindampfen und bei -20 °C
lagern (entspricht jeweils 500 pg pro Gefal3).

Bei Bedarf 5 ng D4-HPB pro Gefafl mit 1000 ul Dichlor-
methan 16sen (entspricht 5 pg/ul D4~-HPB).

Bei Bedarf 500 pg D4-HPB pro Gefall mit 100 ul Dichlor-
methan 16sen (entspricht 5 pg/ul D4-HPB).

2.3.1.2 Bestimmung der Cotinin- und Myosminkonzentration im Plasma

0,1 mol/l Essigséure:

1 mol/l HCI:

4 mol/l NaOH:

Elutionslosung:

D4-Myosmin-Losung:

D;-Cotinin-Losung:

Interner Standard:

555,56 pul Eisessig mit reinst Wasser zu 100 ml auffiillen.

8,33 ml konzentrierte Salzsdure mit reinst Wasser zu
100 ml auffiillen.

16 g Natriumhydroxid in 100 ml reinst Wasser 16sen.

4 ml 25%ige NH;-Losung mit 11,20 ml Methanol und
4,8 ml reinst Wasser mischen.

5mg Ds;-Myosmin im 100 ml Messkolben mit Dichlor-
methan auffiillen. Davon jeweils 200 pl aliquotieren, ein-
dampfen und bei -20 °C lagern (entspricht 10 ug/Gefal).

4,5 mg Ds;-Cotinin im 100 ml Messkolben mit Dichlor-
methan auffiillen. Aliquots von 2 ml dieser Losung im 4 ml
Schraubgefd3 zur Trockene einengen. Dann mit 1 ml Di-
chlormethan auffiillen, 100 pl entnehmen und mit 900 ul
Dichlormethan verdiinnen. Bis zum Gebrauch bei -20 °C
lagern (entspricht jeweils 9 ug/ml).

Ds,-Myosmin-Gefal (m =10 pg) mit 1000 ul Dichlor-
methan 16sen. 50 pl dieser Losung mit 150 pl D;-Cotinin-
Losung (¢ =9 pg/ml) und 800 pl Dichlormethan mischen
(entspricht 0,5 ng/ul  Ds,-Myosmin  und 1,35 ng/ul
D;-Cotinin).
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2.4 Methoden

2.4.1 Bestimmung HPB-freisetzender DNA-Addukte
2.4.1.1 Entnahme der Biopsien im Rahmen der Osophagus-Studie

In Zusammenarbeit mit der chirurgischen Abteilung unter Leitung von Prof. Dr. Stein der Uni-
versitit Salzburg wurde Herr Dr. Stadlhuber fiir die Entnahme von Gewebe- und Blutproben,
zur Erfassung der Fragebogen zu Rauch- und Erndhrungsgewohnheiten, sowie zur Bestimmung

des Krankheitsstatus (s. Anhang), nach Miinchen abgestellt.

Alle Patienten wurden am Morgen niichtern einbestellt. Zum Nachweis der Konzentrationen an
HPB-freisetzenden DNA-Addukten wurden den an der Studie teilnehmenden Patienten am Kli-
nikum rechts der Isar im Rahmen einer endoskopischen Untersuchung unter Narkose jeweils
zwei Biopsien genommen. Generell wurden die Proben in der unteren Region der Speiserdhre
am gastrodsophagealen Ubergang zum Magen entnommen, die erste Probe oberhalb der jewei-
ligen Lasion (im Weiteren als orale Probe bezeichnet), die andere unterhalb der Schadigung (im
Weiteren als aborale Probe bezeichnet). Bei Patienten der Kontrollgruppe, die also keine er-
sichtliche Gewebsstorung aufwiesen, lag die orale Probe 3 cm und die aborale Probe 1 ¢cm ober-
halb des gastrodsophagealen Uberganges. Die Biopsien wurden nach der Entnahme in ein 2 ml-
Cup iiberfiihrt und sofort bei -80 °C tief gefroren. Spitestens am Tag nach der Entnahme
wurden die Proben in einem geeigneten Kiihlcontainer in unser Institut iiberfithrt und bis zur
Analyse wiederum bei -80 °C gelagert. Zur Identifizierung wurden die Proben mit einer labor-

internen Nummer codiert.

2.4.1.2 Isolierung der DNA aus Gewebeproben

Zur Bestimmung der Feuchtgewichte der erhaltenen Proben wurden zunéchst die Gefille mit
dem darin enthaltenen Gewebe gewogen. Dann wurde die DNA extrahiert. Anschlieend die
Gefifle nochmals leer gewogen. Somit entspricht die Differenz aus dem Gewicht vor der

Extraktion und dem Leergewicht dem Gewicht der Mucosaprobe.

Die DNA-Extraktion erfolgte mit Hilfe eines DNA-Kits, die Aufarbeitung folgte dabei dem mit-
gelieferten Protokoll. Zur Lyse des Zellverbandes wurden 1,3 ml Lysis Buffer G und 52 pl der
vorbereiteten Proteinase K-Losung zugegeben. Die Verdauung erfolgte bei 52 °C im Thermo-
rittler bei 750 rpm fiir ca. 2,5 Stunden. Befanden sich nach dieser Zeit noch unverdaute
Gewebereste in der Probe, so setzte man die Lyse bis zur vollstindigen Verdauung fort. Noch
nicht zersetztes Material wurde bei 5000 U/min fiir 3 min abzentrifugiert. Den Uberstand iiber-
fiihrte man in neue Réhrchen und versetzte ihn mit 1 ml Binding Buffer T. Die Probe wurde gut

gemischt und mit dem Vortex-Riittler homogenisiert. Anschlieend wurde die Losung auf den
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so genannten Spin-Filter gegeben und fiir 1 min im Thermoriittler bei 52 °C inkubiert. Dabei
bindet die DNA an die non-chaotrope Membran des Filters. Der Uberstand wurde dann bei
4000 U/min fiir 10 min durch den Filter zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen und der
Filter auf ein neues Réhrchen gesetzt. Nach Zugabe von 3 ml Wash Buffer wurde fiir 5 min bei
4000 U/min zentrifugiert. Damit wird die DNA von eventuellen Verunreinigungen durch
Proteine und Kohlenhydrate gereinigt. Das Filtrat wurde wieder verworfen und der Wasch-

vorgang noch einmal wiederholt.

Der Filter wurde nun bei 45 °C im Trockenschrank getrocknet bis das Ethanol des Wash Buffers

vollstdndig verdampft war (ca. 15 min).

Zur Elution der gereinigten DNA von der Membran wurden 500 pl des auf 52 °C vorgewédrmten
Elution Buffer D aufgegeben, fiir 6 min bei 52 °C inkubiert und die DNA bei 5000 U/min fiir
5 min abzentrifugiert. Zur weiteren Aufarbeitung wurde das DNA-Eluat in 2 ml-Cups tiberfiihrt.

2.4.1.3 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentration der DNA wurde {iber deren Absorptionsmaximum bei 260 nm photometrisch
bestimmt. Zusétzlich wurden iiber die Absorptionen bei 230 und 280 nm mogliche Verunrei-

nigungen durch Kohlenhydrate und Proteine kontrolliert.

Hierbei wurde eine spezielle Messzelle verwendet. Hoch konzentrierte Proben fithren zu einer
Absorption >1, bei welcher kein lineares Verhiltnis zwischen Absorption und Konzentration
mehr besteht, es miisste also ,,verdinnt* werden. Stattdessen wird die Schichtdicke durch Auf-
setzen unterschiedlicher Deckel auf die Kiivette verdndert, um die benétigte Schichtdicke zu

erhalten.

Zur Messung wurde zundchst reines Wasser zum Nulllinienabgleich als ,,Blank® eingesetzt.
Dann wurden jeweils 4 ul des DNA-Extraktes auf die Messzelle der LabelGuard®-Kiivette ge-
geben, der Kiivettendeckel aufgesetzt und dann die Absorption bei 230, 260 und 280 nm gemes-

sen. Die DNA Konzentration errechnet sich dann nach folgender Formel:

C(DNA) :hx F (Formel 2-1)
20
Aseo: Absorption bei 260 nm
F: Verdiinnungsfaktor des jeweiligen Deckels
Dabei geht man davon aus, dass eine Losung mit 1 mg/ml eine Absorption von 20 aufweist.

Das Verhiltnis Ajyg/Asz und Asgo/Agp sollte > 2 sein, damit die Verunreinigungen die weitere

Analyse nicht storen.
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2.4.1.4 Hydrolyse und Aufreinigung

Die gereinigte DNA wurde nun mit 105 pl 4 mol/l HCI angeséuert. Zur spéteren Quantifizie-
rung wurde der Probe 10 pl der internen Standardldsung mit 5 pg D,-HPB/ul zugegeben. Die
Hydrolyse erfolgte nun bei 80 °C fiir drei Stunden im Trockenschrank.

Durch saure Hydrolyse wird die DNA nahezu komplett gespalten, so auch das zu untersuchende
Addukt. Dadurch wird HPB freigesetzt und liegt ungebunden und protoniert in wissriger Lo-

sung vor.

Zur weiteren Aufreinigung wurde das Hydrolysat mit 500 pl Dichlormethan versetzt, fiir 10 min
im Uberkopfschiittler extrahiert, zur besseren Phasentrennung fiir 3 min bei 5000 U/min zentri-
fugiert und die organische Phase verworfen. Das HPB verblieb in der wéssrigen Phase. Der Rei-
nigungsschritt wurde nochmals wiederholt. Durch Zugabe von ca. 410 ul 1 mol/l NaOH wurde
der pH-Wert der Probe auf 7,2 eingestellt, durch Zugabe von 100 pul Phosphat-Puffer das
System nochmals stabilisiert. Der pH-Wert wurde durch Aufgabe von 0,5 ul der Probe auf einen
Streifen Indikatorpapier iiberpriift, gegebenenfalls musste noch Natronlauge bzw. Salzsdure

zugegeben werden, um den pH-Wert auszugleichen.

Nun verbleibt das HPB nicht mehr in der wissrigen Phase, durch Zugabe von 300 pul Dichlor-
methan konnte der Analyt extrahiert werden. Dazu wurde wieder im Uberkopfschiittler fiir
10 min geschiittelt und fiir 3 min bei 5000 U/min zentrifugiert. Darauf wurde die untere orga-
nische Phase abgenommen und in ein 1,5 ml Gldschen tiberfiihrt. Der Extraktionsschritt wurde
anschlieend noch dreimal wiederholt, um eine mdglichst quantitative Ausbeute zu erreichen.
Die vereinigten organischen Phasen wurden dann in der Abblasvorrichtung unter konstantem

Stickstoffstrom zur Trockne eingeengt.

2.4.1.5 Derivatisierung

Im reinen Zustand ist HPB zur Quantifizierung mittels GC/MS nicht geeignet, da die Substanz
einen Siedepunkt von iiber 300 °C besitzt. Daher musste der Analyt geeignet derivatisiert
werden. Durch Umsetzung der Hydroxylgruppe mit einem Saurechlorid entsteht ein Ester, der
einen niedrigeren Siedepunkt als der Alkohol besitzt. Zur Erh6hung der Elektronendichte, und
damit zur leichteren negativchemischen lonisation, wurde das fiinffach fluorierte Saurechlorid
der Benzoesédure (Pentafluorobenzoylchlorid, PFBC) verwendet. Durch die Zugabe von Tri-
methylamin (TMA) wurde die Aktivierungsenergie herabgesetzt, so dass die Reaktion auch bei
Raumtemperatur ablaufen kann. Dabei wirkt das TMA als molarer Katalysator, der iiber mehre-
re Zwischenschritte die Chloridgruppe des Saurechlorids, sowie das Proton der Hydroxylgruppe
des Alkohols vom TMA unter Bildung des Hydrochlorids aufnimmt und damit die Bildung des
Esters erleichtert (Abbildung 2-1).
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Abbildung 2-1:  Reaktionsschema zur Derivatisierung von 4-Hydroxy-(3-pyridyl)-1-butanon
(HPB) durch Esterbildung mit Pentafluorobenzoylchlorid (PFBC)

Zunéchst wurden die eingedampften Proben in 123,8 pl Dichlormethan durch 30 sec auf dem
Vortex-Riittler gelost. Zum Starten der Reaktion wurden nun 126,2 ul der Vormischung 2 zu-
gegeben und 30 sec auf dem Vortex-Riittler gemischt. Die Esterbildung lief dann fiir zwei Stun-
den bei Raumtemperatur ab. Zum Beenden der Reaktion wurde die Probe in der Abblasvorrich-
tung unter konstantem Stickstoffstrom zur Trockne eingedampft. AnschlieBend wurde das
Derivatisierungprodukt in 80 ul einer 2:3 Mischung aus Hexan und Dichlormethan durch eine
Minute auf dem Vortex-Riittler gelost und mit der Direktverdrangerpipette in einen konischen
Einsatz iiberfiihrt, wiederum im Stickstoffstrom zur Trockne eingeengt und bis zur GC/MS

Analyse bei -20 °C eingefroren.

2.4.1.6 GC/MS-Analyse

Zur Quantifizierung des HPB nach saurer Hydrolyse und Derivatisierung wurde der eingeengte
Analyt wieder in 10 pl einer 2:3 Mischung aus Hexan und Dichlormethan durch eine Minute auf
dem Vortex-Riittler gelost und mittels GC-Spritze jeweils 1 pl der Probe in das GC/MS-System
injiziert.

Das System bestand aus einem Gaschromatographen Fisons Serie 8060, gekoppelt mit einem

Autospec M 299, einem hochauflésenden doppelfokussierenden Sektorfeldmassenspektrometer.

Als Trennsdule diente eine VF-17 ms Saule mit 30 m Lange und einem Innendurchmesser von
0,25 mm. Die Filmdicke betrug 0,25 pm. Als Trigergas diente Helium mit einem S&ulenkopf-
druck von 50 kPa, das entspricht bei 50 °C einem Fluss von ca. 0,9 ml/min. Die Injektortempe-

ratur betrug 270 °C. Der Saulenofen wurde mit folgendem Programm geladen:

2 min 50 °C halten

mit 20 °C/min auf 180 °C
mit 10 °C/min auf 250 °C
mit 20 °C/min auf 300 °C
8 min 300 °C halten
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Aufgrund der geringen Substanzmengen wurden die Analysen im splittless Verfahren durch-

gefiihrt, dabei blieben nach dem Starten die Injektorventile fiir eine Minute geschlossen.

Die Temperatur der Kopplung von Gaschromatograph und Massenspektrometer kann in drei
Stufen geregelt werden. Hier wurden Cap-Line 1, Cap-Line 2 und Reentrant auf 250 °C gestellt,

um den Verlust des Analyten bei der Uberfiihrung zum Massenspektrometer gering zu halten.

Zur chemischen Ionisation wurde Ammoniak verwendet, mit einem Vordruck von 0,6 bar. Der
CI-Gasdruck wurde so geregelt, dass der Quellendruck zwischen 4,0 und 7,5x10™ mbar lag. Die
Elektronenenergie betrug 225 eV und der Filamentstrom 1 pA. Es wurde ein spezielles
Rheniumfilament verwendet, das nur niedrige Filamentstrome bendtigt, damit die Quellen-

temperatur bei 115 °C gehalten werden konnte.

Nach der Ionisation wurden die entstandenen negativen Teilchen mit 5000 V aus der Quelle
heraus beschleunigt und durch verschiedene elektromagnetische Linsen fokussiert. Die Auftren-
nung der Teilchen nach ihrem Masse-Ladungsverhéltnis (m/z) vollzog sich durch ein magneti-
sches Feld und durch zwei elektrische Felder, die jeweils vor und nach dem Magneten angeord-
net sind (Abbildung 2-2). Die Optimierung aller Einstellungen von Druck, Filamentstrom, Elek-
tronenenergie bis zu den Linsen wurde an Hand des m/z 333 Fragments des Referenzgases

Heptacosa durchgefiihrt, dabei wurde die Spannung dem Analyten angepasst.

Magnet
ESA 1 ESA 2
\
==
= ==

T| T

Il lonenquelle

[ elektromagnetische Linsen

I Detektor

Abbildung 2-2:  Schematische Darstellung des Autospec M 299 Massenspektrometers (ESA:
Electric sector assembly)

Alle Linsen wurden dahingehend optimiert, dass die Aufldsung bei 10%iger Peakhdhe 5000
betrug.
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Am Ende trifft der lonenstrahl auf eine Phosphorplatte, die verkniipft mit einem Photomultiplier
mit 350 V, das eintreffende Signal in elektrischen Strom umwandelt. Dieser kann dann mit der

entsprechenden Software als Chromatogramm dargestellt werden.

Fiir die Bestimmung des derivatisierten HPB wurde wegen der hoheren Nachweisempfind-
lichkeit im Single Ion Recording (SIR) Modus gemessen. Dabei beschrinkt man sich auf
einzelne Massenspuren, im Gegensatz zum SCAN-Modus, bei dem man ganze Massenbereiche

abfahrt und so substanzspezifische Massenspektren erhélt.

Zur Quantifizierung dienten die charakteristischen lonenspuren m/z 359 des HPB (M™-Ion) und
m/z 363 des internen Standards D4-HPB (M™-Ion). Zur online Kalibrierung wurde zusétzlich
m/z 333 des Referenzgases FC43 gemessen (die so genannte Lockmasse). Die Dwell-Time be-

trug flir die Ionen des Analyten und des internen Standard 50 ms, fiir die Lockmasse 40 ms.

2.4.1.7 Berechnung der HPB-Konzentration

Um den HPB-Gehalt der Proben zu bestimmen, wurde die Methode der Stabilisotopenverdiin-
nungsanalyse verwendet. Dabei setzt man voraus, dass alle Verluste im Analysengang Analyt
und deuterierten Standard in gleichem Maf3e betreffen. Es muss vorausgesetzt werden, dass man
die Flache unter dem Peak gleich der Stoffmenge des zugehorigen Analyten setzten kann, da

jedes eintreffende Teilchen am Detektor einen entsprechenden Strom induziert.
Somit l4sst sich die Adduktkonzentration wie folgt berechnen:

(Aupg = BW, o5 ) x M(HPB)xm(D, - HPB)

c(HPB mg DNA] =
( ) [ pg/mg 1 (Ao, s — BWy_pp )x M(D, - HPB) x m(DNA) (Formel 2-2)

c(HPB) Konzentration des HPB pro mg DNA

Anpp Peakfldache des Analyten im Chromatogramm

BWups Peakflache auf der Analytenspur in einem Leerlauf

M(HPB) molekulare Masse des Analyten (165,194 g/mol)

m(D4-HPB) absolute zugesetzte Menge an internem Standard in Picogramm
Apaps Peakfldche des internen Standards im Chromatogramm

BWnp4.nps Peakfldache auf der Spur des internen Standards in einem Leerlauf
M(D4,-HPB) molekulare Masse des internen Standards (169,225 g/mol)
m(DNA) photometrisch bestimmter DNA-Gehalt der Probe

Durch Umrechnung von Picogramm auf Femtogramm und Division durch das Molekular-

gewicht von HPB kann der Adduktlevel in der Einheit fmol/mg DNA angegeben werden.
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2.4.2 Bestimmung der Plasmakonzentration von Myosmin und Cotinin
2.4.2.1 Methodenentwicklung mit trittummarkiertem Myosmin

Zur Uberpriifung der Festphasenextraktion wurden 4 ml Kilberserum mit 20 pl der *H-Myos-
min-Ausgangslosung versetzt. Der Ansatz erfolgte in vierfacher Ausfithrung. Anschlieend
wurde mit 8 ml 0,1 mol/l Essigsdure angesauert und die Probe auf die vorbereiteten Festphasen-
sdulchen gegeben. Diese wurden zuvor mit 2 ml Methanol konditioniert und mit 2 ml 0,1 mol/l

Essigsédure equilibriert.

Uber einen entsprechenden Adapter wurde den Siulchen eine Spritze aufgesetzt um die Proben
durch die Sédulchen zu driicken. Die Losung wurde im Szinti-Vial aufgefangen und zunichst
beiseite gestellt. Die Sdulen wurden dann mit 2 ml 1 mol/l HCl und mit 2 ml Methanol

gewaschen, die jeweilige Losung wurde wiederum aufgefangen.

Zur Elution wurde auf die Festphase 2 ml Elutionslosung gegeben und nach kurzer Einwirkzeit
durch das Saulchen gedriickt. Der Elutionsvorgang wurde einmal wiederholt. Die aufgefange-
nen Fluate und restlichen Losungen wurden im Vial mit 12 ml Szintillator versetzt, gemischt

und dann im B-Counter vermessen, ebenso 20 pl der *H-Myosmin-Ausgangslosung.

Um die Analyten mittels GC/MS vermessen zu konnen, musste eine Uberfithrung aus dem
wissrigen Elutionsmittel in ein organisches Losemittel eingefiihrt werden. Auch hier wurden
die einzelnen Schritte mit *H-Myosmin iiberpriift. Zunichst wurden 2,2 ml Elutionsmittel mit
20 pl der *H-Myosmin-Ausgangslosung in einem 2 ml-Cup vermengt. Der Ansatz erfolgte in

zweifacher Ausfiihrung.

Den Proben wurden jeweils 100 pl entnommen, die im Szinti-Vial mit 12 ml Szintillator
versetzt wurden. Die Proben wurden mit 20 ul 4 mol/l NaOH versetzt und dann bei 50 °C fiir
15 min unter Stickstoffstrom eingeengt. Wiederum wurden 100 pl entnommen. Nun wurden die
Proben dreimal mit je 500 pl Dichlormethan extrahiert, von Hand fiir 2 min geschiittelt und
danach bei 4 °C mit 5000 U/min fiir 5 min zentrifugiert. Die untere organische Phase wurde mit
einer 250 ul Direktverdrangerpipette abgenommen. Danach wurden den vereinigten Phasen
wiederum 100 pl entnommen. Die restliche Losung wurde auf eine mit Watte und Na,SO,
beschickte Pasteurpipette gegeben und in ein entsprechendes Rack mit 1,5 ml Wheatongléser
eingesetzt. Nach dem Trockenvorgang wurde die Pipette mit 100 ul Dichlormethan gespiilt.
Wiederum wurden 100 pl entnommen. Nun wurden die getrockneten Proben im Stickstoffstrom
bei 50 °C auf ca. 100 pl eingeengt, danach 10 pul entnommen. Die restliche Probe wurde mit
1 ml Hexan aufgefiillt und dann auf 20 pl eingeengt. Diese und alle vorher entnommenen

Proben wurden im Szinti-Vial 12 ml Szintillator versetzt und am B-Counter gemessen.
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2.4.2.2 Entnahme der Plasmaproben im Rahmen der Osophagus-Studie

Den niichternen Patienten wurde am Klinikum rechts der Isar vor der Endoskopie Blut entnom-
men. Fiir die Bestimmung der Plasmakonzentrationen von Myosmin und Cotinin wurde zusétz-
lich ca. 6 ml Vollblut in einer EDTA-K-Monovette aufgefangen und im Kiihlschrank bei 4 °C
gelagert. Spatestens am Tag nach der Entnahme wurden die Proben in einer Kiihltasche in unser

Institut gebracht und anschlielend sofort aufgearbeitet.

Die EDTA-K-Monovetten wurden bei 4 °C und 4000 U/min fiir 10 min zentrifugiert. Das so
gewonnene Plasma wurde in 15 ml PP-Rohrchen {iberfiihrt und bis zur weiteren Verwendung
bei -20 °C im Gefrierschrank gelagert. Zur Identifizierung wurden die Proben mit einer labor-

internen Nummer codiert.

2.4.2.3 Festphasenextraktion und weitere Aufarbeitung

Im Prinzip wurde der oben beschriebenen Methode gefolgt, mit leichten Anpassungen hinsicht-

lich der Reduzierung eines mdglichen Blindwertes.

Am Tag der Aufarbeitung wurden die Proben aus dem Gefrierschrank genommen und bei
Raumtemperatur aufgetaut. Die SPE-Sdulen wurden auf die Hihne mit Luer-Aufsatz gesetzt
und zusammen auf die Vakuumkammer gesteckt. Diese wurde iiber eine Wulffsche Flasche mit
der Vakuumpumpe verbunden. Nach Konditionierung der S&ulen, dreimal jeweils mit 2 ml
Elutionslosung (Flussrate 3-6 ml pro min), wurden die Saulen mit 3 ml Methanol konditioniert
(Flussrate 9-18 ml/min) und anschliefend mit 3 ml 0,1 mol/l Essigsdure angeséduert (Flussrate

9-18 ml/min). Ein Trockenlaufen des Séulenmaterials sollte dabei unbedingt vermieden werden.

Die Plasmaproben wurden nach dem Auftauen vollstindig in ein 15 ml PP-Réhrchen iiberfiihrt
(ca. 2 bis 4 ml), dabei wurde das Probenvolumen notiert und 8 pl der internen Standardldsung
zugesetzt. Dann verdiinnte man die Proben mit dem doppelten Probenvolumen an 0,1 mol/l
Essigsdure und zentrifugierte anschlieBend eventuell denaturiertes Protein bei 4 °C und

4000 U/min fur 10 min ab.

Die vorbereitete Probe wurde mittels Pasteurpipette auf die konditionierte und equilibrierte
Sdule gegeben (Flussrate: 3-6 ml/min). Dabei war unbedingt zu vermeiden, dass das Siulen-
material trocken lief. Dann wurde einmal mit 3 ml 1 mol/l HCI und zweimal mit je 3 ml Metha-
nol gewaschen. Uberschiissige Fliissigkeit wurde mittels Vakuum von der Siule gezogen und

fiir drei Minuten bei hochstem Vakuum (ca. 120 mbar) getrocknet.

Die Sédulen mit Hdhnen wurden von der Vakuumkammer genommen, Kaniilen wurden aufge-
steckt und so in den Elutionsstinder gestellt. Unter die Kaniilen wurden im entsprechenden

Rack 4 ml Wheatongldser gestellt, um das Eluat aufzufangen. Die Gldschen wurden vorher mit
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100 pl 4 mol/l NaOH versetzt, um das Eluat zusitzlich zu alkalisieren. Jeweils 2 ml Elutions-
16sung (5%ige NH;-Losung in 70%igen Methanol) wurden auf die Sdulen gegeben. Nach einer
Minute Reaktionszeit wurden die Hihne gedffnet, damit das Elutionsmittel die Analyten vom
Sadulenmaterial 16sen konnte. Zuletzt wurden auf die Sdulen Adapter gesetzt, um restliches Elu-

tionsmittel mit Pressluft von der Sdule zu blasen.

Nach Vortexen wurden die Gléser in die Stickstoff-Abblasvorrichtung eingebracht, die zuvor
mit einer Heizplatte auf 50 °C erwédrmt worden war. Im Stickstoffstrom wurden Methanol und

Ammoniak innerhalb von ca. 15 min abgeblasen.

Die verbliebene wissrige Phase wurde in ein 2 ml Eppendorfcup iiberfiihrt, das Glas mit 500 ul
Dichlormethan gespiilt, die vereinigten Phasen von Hand fiir 2 min geschiittelt und danach bei
4 °C mit 5000 U/min fiir 5 min zentrifugiert. Die untere organische Phase wurde mit einer
250 pl Direktverdrangerpipette abgenommen und auf eine mit Watte und Na,SO, beschickte
Pasteurpipette gegeben. Die befiillten Pasteurpipetten wurden vorher mit 500 pl Dichlormethan

gespiilt und in ein entsprechendes Rack mit 1,5 ml Wheatongliser eingesetzt.

Der Vorgang der Fliissig-Fliissig-Extraktion wurde insgesamt zweimal wiederholt. Anschlies-
send wurde die Pasteurpipette nochmals mit 100 pl Dichlormethan gespiilt um das restliche
Losungsmittel in das Glas zu iiberfithren. Zur vollstdndigen Wiederfindung konnte man mit
einem Pipettenhiitchen, welches auf die Glaspipette aufgesetzt wurde, das restliche Dichlor-

methan in das Glas driicken.

Die so getrocknete organische Phase wurde an der Abblasvorrichtung bei 50 °C mit Stickstoff-
strom auf ca. 100 pl eingeengt. Es wurde mit 1 ml Hexan aufgefiillt und kurz gemischt.
AnschlieBend wurde erneut auf ein Restvolumen von 20 pl eingeengt. Mit einer 25 pl Pipette
wurde die Losung in ein 100 pl Microinsert iiberfithrt. Dabei konnte nochmals das exakte
Volumen iiberpriift werden und gegebenenfalls mit Hexan aufgefiillt bzw. weiter auf 20 ul
abgeblasen werden. Beim Abblasen der Proben war stets darauf zu achten, dass die Proben nicht

zu trocken eingedampft wurden, da es sonst zu erheblichen Verlusten der Analyten kommt.

2.4.2.4 GC/MS-Analyse

Aus 20 pl der Hexanlosung wurde zur Bestimmung des Myosmin- und Cotiningehalts 1 pl in

den Gaschromatographen eingespritzt.

Das hier verwendete System bestand aus einem Gaschromatographen Fisons Serie 8060

gekoppelt mit einem Trio 1000, einem Quadrupolmassenspektrometer.

Eine DB-5 Séule, mit 30 m Linge und einem Innendurchmesser von 0,25 mm wurde als
Trennsdule verwendet. Die Filmdicke betrug 0,25 pm. Als Trigergas diente Helium mit einem

Saulenkopfdruck von 80 kPa das entspricht bei 50 °C einem Fluss von ca. 1,3 ml/min. Die
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Injektortemperatur betrug 200 °C. Der Séulenofen wurde mit dem folgenden Programm

geladen:

1 min 50 °C halten

mit 15 °C/min auf 170 °C
mit 7,5 °C/min auf 210 °C
mit 15 °C/min auf 300 °C
5 min 300 °C halten

Aufgrund der geringen Substanzmengen wurden die Analysen im splittless Verfahren durch-

gefiihrt, dabei blieben nach dem Starten die Injektorventile fiir eine Minute geschlossen.

Die Temperatur der Kopplung von Gaschromatograph und Massenspektrometer (Transferline)

wurde auf 220 °C gestellt.

Die Identifizierung und Quantifizierung der Analyten erfolgte im SIM Modus (Single Ion
Monitoring).

Zur Quantifizierung dienten die zwei Hauptfragmente der zu messenden Substanzen bzw. die
entsprechenden deuterierten internen Standards. Bei dem verwendeten Programm des Massen-
spektrometers wurden zwei zeitlich getrennte Messbereiche mit unterschiedlichen Massen
definiert. Zwischen 4 min und 11,5 min wurden die Fragmente m/z 118 bzw. m/z 122 fiir Myos-
min bzw. den internen Standard D4,-Myosmin aufgenommen, anschlieBend, zwischen 11,5 min
und 18 min, die Fragmente m/z 176 bzw. m/z 179 fiir Cotinin und den entsprechenden Standard
Ds-Cotinin. Dabei diente immer ein Wolframfilament mit 70 eV im EI-Modus zur Ionisation.

Die Quellentemperatur betrug 200 °C.

Nach der Ionisation wurden die geladenen Teilchen im lonenstrom aus der Quelle heraus
beschleunigt und dabei durch elektromagnetische Linsen fokussiert. Im anschlieBenden
Quadrupol wurden die Teilchen nach ihrem entsprechenden Masse-Ladungs-Verhéiltnis

getrennt.

Am Detektor treffen die Teilchen auf eine Phosphorplatte, die verbunden mit einem Photo-
multiplier mit 400 V, zu einem elektrischen Signal fiihrt, das mit Hilfe entsprechender Software

aufgenommen wurde. Die Dwell-Time fiir alle lonen betrug 60 ms.

2.4.2.5 Berechnung der Konzentration von Myosmin und Cotinin

Um die Konzentration von Myosmin und Cotinin im Plasma zu bestimmen, wurde die Flache
des entsprechenden Ions, wie in Formel 2-3 beschrieben, durch die Flache des internen Stan-
dards (ISTD) geteilt und mit den Verhéltnissen der Molekulargewichte (Mgupstan/Mistp) und der

absoluten Menge des zugesetzten internen Standards multipliziert. Dieser Wert wurde durch das
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Volumen der eingesetzten Probe dividiert. Dadurch erhielt man den Wert fiir die Menge
Myosmin bzw. Cotinin in ng/ml Plasma. Die unten genannte Formel beschreibt den Rechenweg

fiir die Berechnung am Beispiel von Myosmin.

(Awo = BWyyo )X M(MYO)xm(D, -MYO)
Ap, mvo — BWp wvo )xM(D, -MYO)xV(Plasma) (Formel 2-3)

c(MYO)[ng/ml] =

c(MYO) Konzentration des Myosmins pro ml Plasma
Amyo Peakfldache des Analyten im Chromatogramm
BWwvo Peakflache auf der Analytenspur in einem Leerlauf

M(MYO) molekulare Masse des Analyten (146,193 g/mol)
m(D,-MYO)  absolute zugesetzte Menge an internem Standard in Nanogramm

Apsmyo Peakfliache des internen Standards im Chromatogramm
BWpamyo Peakflache auf der Spur des internen Standards in einem Leerlauf
M(D4-MYO) molekulare Masse des internen Standards (150,225 g/mol)
V(Plasma) eingesetztes Plasmavolumen in Milliliter

2.4.3 Validierung der Methoden

Die Validierung dient der Bestétigung, dass eine Analysenmethode die besonderen Anforderun-
gen fiir einen speziellen Gebrauch erfiillt. Zur Bewertung einer analytischen Methode werden
bestimmte Leistungsmerkmale, wie Richtigkeit, Pridzision, Linearitit, Nachweisgrenze und
Wiederfindungsrate im Rahmen der Methodenvalidierung iiber einen gewissen Arbeitsbereich
bestimmt. Zur Uberpriifung der Methode der DNA-Addukte wurde anstelle humaner DNA
Lachssperma-DNA, fiir die Plasmaextraktion anstelle von humanem Plasma Kélberserum ver-

wendet.

2.4.3.1 Berechnung der Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze

Fiir beide Methoden wurden die analytischen Parameter auf dieselbe Weise bestimmt und
errechnet. Die Nachweisgrenze (engl. limit of detection, LOD) ist die Konzentration, die quali-
tativ noch erfasst werden kann. Mit ihr kann das Vorhandensein des Analyten in fiinfzig Prozent

der Fille mit der gewéhlten Methode gezeigt werden.

Zur quantitativen Bestimmung berechnet man die Bestimmungsgrenze (engl. limit of determina-
tion bzw. limit of quantification, LOQ). Die LOQ gibt die Konzentration an, ab der die Methode
vorgegebene Anforderungen an die Prizision erfiillt. Hier wird die Nachweisgrenze nach

DIN 32 645 bestimmt und berechnet.

Im Idealfall sollte die Matrix der Validierungsproben der Matrix der Analysenproben entspre-
chen. Nach der Kalibriergeradenmethode berechnet sich dann die Nachweisgrenze nach

Formel 2-4.
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In der chromatographischen Praxis wird meist nur die Kalibriergerade bestimmt. Die Nachweis-
grenze entspricht dann der Konzentration, bei der das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis (S/N) bei

1 zu 3 liegt. Die Bestimmungsgrenze liegt bei einem S/N von 1 zu 6.

Haufig kommt es bei Messungen zu matrix- bzw. methodenbedingten Blindwerten, wodurch
nicht mehr einfach, durch das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis auf die Nachweisgrenze geschlossen
werden kann. Zusétzlich zur Kalibriergeraden werden, wenn vorhanden, die Blindwerte (Leer-
werte) vermessen. Uber deren Streuung und der Steigung der Kalibriergeraden wird dann die
Bestimmungsgrenze berechnet. Sie entspricht dem Mittelwert der Blindwerte plus deren vier-
fache Standardabweichung, d.h. ab dieser Grenze konnen Messwerte signifikant vom Blindwert
unterschieden werden (vgl. Ausreiflertests in der Statistik). Diese Fliache kann dann mit Hilfe

der Gleichung der Kalibriergeraden in die entsprechende Konzentration umgerechnet werden.

&)
2 _ N\l (Formel 2-4)
N

xng  Nachweisgrenze

sy  Reststandardabweichung (Abweichung der Messwerte von der Regressionsgeraden)
m  Steigung der Kalibriergeraden

tro ~ Quantil der Student'schen t-Verteilung fiir Fehler 1. Art (Grenzwert, der abhingt von
der Anzahl an Messungen und der Fehlerwahrscheinlichkeit, meist 5%).

N Anzahlan Einzelbestimmungen

N Anzahl der Kalibrierkonzentrationen

Quadrat des Mittelwertes aller Konzentrationen
Qx  Quadratsumme (MaB fiir die Streuung der x-Werte)
X; Mittelwerte der Konzentrationen

2.4.3.2 Berechnung der Prézision

Die Prézision ist im Messwesen ein Kriterium zur qualitativen Beurteilung eines Mess-
verfahrens. Man erhilt die Préizision durch wiederholtes Messen unter gleichen Parametern, mit
demselben Messgerit und der gleichen Methode. Die Prézision zeigt somit die Stabilitdt des
Messgerits und der Methode an. Zur Ermittlung der Methodenprézision wird eine Reihe von
gespikten Leerproben hergestellt. Ein Teil wird nacheinander am selben Tag aufgearbeitet und
vermessen (within day). Der andere Teil wird in einem Intervall von mehreren Wochen
aufgearbeitet und vermessen (between day). Dann wird jeweils der Mittelwert mit Standard-

abweichung berechnet.
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2.4.3.3 Berechnung von Linearitit und Wiederfindungsrate

Nimmt man eine Standardverdiinnungsreihe und vermisst diese ohne Aufarbeitung, so ldsst sich
die Linearitit aus der Regression der Geraden und die Wiederfindungsrate bestimmen. Die
Wiederfindung ergibt sich aus dem Vergleich der Geraden, die man ohne Aufarbeitung und
nach Durchlaufen des kompletten Analysengangs erhélt. Damit konnen etwaige Verluste durch

den vorherigen Analysengang ausgeschlossen werden.

2.4.3.4 Methodenvalidierung fiir DNA-Addukte aus Gewebeproben

Zunichst musste die Methode auf Linearitit in dem zu erwartenden Arbeitsbereich untersucht
werden. Dafiir wurden 0,01 g Lachssperma-DNA mit Elutionspuffer auf 100 ml aufgefiillt. Es
wurden parallel zwei Reihen mit jeweils zehn Proben hergestellt. Jeweils 500 ul der DNA-
Losung wurden in 2 ml-Cups iberfiihrt. Das entspricht einem Gehalt pro Probe von 50 pg
DNA. Die Proben sollten mit 1, 2, 3, 10, 20, 30, 40, 48, 49 und 50 pg versetzt werden. Das ent-
spricht einer Konzentration von 20, 40, 60, 200, 400, 600, 800, 960, 980 und 1000 pg/mg DNA.

Zunéchst wurde eine HPB-Stammlosung hergestellt, dafiir wurden 200 ng HPB pro Gefdll mit
2000 pl Dichlormethan aufgefiillt und gemischt, dann fuhr man wie im Pipettierschema in
Tabelle 2-1 beschrieben fort.

Tabelle 2-1: Pipettierschema zur Herstellung einer HPB-Verdiinnungsreihe fir die

Bestimmung der Linearitat im zu erwartenden Arbeitbereich
c(Stammlosung) = 100 pg/ul

Kon]z);jlf;e; tion Iéonzentration im V\?(l)lrllllré iir,lgzlls Zusatz an CH,Cl,

[pg/mg DNA] tandard [pg/ul] Verdiinnung [pl] [ul]
990 4,9 4,9 (Stammldsung) 95,1
980 4,8 4,8 (Stammldsung) 95,2
1000 5,0 30 (Stammldsung) 570
800 4,0 480 120
600 3,0 450 150
400 2,0 400 200
200 1,0 300 300
60 0,3 180 420
40 0,2 400 200
20 0,1 300 300

Ahnlich wurde auch fiir die Bestimmung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze eine Verdiin-

nungsreihe hergestellt, doch wurde HPB in kleineren Schritten zugegeben, so dass die Konzen-
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trationen bei 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180 und 200 pg/mg DNA lagen. Es wurde dem
Pipettierschema wie in Tabelle 2-2 gefolgt.
Tabelle 2-2: Pipettierschema zur Herstellung einer HPB-Verdiinnungsreihe fir die

Bestimmung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze
c(Stammldsung) = 100 pg/ul

Kon]z);jlée_l tion Konzentration im V\?cl)lrl}?; (:Egzlrls Zusatz an CH,Cl,

[pg/mg DNA] Standard [pg/ul] Verdiinnung [pul] [ul]
200 1,0 10 (Stammlsung) 990,00
180 0,9 810,00 90,00
160 0,8 800,00 100,00
140 0,7 787,50 112,50
120 0,6 771,43 128,57
100 0,5 750,00 150,00
80 0,4 720,00 180,00
60 0,3 675,00 225,00
40 0,2 600,00 300,00
20 0,1 450,00 450,00

Bei beiden Ansédtzen wurden 500 ul DNA-Losung vorgelegt und jeweils 10 ul der jeweiligen
Konzentration der HPB-Reihe den entsprechend beschrifteten Proben zugesetzt. Weiter wurde
dem normalen Aufarbeitungsprotokoll ab der Hydrolyse gefolgt, und dabei auch 10 pl der
internen Standardlosung mit 5 pg D,-HPB/pul zugegeben. Damit enthielten die Proben HPB in
aufsteigender und den internen Standard in konstanter Konzentration. Zusétzlich zur Verdiin-
nungsreihe wurden zur Bestimmung der Nachweisgrenze acht Blindwerte angesetzt. Dabei wur-
den jeweils 500 ul DNA-L6sung neben den Reihen aufgearbeitet, ohne das HPB oder interner

Standard zugesetzt wurden.

Zur Ermittlung der Methodenprézision wurde eine Reihe von identischen Proben hergestellt.
Dafiir wurde 1,3 g Leber einer mit 30 nmol NNN/kg/Tag behandelten Ratte eingewogen und
gemél Protokoll hydrolysiert. Die DNA-Konzentration wurde photometrisch bestimmt und
dann die Probe in elf Aliquote aufgeteilt. Sechs Aliquote wurden nacheinander am selben Tag
ab der Hydrolyse aufgearbeitet und anschlieend vermessen (within day). Die restlichen fiinf

wurden in einem Intervall von einer Woche aufgearbeitet und vermessen (between day).

Fiir die Bestimmung von Linearitit und Wiederfindung wurden jeweils 10 ul der Standard-
verdiinnungseihe (Tabelle 2-2) mit 10 pl internem Standard versetzt, direkt derivatisiert und

vermessen.
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2.4.3.5 Validierung der Methode zur Bestimmung der Plasmakonzentration

Es wurden parallel zwei Reihen mit jeweils neun Proben, sechs wéssrigen Blindwerten und vier

wissrigen Standards hergestellt.

Die Verdiinnungsreihen sollen fiir Myosmin folgende Konzentrationen enthalten:

10, 50, 100, 500, 800, 1000, 1500 und 2000 pg/ml Plasma. Aufgrund der geringeren Empfind-
lichkeit der Methode fiir Cotinin wurde die Reihe fiir Cotinin hdher angesetzt: 200, 500, 800,
1000, 1500, 2000, 2500, 3000 und 5000 pg/ml Plasma.

Die Reihen wurden mit jeweils 2 ml Kélberserum angesetzt, die Blindwerte und wéssrigen
Standards mit 2 ml Wasser. Den Proben wurden jeweils 8 pl der entsprechenden Myosmin- und

Cotininkonzentration zugesetzt. Das Pipettierschema wird in den Tabellen 2-3 und 2-4 gezeigt.

Anschlielend wurde jeder Probe dem Protokoll entsprechend die gleiche Menge an internem
Standard, D4,-Myosmin und D;-Cotinin, zugesetzt. Zusétzlich zu den Reihen wurden acht

Blindwerte angesetzt.

Tabelle 2-3: Pipetierschema zur Herstellung einer Myosminverdiinnungsreihe fir die
Bestimmung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze
c(Stammlésung) = 45,0 ng/ul

Volumen aus

Maosmilonannion - Kemanionin Ny 2o CHC
Verdiinnung [pl]
2,00 500,0 10 (Stammldsung) 890
1,50 375,0 450 150
1,00 250,0 400 200
0,80 200,0 480 120
0,50 125,0 375 225
0,20 50,0 240 360
0,10 25,0 300 300
0,05 12,5 300 300

0,01 2,5 120 480
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Tabelle 2-4: Pipetierschema zur Herstellung einer Cotininverdiinnungsreihe fiir die
Bestimmung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze
c(Stammldsung) = 50 ng/ul

Volumen aus

C.otininkonzentration Konzentration im vorheriger Zusatz an CH,Cl,
im Plasma [ng/ml] Standard [ng/pl] Verdiinnung [ul] [ul]
5,0 1250,0 20 (Stammldsung) 780
3,0 750,0 360 240
2,5 625,0 500 100
2,0 500,0 480 120
1,5 375,0 450 150
1,0 250,0 400 200
0,8 200,0 480 120
0,5 125,0 375 225
0,2 50,0 240 360

Zur Ermittlung der Methodenprizision wurden 22 ml Kélberserum mit Myosmin und Cotinin
versetzt. Dabei entsprach die Endkonzentration 1 ng/ml Myosmin bzw. 3 ng/ml Cotinin. Die
Losung wurde in elf Aliquote zu 2 ml aufgeteilt. Sechs Proben wurde nacheinander am selben
Tag (within day), die restlichen fiinf in einem Intervall von einer Woche hintereinander

aufgearbeitet und vermessen (between day).

Zur Bestimmung der Linearitdt und der Wiederfindung wurden jeweils 8 pl der entsprechenden
Konzentration der Myosmin- und Cotininverdiinnungsreihe mit 8 pl interner Standardldsung
versetzt und im Stickstoffstrom auf 20 pl eingeengt. AnschlieBend wurden die Proben am

GC/MS vermessen.

2.4.4 Statistische Auswertung der Daten

Die Ergebnisse wurden in Datenblétter des Tabellenkalkulationsprogramms Microsoft Excel
2003 fiir Windows (Microsoft, Seattle, USA) eingegeben. Die Auswertung aller analytischen
Parameter erfolgte mit GraphPad Prism V.4.01 (GraphPad Inc., San Diego, USA). Die epide-
miologische Auswertung der Fragebogen und die anschlieende Statistik, zusammen mit den
Messergebnissen, wurde mit SPSS V.16.0.1 (SPSS Inc., Chicago, USA) durchgefiihrt. Anhand
aller Basisdaten wurden die Absolutwerte, Mittelwerte (MW), Standardabweichungen vom
Mittelwert (SD = standard deviation), der Standardfehler (SE =standard error) und die

Medianwerte berechnet.
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Fiir Werte unterhalb des LOD wurde ein Wert von Null, fiir Werte zwischen dem LOQ und der

LOD, jeweils die Hilfte vom LOQ fiir die Berechnung verwendet.

Die statistischen Analysen und die Abbildungen wurden mit GraphPad Prism oder SPSS
erstellt. Soweit nicht anders angegeben, werden die Ergebnisse als Mittelwerte mit dem

Standardfehler (SE) dargestellt.

Die Priifung auf Normalverteilung erfolgte mit dem Shapiro-Wilk Test. Bei einem Signifi-
kanzniveau von p < 0,05 wurde keine Normalverteilung angenommen. Der statistische Ver-
gleich auf signifikante Unterschiede zwischen zwei Gruppen wurde entweder mit dem t-Test
(bei Normalverteilung) oder mit dem Wilcoxon Rang Test bzw. dem Mann-Whitney Test
durchgefiihrt, je nach Voraussetzung mit gepaarten oder mit ungepaarten Daten. Bei mehreren
ungepaarten Gruppen wurde entweder die ANOVA (bei Normalverteilung) oder der Kruskal-
Wallis-Test angewandt. AnschlieBend wurde zum Vergleich der Untergruppen zueinander der
Post-Hoc-Test nach Tamhane verwendet, bei dem keine Varianzgleichheit angenommen wird.
Zur Untersuchung des Einflusses von kategorialen Werten wurde der y>-Test angewendet und
zusétzlich, auf Grund der teilweise zu kleinen Probenmengen, mit dem Exakt-Test nach Fisher

iiberpriift. Korrelationsanalysen erfolgten mit dem Spearman Rank Test.

Sind die Ergebnisse als Boxplot dargestellt, so entspricht die waagerechte Linie innerhalb des
Rechtecks bzw. der Box dem Median der jeweiligen Variablen. Die unteren und oberen
Begrenzungen der Box représentieren die 25. bzw. 75. Perzentile. Entsprechend liegen 50%
aller Messwerte innerhalb des Rechtecks und 50% auBlerhalb. Die auBlerhalb der Box vertikal
angeordneten Spannweitenlinien (Whisker) markieren die 5. und 95. Perzentile. Ausreifler (°)
liegen mehr als 1,5-fach auflerhalb der Box, Extremwerte (*) mehr als dreifach. Im Saulen-

diagramm sind Mittelwert und Standardfehler dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Analytik

3.1.1 Bestimmung HPB-freisetzender DNA-Addukte
3.1.1.1 Anpassung des Methodenprotokolls

Zunéchst wurden die einzelnen Teilschritte des Analysenganges iiberpriift und gegebenenfalls
angepasst. Hauptaugenmerk lag dabei auf der Reduzierung von Verunreinigungen, die im
Chromatogramm dieselbe Retentionszeit wie der Analyt besitzen. Diese Stoffe entstehen, nach
unserem Kenntnisstand, durch bisher unbekannte Nebenreaktionen wihrend des Derivatisie-
rungsschrittes. Vor allem durch Reaktion der TMA-L6sung fiir zehn Minuten vor der Extraktion
mit Hexan konnten diese Verunreinigungen minimiert werden. Auch das Herstellen von

frischen Losungen fiir jeden Analysengang flihrte zur Reduzierung des Blindwertlevels.

Zusitzlich wurden noch die einzelnen Schritte der Aufarbeitung untersucht, um eine mdglichst
hohe Wiederfindung zu erzielen. Dafiir wurden 500 pul Wasser mit HPB versetzt und hydroly-
siert. Danach wurde dreimal mit Dichlormethan gereinigt, dann neutralisiert und viermal mit
Dichlormethan extrahiert. Die jeweiligen organischen Phasen wurden jedoch nicht vereinigt,
sondern einzeln derivatisiert und vermessen. Zum Vergleich wurde derselbe HPB-Standard

direkt derivatisiert, um damit die Wiederfindungsraten zu bestimmen (Abbildung 3-1).
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Abbildung 3-1:  Ergebnis der Extraktionsversuche zur Verbesserung der Wiederfindungsrate
(Schritte 1 bis 3: Reinigung im Sauren, Schritte 4 bis 7: Extraktion nach Neu-
tralisation, grauer Balken: vereinigte Extraktionsschritte mit Wiederfindung,
schwarzer Balken: 100%-Wert)
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3.1.1.2 GC/MS-Analyse und Parameter

Der Nachweis von HPB aus kleinsten Gewebemengen erfordert eine hochspezifische und
sensible Messmethode. Daher wurde hier ein Gaschromatograph, gekoppelt mit einem hoch-

aufldsenden doppelfokussierenden Massenspektrometer, verwendet.

Vor allem das Massenspektrometer mit seinem komplexen Linsensystem erforderte eine geziel-
te Einstellung aller Parameter auf die zu analysierende Zielmasse. Zur Trennung der einzelnen
Ionen nach ihrem Masse-Ladungs-Verhiltnis wurden durch Verdndern der Beschleunigungs-
spannung die unterschiedlichen Massen abgefahren, die kleinste Masse bei 5000 Volt die
hochste Masse bei entsprechend niedrigerer Spannung. Die beiden elektrischen Felder wurden

entsprechend angepasst.

Damit die Software erkennt, welche Masse bei welcher Spannung auf den Detektor trifft, muss
das Gerit kalibriert werden (sog. Location Data). Die Software beinhaltet fiir die entsprechende
Referenzsubstanz die jeweiligen hdufigsten Massenfragmente. Es wird nun im Massenfenster
des entsprechenden Experimentes ein Fragment im unteren Bereich, eines im mittleren und
eines im oberen gesucht. Im Kalibrationsfenster kann der Anwender diese an der roten Markie-
rung erkennen und gegebenenfalls auf die exakte Masse einstellen. Nun kann die exakte Span-
nung fiir den jeweiligen Analyten bestimmt werden. Im Kalibrationsfenster sicht man den maxi-
malen Massenbereich der Methode. Die kleinste Masse entspricht einer Spannung von 5000 V.

Die Spannung U der hochsten Masse berechnet sich nach Formel 3-1.

kleinste M
e[ ste Masse volt]
groRte Masse

U =5000x

(Formel 3-1)

Daraus ergibt sich der Spannungs- fiir den entsprechenden Massenbereich. Nun kann fiir die
Analytenmasse die entsprechende Spannung bestimmt werden. Man errechnet die Massen-
differenz von Analytenmasse zur kleinsten Masse, und iiber Dreisatz die entsprechende
Spannungsdifferenz, zieht man diese von 5000 Volt ab, erhélt man die exakte Spannung fiir den

Analyten.

Damit lieB sich fiir die HPB-Bestimmung die Spannung berechnen:

Im Kalibrationsfenster: kleinste Masse = 306
Grofite Masse = 381

Massendifferenz = 75

daraus folgt der Spannungsbereich: groRte Spannung = 5000 V

kleinste Spannung = 5000 x % =4016V

Spannungsdifferenz = 984 V
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daraus die Massendifferenz des Experiments

(Analytenmasse - kleinste Masse):

hier ergibt sich die Spannungsdifferenz:

damit errechnet sich die Analytenspannung;:

359 - 306 =53

984V

x53 =695V

5000V -695V =4305V

Daher wurden die Linseneinstellungen bei einer Beschleunigungsspannung von 4305 V opti-

miert, um den Analyten entsprechend sensitiv und selektiv messen zu kdnnen.

Zur Identifizierung des HPB wurden Massenspektren im SCAN-Modus, im Massenbereich von

m/z 100 bis 400, aufgenommen. Dazu wurde sowohl ein 5 ng HPB/Gefall Standard direkt deri-

vatisiert und vermessen, als auch die Proben der Tages- und Wochenprézision gepoolt und ge-

messen.
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Abbildung 3-2: Typische Massenspektren einer gepoolten Leberprobe (oben) und eines deri-

vatiserten 5 ng HPB-Standards (unten) mit den charakteristischen

Zerfallsfragmenten
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Die chemische lonisation zeichnet sich vor allem als schonende lonisationsart mit geringer
Fragmentierung der Analyten aus, und ist daher gut fiir die quantitative Spurenanalytik
geeignet. Abbildung 3-2 zeigt die aufgenommenen Massenspektren von gepoolter Probe und
derivatisiertem Standard. Die charakteristischen Fragmente m/z 359 fiir den Molekiilpeak und
m/z 167 fiir das Pentafluorobenzoyl-Fragment treten in beiden Spektren auf und dienen zur
eindeutigen Identifizierung des Analyten. Bei der Leberprobe zeigen die zusétzlichen Massen-

fragmente eine Verunreinigung durch DNA-Bruchstiicke.

3.1.1.3 Bestimmung der Linearitat

Alle Kalibriergeraden wurden mit Lachssperma DNA durchgefiihrt, von der 0,1 mg/ml in
Elutionspuffer gelost wurde. HPB wurde in steigender Konzentration, der interne Standard
D4-HPB in gleich bleibender Konzentration zugesetzt. Alle Reihen wurden, wie oben beschrie-
ben, hergestellt und im doppelten Ansatz aufgearbeitet. Die einzelnen Proben durchliefen den

gesamten Analysengang von der Hydrolyse bis zur GC/MS-Messung.

Zur Auswertung wurde das Verhiltnis der Flichen von HPB zu D,-HPB gegen die entspre-
chende Konzentration aufgetragen und das BestimmtheitsmaB der linearen Regression (r*) be-

stimmt.

Im maximal zu erwartenden Arbeitsbereich lag das Bestimmtheitsmal3 bei 0,99 und nahe der

Nachweisgrenze bei 0,85 (Abbildung 3-3).
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Abbildung 3-3: Kalibriergeraden der Verdinnungsreihen fiir den maximalen Arbeitsbereich
(links) und nahe der Nachweisgrenze (rechts), mit Angabe des Bestimmtheits-
maRes der linearen Regression (r?)
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3.1.1.4 Bestimmung der Nachweisgrenze und der Bestimmungsgrenze

Zur Berechnung der Nachweisgrenze wurde Formel 2-4 nach DIN 32 645 herangezogen. Es
wurden zehn Konzentrationen hergestellt und in Doppelbestimmung aufgearbeitet und
vermessen. Die einzelnen Konzentrationen lagen zwischen 20 und 200 pg HPB/mg DNA mit
ansteigenden Schritten von 20 pg/mg. Der Mittelwert der Konzentration lag bei 110 pg HPB/mg
DNA. Fiir die Gerade (s. oben) ergab sich eine Steigung von 7,4x10™ und eine Reststandard-
abweichung von 7,1x107. Daraus errechnet sich die Quadratsumme der x-Werte mit 7,5%x10.

Die Quantile der t-Verteilung fiir eine Fehlerwahrscheinlichkeit von 5% betrégt 1,833.

Die errechnete Nachweisgrenze betrug damit 15,2 pg HPB pro mg DNA, bezogen auf 50 pg
Lachssperma DNA. Fiir das freigesetzte HPB nach saurer Hydrolyse entspricht das einem Ge-
halt von 762 fg HPB.

Zur Ermittlung der Bestimmungsgrenze wurden acht DNA-Ldsungen ohne Zugabe von Stan-
dards aufgearbeitet und vermessen. Die Flache des Blindwertes auf der Massenspur des Analy-
ten betrug 1,5970x10° +4,0898x10°. Um einen Messwert eindeutig vom Blindwert zu unter-
scheiden, wird zum mittleren Blindwert die vierfache Standardabweichung addiert. Uber die
Geradengleichung kann zur Flache der entsprechende Gehalt errechnet werden, dieser lag mit
171 fg nahe der Nachweisgrenze. Die Streuung der Blindwerte wies einen Variationskoeffizien-
ten von 23% auf. Damit zeigte das Auftreten der Blindwerte einen geringeren Einfluss auf die
Bestimmungsgrenze als die Streuung der Kalibriergeraden. Daher wurde die Bestimmungsgren-

ze, wie in der chromatographischen Praxis iiblich, als dreifache Nachweisgrenze angegeben.

Damit betrug die Bestimmungsgrenze 45,7 pg HPB/mg DNA; fiir das freigesetzte HPB nach
saurer Hydrolyse entspricht das einem Gehalt von 2,29 pg.

3.1.1.5 Prézision und Wiederfindung

Die eingewogene Leber wurde in elf Aliquote geteilt, die getrennt voneinander aufgearbeitet
und vermessen wurden. Der mittlere DNA-Gehalt betrug 214,90 + 1,24 pg DNA, daraus ergab
sich fiir die sechs Proben, die in einem Analysengang aufgearbeitet wurden, eine mittlere HPB-
Fliche von 9,64 + 1,77x10” und eine Fliche von 2,07 +0,37x10® fiir 50 pg zugesetzten Dj-
HPB-Standard. Fiir die restlichen fiinf Proben, die im Wochenrhythmus aufgearbeitet wurden,
ergab sich eine Fliche von 7,75 +2,48x10” bzw. 1,68 +0,51x10® fir HPB und den internen
Standard. Fiir die Tages- bzw. Wochenprizision errechneten sich Adduktgehalte von
592,94 £ 15,89 und 619,95 + 18,90 fmol HPB/mg DNA. Dies entspricht einem Variations-

koeffizienten von 2,68% bzw. 3,05% fiir die entsprechende Prézision.
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Wurde die Verdiinnungsreihe fiir die Bestimmung der Nachweisgrenze direkt derivatisiert und
vermessen, so betrug das Bestimmtheitsmal3 0,94. Daraus errechnete sich die Wiederfindung

mit 45 £ 15% fir den internen Standard D,-HBP.

Tabelle 3-1 fasst die Ergebnisse der Validierung der Methode zur Bestimmung von HPB-

freisetzenden DNA-Addukten noch einmal zusammen.

Tabelle 3-1: Zusammenfassung der Ergebnisse der Methodenvalidierung zur Bestimmung von
HPB-freisetzenden DNA-Addukten nach saurer Hydrolyse

g;igs HPB-Addukt (fiir 0,05 mg DNA)
Nachweisgrenze 0,76 pg 15,24 pg/mg DNA 92,28 fmol/mg DNA
Bestimmungsgrenze 2,29 pg 45,73 pg/mg DNA 276,84 fmol/mg DNA
BestimmtheitsmaB () 0,98

max. Arbeitsbereich

BestimmtheitsmaB ()

20 — 1000 pg/mg DNA, entspricht 121 — 6053 fmol/mg DNA
0,99

Blindwert (AUC m/z 359)  1,5970 + 0,40898x10°

Variationskoeffizient 23,75 %

Wiederfindung 45+ 15%

Tagesprézision 97,95 £ 2,62 pg/mg DNA, entspricht 592,9 + 15,9 fmol/mg DNA

Variationskoeffizient

2,68 %

Wochenprizision

Variationskoeffizient

102,4 + 3,1 pg/mg DNA, entspricht 620,0 £ 18,9 fmol/mg DNA
3,05%

AUC: ,,Area under the curve*

3.1.2 Bestimmung der Plasmakonzentrationen von Myosmin und Cotinin

3.1.2.1 Entwicklung und Anpassung der Extraktionsmethode

Zum Beginn der Arbeit waren am Institut schon Methoden fiir die Myosminextraktion aus
Nahrungsmitteln [69] und Muttermilch [117] vorhanden, die jedoch mit einem hohen Material-
und Zeitaufwand verbunden waren. Deshalb wurde versucht, eine Methode fiir die Plasma-
extraktion von Cotinin und Nicotin [122], die eine Extraktion mittels Mischphase beinhaltete,
fiir Myosmin zu adaptieren und anzupassen. Die Versuche wurden dafiir alle mit *H-markiertem

Myosmin durchgefiihrt, um etwaige Schwankungen des GC/MS-Instrumentes zu vermeiden.
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Die einzelnen Aufgabe-, Wasch- und Reinigungsschritte der Festphasenextraktion ergaben ei-
nen vernachlissigbaren Verlust an *H-Myosmin. Im ersten Eluat waren 98,0 +2,4% der Aus-

gangsstrahlung wieder zu finden, im zweiten dagegen nur 1,0 + 0,1%.

Bei der Uberpriifung der Extraktionsschritte musste aus dem jeweils entnommenen Volumen
auf das Gesamtvolumen riickgerechnet werden, um sich bei der Angabe der Wiederfindung auf
die gesamte Strahlung zu beziechen. Dabei musste jedoch die jeweils beim vorherigen Schritt

entnommene Strahlung abgezogen werden.

Tabelle 3-2 fasst die die jeweiligen Wiederfindungsraten der einzelnen Extraktionsschritte
zusammen. Eine gewisse Ungenauigkeit der Ergebnisse musste dabei in Kauf genommen wer-
den, da ein genaues Bestimmen des jeweiligen Ausgangsvolumens nicht moglich war.

Tabelle 3-2:  Wiederfindungsraten der einzelnen Extraktionsschritte im Vergleich zum
vorherigen bezogen auf *H-Myosmin

Probe 1 Probe 2 Mittelwert
15 min Abdampfen 74,18% 74,58% 74,38%
Extraktion 3 x 500 pl CH,Cl, 65,23% 57,96% 61,59%
Trocknen 122,96% 118,56% 120,76%
Einengen auf 100 pl 93,1% 78,18% 86,04%
Einengen auf 20 pl 58,89% 76,20% 68,05%
Insgesamt 45,44% 33,80% 39,62%

Im weiteren Verlauf der Methodenentwicklung wurde die GC/MS-Anlage mit einbezogen und
die Methode nochmals leicht verdndert. Vor der Probenaufgabe wurde die Festphase zweimal
mit dem Elutionsmittel vorgereinigt, um eine modgliche Vorbelastung mit den Analyten zu
vermeiden. Eine genaue Bestimmung der Wiederfindung wurde im Rahmen der endgiiltigen

Methodenvalidierung durchgefiihrt.

3.1.2.2 Identifizierung der Tabakalkaloide Myosmin und Cotinin

Um die zu bestimmenden Nicotinoide zu identifizieren, wurde eine Standardlésung der Analy-
ten hergestellt und im SCAN-Modus zwischen m/z 50 und m/z 200 vermessen. Bei Elektronen-

stoBionisation kommt es dabei zu charakteristischen Fragmentierungsmustern.

Myosmin zerfallt in die Hauptfragmente m/z 146, 145 und 118 (Abbildung 3-4 A). Cotinin zeigt
die Hauptfragmente m/z 98, 119, 118 und 147 (Abbildung 3-4 B).
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Die Spektren der Standardldsung zeigten die zu erwartenden Zerfallsschemata. Dabei traten bei
Myosmin der Molekiilpeak bei m/z 146 und der Basispeak bei m/z 118 auf (Abbildung 3-5 A).
Im Cotininspektrum lag der Molekiilpeak bei m/z 176 und der Basispeak bei m/z 98 (Abbil-
dung 3-5 B). Zur weiteren Identifizierung dienen die Retentionszeiten, die sich von den Reten-
tionszeiten der jeweiligen deuterierten Standards nur geringfligig unterscheiden, wobei der

Analytenpeak kurz hinter dem entsprechenden Peak des deuterierten Standards liegt.

3.1.2.3 Uberpriifung der Prizision der GC/MS Anlage und der Methode

Die Validierung der Methode zur Bestimmung der Plasmakonzentration von Myosmin und

Cotinin wurde mit Kélberserum anstelle von Plasma durchgefiihrt.

Fiir die Bestimmung der Tagesprizision wurden sechs identische Proben an einem Tag auf-
gearbeitet. Die Proben wurden alle mit dem zugehorigen Standard der Konzentration 1 ng/ml
Myosmin und 3 ng/ml Cotinin versehen. Von jeder Probe wurde 1 ul in das GC/MS eingespritzt
und auf den entsprechenden Massenspuren vermessen. Neben den Abweichungen der Flachen-
einheiten wurde ebenso die Konzentration des jeweiligen Analyten bestimmt. Die Konzentratio-
nen der Analyten sollten ebenso immer im gleichen Bereich liegen (Tabelle 3-3). Die Bestim-
mung der Wochenprézision gleicht jener der Tagesprézision, nur wurde hier {iber sechs Wochen

jeweils eine Probe der gleichen Ausgangsmatrix aufgearbeitet und vermessen (Tabelle 3-3).

Tabelle 3-3: Tages- und Wochenpréazision (Werte des internen Standards) aus Kalberserum,
stellvertretend fiir Plasma und Speichel (MW £ SD, n = 6)

Substanz Flicheneinheiten (AUCx10%)  Abweichungen Konzentration (ng/ml)
Tagesprazision

Myosmin 7,10+ 1,05 14,75% 0,65+0,10
D4-Myosmin 21,39 +£2,89 13,52%

Cotinin 10,18 £ 0,76 7,47% 1,00 +0,14
D;-Cotinin 54,36 5,13 9,43%

Wochenprazision

Myosmin 10,79 + 1,93 17,85 % 0,84+0,11
D4-Myosmin 20,73 £ 1,23 5,95 %

Cotinin 30,59+ 1,14 3,71 % 1,97 +£0,10
D;-Cotinin 80,87 +1,28 1,58 %
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3.1.2.4 Bestimmung von Linearitit und Bestimmtheitsmal}

Anhand der unter 2.4.3.5 beschriebenen Verdiinnungsreihen wurde die Linearitit fiir beide
Analyten bestimmt. Die Bestimmung wurde mit doppeltem Ansatz durchgefiihrt. Zur Angabe
der Linearitit wurde das BestimmtheitsmaB (r*) berechnet, gleichzeitig konnte durch Vergleich
der gemessenen Reihen mit der aufgearbeiteten Verdiinnung die Wiederfindung bestimmt wer-
den. Die Bestimmtheitsmalle der Verdiinnungen von Myosmin und Cotinin lagen bei 0,99 und

0,98 (Abbildung 3-6).
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Abbildung 3-6: Kalibriergeraden der Verdinnungsreihen (Doppelbestimmung) von Myosmin
(A) und Cotinin (B) in Kalberserum

3.1.2.5 Identifizierung der Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze

Bei Vermessung von acht Leerwertproben traten keine eindeutigen Blindwerte auf. Daher wur-
den die analytischen Grenzen {iber das Signal-Rausch-Verhiltnis (S/N) ermittelt. Die Nachweis-
grenze entspricht der Konzentration, bei der das Signal-Rausch-Verhiltnis bei 1 zu 3 liegt. Die

Bestimmungsgrenze liegt bei einem S/N = 1 zu 6 (Tabelle 3-4).

Tabelle 3-4: Nachweis- und Bestimmungsgrenze (ng/ml) in Plasma und Speichel

Analyt Nachweisgrenze (LOD) Bestimmungsgrenze (LOQ)
Myosmin 0,0012 0,0036
Cotinin 0,05 0,16

LOD: Limit of detection; LOQ: Limit of quantification
3.1.2.6 Wiederfindung der Analyten

Die Wiederfindung wurde durch Vermessung von neun Proben des internen Standards bestimmt

und lag fiir Myosmin bei 92,6 + 10,0% und fiir Cotinin bei 91,1 + 12,4%.
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3.2 Ergebnisse der Osophagus-Studie

Im Rahmen dieser Studie wurde der Zusammenhang zwischen der Entstehung des EAC und der
Myosminbelastung durch Erndhrungsgewohnheiten untersucht. Alle fiir diese Studie durch-
gefiihrten Probenahmen und Befragungen wurden durch die Ethikkommission der Technischen

Universitdt Miinchen genehmigt.

Die teilnehmenden Probanden waren in der Zeit zwischen Februar und Mai 2007 in der Gastro-
enterologie der medizinischen Klinik und Poliklinik des Klinikums rechts der Isar in Behand-
lung. Die Patienten wurden vom behandelnden Arzt iiber Sinn und Zweck der Studie unterrich-
tet und erklérten durch Unterschrift ihr Einverstdndnis im Rahmen der Studie zwei Biopsien der
Speiserdhre und eine Blutprobe zur Verfiigung zu stellen. Zusitzlich wurde ihnen ein Frage-
bogen iibergeben, den die Teilnehmer eigenstindig ausfiillten. Dieser Fragebogen erfasste so-
ziodemographische Daten, sowie Informationen zu Erndhrungsgewohnheiten, Genuss von Ta-
bakprodukten und alkoholischen Getrénken; zusitzlich wurde nach Symptomen und Begleiter-
krankungen gefragt. Im Anschluss an den Fragebogen konnte der behandelnde Arzt noch An-

gaben zum Krankheitsstatus der Patienten anfiigen.

3.2.1 Einteilung der Probanden

Im Rahmen der Studie konnten Daten von 92 Probanden iiber den Fragebogen erfasst werden.
Dabei waren 48,9% Frauen (N =45) und 51,1% Maénner (N =47). Das Alter der Patienten
betrug im Mittel 53,4 + 15,1 Jahre (20 — 80).

Tabelle 3-5: Einordnung des Probandenpools in Untergruppen nach ihrem Krankheitsstatus

Anzahl Alter weiblich mannlich
Status N % [MW+SD] N % N %
Kontrolle 19 20,7 48 + 16 16 84,2 3 15,8
Reflux 6 6,5 54+ 10 2 33,3 4 66,7
GERD 21 22,8 50+ 17 6 28,6 15 71,4
Barrett 8 8,7 5610 2 25,0 6 75,0
EAC 4 43 63+ 9 4 1000
ESCC 8 8,7 60+ 8 4 50,0 4 50,0
sonst. CA 16 17,4 58+16 8 50,0 8 50,0
Gastritis 9 9,8 53+18 6 66,7 3 33,3
Mycosis 1 1,1 57 1 100,0

CA: Karzinom
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Jeder Teilnehmer konnte nach dem é&rztlichen Befund hinsichtlich seines Krankheitsstatus ein-
geordnet werden. Insgesamt ergaben sich neun Untergruppen: Kontrolle, Reflux, gastrodso-
phageale Refluxkrankheit und Osophagitits (GERD), Barrett-Osophagus (Barrett), dsophageales
Adenokarzinom (EAC), Plattenepithelkarzinom des Osophagus (ESCC), andere Karzinome
(sonst. CA), Gastritis und Ulcus (Gastritis), sowie ein Patient mit einer Mycosis. Tabelle 3-5

zeigt eine Ubersicht der Patienten eingeteilt nach ihrem Krankheitsstatus.

Insgesamt gaben 69 Probanden (75%) Informationen zu ihrem hochsten erreichten Schulab-
schluss ab, dabei hatten 28% ein abgeschlossenes Studium, 19% die allgemeine Hochschulreife,
19% die mittlere Reife, 25% einen Hauptschulabschluss und 10% einen sonstigen Abschluss. In

Bezug auf den Krankheitsstatus ergab sich kein Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen.

3.2.2 Bestimmung der Plasmakonzentration von Myosmin und Cotinin

Vor der Endoskopie wurde den am Morgen einbestellten niichternen Patienten in der Klinik
Blut entnommen. Insgesamt wurden 84 Blutproben gewonnen und in unser Institut tiberfiihrt,
das entspricht 91% aller Teilnehmer. Das Plasma wurde abzentrifugiert und die Nicotinoide
mittels Festphase extrahiert und mit GC/MS quantifiziert. Die Abbildungen 3-7 und 3-8 zeigen

typische Chromatogramme fiir Myosmin und Cotinin.

An Hand der Methodenvalidierung konnten die Proben eingeordnet werden; bei der Myosmin-
bestimmung lagen 12 Proben unterhalb der Nachweisgrenze, sie wurden als nicht detektierbar
gewertet. Bei der Cotininbestimmung waren es 50 Proben. Beim Myosmin lagen 72 Proben
oberhalb der Bestimmungsgrenze, beim Cotinin 34 und waren somit einwandfrei quantifizierbar
(Tabelle 3-6), das entspricht fiir die Myosminbestimmung 86% und fiir die Cotininbestimmung

40% aller erhaltenen Proben.

Tabelle 3-6: Einordnung der Plasmaproben nach Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Gesamt n.d. nur qualitativ quantitativ
Myosmin 84 12 0 72
Cotinin 84 50 0 34

n.d.: nicht detektierbar.
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3.2.3 Beurteilung und Einordnung des Rauchstatus

Im Fragebogen gaben insgesamt 26 Teilnehmer an, regelmiBig Zigaretten zu rauchen. Dahin-
gegen bezeichneten sich 47 Probanden als Nichtraucher und 19 gaben an seit ldngerem nicht
mehr geraucht zu haben (Tabelle 3-7). In der Literatur wird ein Cotininwert von 15 ng/ml
Plasma als Grenze angesehen, ab der ein Raucher eindeutig identifizierbar ist (,,cut-off“-Wert)
[125]. Von den 84 untersuchten Plasmaproben lagen 24 iiber diesem Wert. Es zeigte sich, dass
auf Grund des Plasmacotininwertes >15 ng/ml zwei Patienten der Nichtrauchergruppe und drei
der Ex-Rauchergruppe zu den aktuellen Raucher gerechnet werden mussten. Zwei Raucher
wiesen ein Plasmacotinin unter dem ,,cut-off“-Wert auf, wurden jedoch weiterhin zu den Rau-
chern gerechnet. Im Mittel gaben die Ex-Raucher an seit 16,5 + 12,8 Jahren (3 -40 Jahre) nicht
mehr zu rauchen, daher wurde bei der Betrachtung des akuten Rauchstatus die Ex-Raucher zu
den Nichtrauchern gezihlt (Tabelle 3-7).

Tabelle 3-7: Einteilung des Probandenpools nach Rauchgewohnheit; Vergleich zwischen
Angaben im Fragebogen, Plasmacotinin und dem akuten Rauchstatus

N %
Nichtraucher 47 51,1
Rauchgewohnheit Ex-Raucher 19 20,7
nach Fragebogen
Raucher 26 28.3
Nichtraucher 45 48,9
Rauchgewohnheit — p b\ opor 16 17,4
nach Plasmacotinin
Raucher 31 33,7
Nichtraucher 61 66,3
Akuter Rauchstatus
Raucher 31 33,7

Hinsichtlich des Geschlechts zeigen sich keine auffélligen Unterschiede beim Rauchstatus. In
Bezug auf den akuten Rauchstatus betrdgt das Verhiltnis Frauen zu Ménnern bei den Nicht-

rauchern 31/30 und bei den Rauchern 14/17.

Tabelle 3-8 fasst die Einteilung aller teilnehmenden Patienten hinsichtlich Krankheitsstatus, der

Rauchgewohnheit nach dem Cotininlevel und dem akuten Rauchstatus zusammen.

Es tritt eine signifikante Beziehung zwischen dem Krankheitsstatus und der unterschiedlichen
Einteilung des Rauchstatus auf. Interessanter Weise zeigt sich bei der Einteilung nach dem
Cotinin im Plasma der Patienten eine hohere Signifikanz (y>-Test, p =0,012), als dies bei der

Gliederung nach dem akuten Rauchstatus der Fall ist (x*-Test, p=0,015), es muss bei der
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weiteren Auswertung also immer zwischen kurzzeitigen Ereignissen und langwierigen Prozes-

sen unterschieden werden, die die Krankheitsentstehung beeinflussen konnen.

Tabelle 3-8: Einteilung der einzelnen Untergruppen des Krankheitsstatus hinsichtlich der
Rauchgewohnheit bzw. dem akuten Rauchstatus

Rauchgewohnheit nach der

Cotininkonzentration akuter Rauchstatus
NR R ER NR R
N 10 6 3 13 6
Kontrolle
% 52,6 31,6 15,8 68,4 31,6
N 4 2 4 2
Reflux
% 66,7 33,3 66,7 33,3
N 14 4 3 17 4
GERD
% 66,7 19,0 14,3 81,0 19,0
N 6 1 1 7 1
Barrett
% 75,0 12,5 12,5 87,5 12,5
N 3 1 1 3
EAC
% 75,0 25,0 25,0 75,0
N 3 5 8
ESCC
% 37,5 62,5 100
N 6 8 2 8 8
sonst. CA
% 37,5 50,0 12,5 50,0 50,0
.. N 2 6 1 3 6
Gastritis
% 22,2 66,7 11,1 33,3 66,7
) N 1 1
Mycosis
% 100 100

NR: Nichtraucher, ER: Ex-Raucher, R: Raucher
3.2.4 Ubergewicht und Krankheitsstatus
Um den Einfluss des Korpergewichts besser beurteilen zu konnen wurde der Body-Mass-Index

herangezogen, der sich nach Formel 3-2 berechnet:

Gewicht [ kg ]

BMI = :
(KérpergréRe[m])

(Formel 3-2)

Angaben zu KorpergroBe und Gewicht machten 97% aller Teilnehmer, damit konnte von 89
Probanden der BMI berechnet werden. Im Mittel betrug der BMI 25,22 +£4,57, dabei hatten
Mainner mit 25,71 £ 4,32 einen leicht hoheren BMI als Frauen, mit 24,71 + 4,81.

Innerhalb der einzelnen Krankheitsgruppen zeigt sich der BMI vor allem bei Refluxpatienten im
Vergleich zur Kontrollgruppe erhoht (Abbildung 3-9). Tabelle 3-9 zeigt die unterschiedlichen

Signifikanzniveaus der Untergruppen nach Kruskal-Wallis-Test und Test nach Tamhane unter
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Ausschluss des einzelnen Patienten mit Pilzbefall. Refluxpatienten haben einen signifikant

hoheren BMI als die Kontroll- und die ESCC-Gruppe und die Patienten mit anderen Krebsarten.
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Abbildung 3-9: Body-Mass-Index in Abhangigkeit vom Krankheitsstatus

Tabelle 3-9: Signifikanzniveaus fur den Body-Mass-Index bezogen auf den Krankheitsstatus
nach statistischer Analyse (Kruskal-Wallis p <0,001) und Tamahane-Test.

Reflux GERD  Barrett EAC ESCC sonst CA.  Gastritis

Kontrolle 0,023 1,000 1,000 0,710 1,000 1,000 0,772
Reflux 0,117 1,000 1,000 0,020 0,048 1,000
GERD 0,986 0,920 0,944 1,000 0,985
Barrett 1,000 0,469 0,859 1,000
EAC 0,511 0,821 1,000
ESCC 0,999 0,518
sonst CA. 0,877

3.2.5 Ernahrungsgewohnheiten und Krankheitsstatus

Der Fragebogen umfasste eine Vielzahl von Fragen zu Erndhrungsgewohnheiten, sowohl allge-
meiner Art, wie bevorzugte Kiiche, Verzehrtemperatur, Geschwindigkeit des Verzehrs, Haupt-
mahlzeiten und Zwischenmahlzeiten, tagliche Trinkmenge usw., aber es wurde auch nach Auf-
nahme spezieller Lebensmittel gefragt. Dabei waren vor allem Fleisch- und Wurstwaren, Fisch,
Obst und Gemiise, gerducherte Lebensmittel, sowie jegliche Art von SiiBwaren und SiiBspeisen
von besonderem Interesse. Auch Informationen tiber Kaffee-, Tee- und Alkoholkonsum wurden

abgefragt.
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Die Auswertung dieser Daten gestaltete sich als schwierig, da im Rahmen dieses Fragebogens
die Komplexitdt der Erndhrung und der Einfluss der einzelnen Nahrungskomponenten nicht hin-
reichend geklirt werden konnte. Aufgrund der zu geringen Probandenzahl konnte meist keine
aussagekriftige Auswertung durchgefiihrt werden. Es wurde versucht durch Zusammenfiigung
einzelner Fragestellungen, z.B. zum Konsum von Fleisch und Wurst (Abbildung 3-10), eine
ausreichende Anzahl fiir einzelne Kategorien zu erhalten, aber selbst dann zeigten sich oft keine
auffilligen Tendenzen bzw. signifikanten Unterschiede. Im Nachfolgenden werden nur interes-
sante Ergebnisse bzw. markante Unterschiede zwischen den Untergruppen aufgezeigt. Es erga-
ben sich keine Auffilligkeiten hinsichtlich Krankheitsstatus mit der Verzehrtemperatur und mit
dem Anteil von Fisch, Obst, Gemiise und SiiBwaren an der tiglichen Erndhrung. Auf diese
Ergebnisse wird daher nicht mehr eingegangen. Auch beim Konsum von schwarzem und
grilnem Tee zeigten sich keine Tendenzen zu den einzelnen Gruppen des Krankheitsstatus.

nie
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und T T

Wurst
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Abbildung 3-10: Konsum von Fleisch- und Wurstwaren in Abhangigkeit vom Krankheitsstatus

Bei der Frage nach den Hauptmahlzeiten gaben 47% der Befragten Friihstiick, Mittagessen und
Abendessen gleichzeitig an, damit entfillt eine Analyse hinsichtlich des Krankheitsstatus und
der Hauptmabhlzeit. Bei der Frage, ob der Proband regelméBig Zwischenmahlzeiten zu sich neh-
me, antworteten 48% von 89 Befragten mit ja. Allerdings nehmen von den Patienten mit Reflux
oder Barrett-Osophagus weniger als ein Drittel Zwischenmahlzeiten zu sich (Tabelle 3-10),
wiahrend bei der Kontrollgruppe nahezu zwei Drittel diese Frage bejahten. Doch erreicht die
Beziehung zwischen dem Krankheitsstatus und dem regelmifigen Verzehr von Zwischenmahl-

zeiten keine Signifikanz (y*-Test, p=0,411).
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Tabelle 3-10: Verzehr von Zwischenmahlzeiten in Abh&ngigkeit vom Krankheitsstatus

Zwischen- keine Zwischen-

mahlzeiten mahlzeiten
Status N % N %
Kontrolle 12 63,2 7 36,8
Reflux 1 16,7 5 83,3
GERD 9 45,0 11 55,0
Barrett 2 25,0 6 75,0
EAC 3 75,0 1 25,0
ESCC 3 429 4 57,1
sonst. CA 8 50,0 8 50,0
Gastritis 4 50,0 4 50,0
Mycosis 1 100,0
Gesamt 43 48,3 46 51,7

Der Vergleich zwischen den Untergruppen des Krankheitsstatus und der Verzehrgeschwindig-
keit erreicht dagegen Signifikanz (y*-Test, p < 0,05). Ein Teil der Patienten mit einer Schidi-
gung der Speiserohre (Reflux, GERD, Barrett, ESCC) scheinen ihre Nahrung im Vergleich zur
Kontrolle bewusster zu sich zu nehmen, ein anderer Teil dieser Gruppe im Gegensatz dazu nicht

(Tabelle 3-11).

Tabelle 3-11: Verzehrgeschwindigkeit in Abhangigkeit vom Krankheitsstatus

sehr bewusst

hastig normal und langsam

Status N % N % N %
Kontrolle 2 10,5 15 78,9 2 10,5
Reflux 1 16,7 4 66,7 1 16,7
GERD 5 23,8 16 76,2

Barrett 5 62,5 3 37,5
EAC 4 100,0

ESCC 3 37,5 2 25,0 3 37,5
sonst. CA 11 68,8 5 31,2
Gastritis 1 11,1 8 88,9

Mycosis 1 100,0

Gesamt 12 13,0 65 70,7 15 16,3
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Die Auswertung der Aufnahme gewiirzter bzw. scharfer Speisen im Vergleich zu den Unter-
gruppen des Krankheitsstatus ist in Abbildung 3-11 wiedergegeben. Es fillt auf, dass unter den
Patienten mit Reflux bzw. ESCC der Anteil von gelegentlicher bzw. hiufiger Aufnahme stark

gewiirzter Speisen erhoht ist. Die Unterschiede sind aber nicht signifikant.
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Abbildung 3-11: Aufnahme scharfer Speisen in Abhéngigkeit vom Krankheitsstatus
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Abbildung 3-12: Aufnahme geraucherter Lebensmittel in Abh&ngigkeit vom Krankheitsstatus

Der Fragebogen sollte ebenfalls Informationen zur Aufnahme gerducherter Lebensmittel erfas-
sen. Alle Probanden beantworteten diese Frage. Im Vergleich zum Krankheitsstatus zeigt sich
bei den Gruppen mit EAC und ESCC ein héherer Anteil von Patienten, die angaben geréucherte
Lebensmittel mehrmals die Woche bis téglich zu sich zu nehmen (Abbildung 3-12).
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Ein weiterer Punkt des Fragebogens war die tégliche Fliissigkeitsaufnahme; 98% aller Teilneh-
mer machten dazu eine Angabe. Auffallend ist, dass die Kontrollgruppe und die Gruppe der Pa-
tienten mit Reflux eine Tendenz zu einer hoheren tdglichen Trinkmenge zeigen, als die anderen
Gruppen, mit einer Schiadigung der Speiserohre bzw. mit Tumorerkrankungen (Abbildung 3-13,
Tabelle 3-12).

Tabelle 3-12: Téagliches Trinkvolumen [l pro Tag] im Vergleich zum Krankheitsstatus

Status N MW + SD
Kontrolle 19 2,24 + 0,84
Reflux 6 2,75+ 0,89
GERD 20 1,97 £0,78
Barrett 8 1,75+ 0,58
EAC 4 2,00 £ 0,41
ESCC 8 1,91 £ 0,82
sonst. CA 15 1,88 0,59
Gastritis 9 1,67 +£0,78
Mycosis 1 1,00
Gesamt 90 2,00 £0,77

" l 1 1 1
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Abbildung 3-13: Gegentiiberstellung des Krankheitsstatus zur taglichen Trinkmenge
Auch bei der Betrachtung des Kaffeekonsums zeigte sich, dass vor allem ESCC Patienten mit

einem mittleren Konsum von drei Tassen pro Tag mehr Kaffee trinken als die Probanden

anderer Untergruppen (Tabelle 3-13).
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Tabelle 3-13: Analyse des Kaffeekonsums [Tassen pro Tag] nach dem Krankheitsstatus

Status N MW + SD

Kontrolle 18 1,75+ 1,22
Reflux 6 1,58 £1,69
GERD 20 1,30 £ 1,48
Barrett 8 1,81 +1,89
EAC 4 1,38 £ 1,25
ESCC 6 3,00 £ 1,55
sonst. CA 13 2,04+1,42
Gastritis 9 1,94 +£1,59
Gesamt 84 1,77 £ 1,48

Ein weiterer wichtiger Punkt war die Frage nach der tiglich aufgenommenen Alkoholmenge.
Die Teilnehmer wurden zunichst gefragt, ob sie Alkohol trinken, und wenn ja, welche Menge
an Bier, Wein und Schnaps sie tdglich konsumieren. Dabei wurde fiir Bier ein halber Liter, fiir
Wein 0,2 | und fiir Schnaps 0,02 1 als Einheit angegeben. Danach wurden die Patienten in zwei
Gruppen unterteilt, eine die selten bis nie Alkohol zu sich nimmt, dass heillt weniger als zwei
Einheiten téglich und eine zweite Gruppe, die regelméBig Alkohol trinkt, also mehr als zwei
Einheiten pro Tag. Alle 92 Teilnehmer machten dabei eine Aussage zu ihrem Trinkverhalten,
im Mittel trinken 36% regelmifBig und 64% unregelmiBig Alkohol. Bei den unterschiedlichen
Gruppen des Krankheitsstatus scheinen nur die Patienten GERD bzw. Osophagitis mit 62%
regelméBiger Alkohol zu trinken. Doch erreicht die Beziehung zwischen Alkoholkonsum und

Krankheitsstatus keine Signifikanz (x*-Test, p = 0,134).

3.2.6 Begleiterkrankungen und Symptome

Die Patienten konnten Angaben zu auftretenden Begleiterkrankungen machen. Diese umfassten
Ulcus bzw. Gastritis, Colitis ulcera bzw. M. Crohn, Asthma, chronische Bronchitis, lange Hus-
tenperioden, Diabetes mellitus, Rheuma bzw. Arthritis, Lebererkrankung, Pankreatitis, Hyper-
tonus und erhohtes Cholesterin. Insgesamt gaben 40% aller Befragten an, an keinen Begleit-
erkrankungen zu leiden. Die restlichen 60% litten teilweise an mehreren Beschwerden, wodurch

sich keine Tendenzen abzeichneten.

Bei der Angabe der auftretenden Symptome ergibt sich wieder ein relativ undifferenziertes Bild,
da auch hier die Moglichkeit zu Mehrfachantworten gegeben war. Die Symptome erfassten
Schluckstérungen, Vollegefiihl, Kurzatmigkeit, Brustschmerz, KloBgefiihl im Hals, Husten,

Wiirgen, Beschwerden im Oberbauch, Einatmen von Nahrungsresten, Heiserkeit, Asthma,
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AufstoBen, Durchfall, Ubelkeit, Luftschlucken, Bldhungen und Erbrechen. Auffillig war hier

lediglich, dass 53% aller Befragten angaben unter Bldhungen zu leiden.

Da ein besonderes Interesse am Vorkommen von saurem Reflux bestand, wurde das Auftreten
von Sodbrennen aus dem Katalog der Symptome herausgenommen und gesondert betrachtet. Es
zeigt sich, dass zwischen dem Auftreten von Sodbrennen und dem Krankheitsstatus ein hoch-
signifikanter Zusammenhang besteht (y>-Test, p <0,001). Insgesamt litten nach dem Frage-
bogen 61% der Patienten hiufiger unter Sodbrennen (Tabelle 3-14). Bei den Patientengruppen
mit EAC, ESCC und anderen Tumorerkrankungen gab die Mehrzahl an nicht unter Sodbrennen
zu leiden. Wohingegen die Mehrzahl aus den Gruppen mit Reflux, GERD und Barrett-
Osophagus an Sodbrennen litt.

Tabelle 3-14: Auftreten von Sodbrennen in Abhéangigkeit zum Krankheitsstatus

Sodbrennen
Status nein ja
N 6
Kontrolle
% 100,0
N 1 18
Reflux
% 5.3 94,7
N 2 6
GERD
% 25,0 75,0
N 3 1
Barrett
% 75,0 25,0
N 7 1
EAC
% 87,5 12,5
N 10 5
ESCC
% 66,7 33,3
N 9 9
sonst. CA
% 50,0 50,0
o N 1 4
Gastritis
% 20,0 80,0
) N 1
Mycosis
% 100,0
N 33 51
Gesamt

% 39,3 60,7
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3.2.7 Bestimmung der HPB-freisetzenden DNA-Addukte

Insgesamt wurde 84 Patienten wahrend der endoskopischen Untersuchung Mucosagewebe fiir
die Studie entnommen, das entspricht 91% aller Teilnehmer. Von 81 Patienten wurde je eine
Biopsie oral und aboral der Lésion erhalten. Bei fehlender Léasion wurden Biopsien von den ent-
sprechenden Positionen nahe des Mageneingangs genommen. Von zwei Probanden wurde nur

aborale Biopsien, von einem Proband nur eine orale Biopsie erhalten.

3.2.7.1 DNA-Bestimmung

Nach Bestimmung des Feuchtgewichts der Biopsien wurde die DNA extrahiert. Die Quantifi-
zierung des DNA-Gehalts erfolgte mittels Absorption bei 260 nm. Zusétzlich zu jedem Ansatz
wurde eine Leerprobe aufarbeitet, die kein Gewebe enthielt, um mdgliche Verunreinigungen ab-
schitzen zu konnen. Abbildung 3-14 zeigt ein typisches UV-VIS-Spektrum einer Biopsie zwi-
schen 200 und 500 nm im Vergleich zum Blindwert. Die Probe zeigte eine Absorption von

0,168 bei 260 nm; das entspricht einer DNA-Menge von 35,9 pg.
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Abbildung 3-14: UV-VIS-Spektrum einer Biopsie der Osophagusmucosa (durchgehende Linie)
mit dem Absorptionsmaximum der DNA bei 260 nm im Vergleich zu einer
Leerprobe (gestrichelte Linie)

Die Biopsien hatten ein mittleres Feuchtgewicht von 5,8 £ 2,5 mg; nach der Extraktion wurden

28,5 £ 10,7 ng DNA erhalten, entsprechend einem mittleren DNA-Gehalt von 0,5%.

3.2.7.2 Bestimmung der DNA-Addukte

Die DNA wurde einer sauren Hydrolyse unterworfen, das abgespaltene HPB extrahiert und de-

rivatisiert. Die Menge an HPB wurde am GC/MS bestimmt und quantifiziert. Abbildung 3-15
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zeigt ein typisches Chromatogramm der Massenspur des Analyten in einem Blindwert, sowie

einer Probe mit zusétzlicher Massenspur fiir den internen Standard.
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Abbildung 3-15: Typisches GC/MS-Chromatogramm. (A) Massenspur des Analyten einer
Leerprobe, (B) Massenspur des HPB einer Biopsie, (C) Massenspur des
internen Standards D,-HPB derselben Probe

Mit Hilfe des internen Standards wurde fiir jede Probe der Gehalt an HPB berechnet. Der Vali-
dierung folgend konnten die Ergebnisse der Gewebeproben nach Nachweis- und Bestimmungs-
grenze eingeordnet werden (Tabelle 3-15). Demnach lagen von den insgesamt 165 Proben 31
unter der Nachweisgrenze (4,6 fmol) und wurden daher als nicht detektierbar (n.d.) gewertet. 14
Proben lagen iiber der Nachweisgrenze, aber unter der Bestimmungsgrenze; somit wurde ihr
Gehalt mit dem halben LOQ (13,9 fmol) angegeben. 120 Proben, also 73% aller erhaltenen

Biopsien, lagen iiber der Bestimmungsgrenze und konnten ohne Probleme quantifiziert werden.
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Tabelle 3-15:  Einordnung der Osophagusproben nach Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Gesamt n.d. nur qualitativ  quantitativ
oral 82 14 9 59
aboral 83 17 5 61
Gesamt 165 31 14 120

n.d.: nicht detektierbar

Nach Division der HPB-Gehalte durch die DNA-Menge ergaben sich fiir die oralen und abora-
len Proben mittlere Adduktkonzentrationen von 5,04 + 8,33 und 4,46 + 11,08 pmol HPB/mg
DNA (Abbildung 3-16). Der Mittelwert fiir alle 165 Proben betrug 4,75+ 9,78 pmol/mg.
Nimmt man eine mittlere molare Masse von 330 g/mol fiir die DNA-Nukleotide an, dann

entspricht diese Konzentration einer Belastung der Osophagusschleimhaut mit 1,57 3,23

HPB-Addukten pro 10° Nukleotiden.
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Abbildung 3-16: Adduktlevel der oralen und aboralen Osophagusproben

Zwischen den Adduktkonzentrationen der gleichzeitig in oralen und aboralen Biopsien von 81
Probanden besteht eine hoch signifikante Korrelation (Abbildung 3-17). Trotz der groBen
Streuungen ist der Unterschied zwischen oralen und aboralen Werten im Wilcoxon Rang Test

fiir gepaarte Daten noch schwach signifikant (p = 0,032).
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Abbildung 3-17: Korrelation zwischen den HPB-Addukten in oralen und aboralen Biopsien der
Osophagusschleimhaut (logarithmierte Darstellung)

3.2.8 Auswertung der DNA-Addukte

Es standen die Adduktlevel von 82 oralen und 83 aboralen Biopsien der distalen Osophagus-

schleimhaut zur Verfiigung.

Zunichst erfolgte die Einordnung nach dem Geschlecht der Patienten und nach dem im
Fragebogen angegebenen Rauchstatus mit Angleichungen durch die Cotininkonzentration im
Blutplasma (Tabelle 3-16). Zwar scheinen vor allem bei den weiblichen Probanden, die angaben
seit langerer Zeit nicht mehr zu rauchen, sowohl die oralen als auch die aboralen HPB-Level
erhoht zu sein, aber die Unterschiede erreichen keine Signifikanz (Abbildung 3-18). Daher wird
im Weiteren, zur Unterscheidung der Rauchgewohnheiten nur noch der akute Rauchstatus

angegeben (Tabelle 3-17).

Insgesamt zeigen sich bei beiden HPB-Adduktleveln keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich Geschlecht und Rauchstatus.
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Tabelle 3-16: DNA-Adduktlevel oraler und aboraler Proben in Abhéngigkeit von Rauchstatus
und Geschlecht

HPB oral [pmol/mg DNA]

HPB aboral [pmol/mg DNA]

N MW £ SD Median N MW £ SD Median
Gesamt 82 5,04 £ 8,33 2,50 83 445+11,01 1,83
Nichtraucher 40 5,79 + 9,04 2,85 40 2,58 £3,31 1,30
Raucher 29 4,74 £ 8,97 1,81 29 8,01 +17,85 0,56
Ex-Raucher 13 3,38+3,23 2,51 14 2,39+ 1,48 2,17
weiblich 43 4,15£5,90 1,81 42 506+ 14,15 1,06
Nichtraucher 23 4,06 £6,17 1,70 23 2,14 £3,67 0,92
Raucher 14 4,31 £6,53 1,51 13 11,44+2437 1,83
Ex-Raucher 6 4,11 £ 3,64 3,45 6 2,43 £ 1,86 2,58
méannlich 39 6,01 £10,38 2,51 41 3,81 £6,53 2,09
Nichtraucher 17 8,13+11,70 4,29 17 3,17+£2,76 2,57
Raucher 15 5,14+11,00 1,83 16 5,23+10,06 0,55
Ex-Raucher 7 2,75+£2,97 1,32 8 2,37+1,27 2,17

Tabelle 3-17: Auswertung der oralen und aboralen HPB-freisetzenden DNA-Addukte nach dem
akuten Rauchstatus und dem Geschlecht

HPB oral [pmol/mg DNA]

HPB aboral [pmol/mg DNA]

N MW + SD Median N MW + SD Median
Gesamt 82 5,04 £ 8,33 2,50 83 445+11,01 1,83
Nichtraucher 53 5,20 + 8,05 2,81 54 2,53 +2,94 1,92
Raucher 29 4,74 + 8,97 1,81 29 8,01 £17,85 0,56
weiblich 43 4,15£5,90 1,81 42 506+ 14,15 1,06
Nichtraucher 29 4,07 +5,68 2,58 29 2,20 £ 3,35 1,06
Raucher 14 4,31 +6,53 1,51 13 11,44+2437 1,83
méannlich 39 6,01 £10,38 2,51 41 3,81 £ 6,53 2,09
Nichtraucher 24 6,56+10,18 3,30 25 2,91 +238 2,25
Raucher 15 5,14+11,00 1,83 16 5,23+10,06 0,55
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Tabelle 3-18 fasst die einzelnen Konzentrationen an HPB-freisetzenden DNA-Addukten in

oralen und aboralen Proben in Abhédngigkeit vom Krankheitsstatus zusammen.

Tabelle 3-18: Zusammenhang zwischen HPB-Addukten der Osophagusschleimhaut und dem
Krankheitsstatus

HPB oral [pmol/mg DNA]

HPB aboral [pmol/mg DNA]

N MW £ SD Median N MW £ SD Median
Kontrolle 18 3,49 £4,52 2,82 18 2,27+ 1,83 1,89
Reflux 5 3,75 £3,51 5,27 5 5,10 £ 4,67 5,81
GERD 17 5,54+ 7,99 2,58 17 2,01 £2,14 1,15
Barrett 7 3,38 £3,13 3,08 7 2,04 + 1,66 2,57
EAC 3 2,41 +£3,50 0,81 4 1,52+ 2,11 0,55
ESCC 6 4,10 £7,85 1,03 7 3,81+5,97 2,09
sonst. CA 16 8,02 + 14,76 1,45 16 2,60 £ 5,24 0,39
Gastritis 9 3,82+3,42 3,02 8 13,36 +22,12 2,43
Mycosis 1 19,07 19,07 1 7293 72,93

Betrachtet man nur die Patienten mit Reflux, GERD, Barrett-Osophagus und EAC im Vergleich

zur Kontrolle (Abbildung 3-19 A, B), so zeigt die Gruppe mit Reflux einen erhéhten Addukt-

level gegeniiber den anderen Untergruppen. Dies wird noch deutlicher bei Patienten ohne jeg-
liche Rauchbelastung hinsichtlich des aboralen Adduktlevels (Abbildung 3-19 C), auch wenn
keine statistische Signifikanz erreicht wird (p = 0,367) (Tabelle 3-19).

Tabelle 3-19: Aborale DNA-Addukte von Nichtrauchern in Abhéangigkeit zum Krankheitsstatus
in der Folge Reflux, GERD, Barrett, EAC im Vergleich zur Kontrolle

HPB aboral [pmol/mg DNA]

N MW £ SD Median
Kontrolle 12 221+1,75 1,82
Reflux 3 4,70 +£3,23 5,81
GERD 13 2,01 +£2,17 1,15
Barrett 7 2,04 + 1,66 2,57
EAC 1 4,68 4,68
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Abbildung 3-19: DNA-Addukte in Abhangigkeit vom Krankheitsstatus in der Folge Reflux,
GERD, Barrett, EAC im Vergleich zur Kontrolle: (A) orale HPB-Addukte und
(B) aborale DNA-Addukte aller Patienten, (C) aborale DNA-Addukte nur von

Nichtrauchern

Die Abbildung 3-20 zeigt die Korrelation der Adduktlevel zum BMI der Patienten je nach

Rauchstatus. Keiner der dargestellten Zusammenhénge liefert signifikante Ergebnisse oder deut-

liche Tendenzen.

Auch hinsichtlich des Verzehrs von Zwischenmahlzeiten zeigt sich keine Abhéngigkeit in Be-

zug auf die HPB-Adduktlevel, sowohl bei Rauchern, als auch bei Nichtrauchern (Tabelle 3-20).
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Abbildung 3-20: Korrelation der oralen und aboralen Adduktlevel zum BMI unter Berticksich-
tigung des akuten Rauchsstatus

Tabelle 3-20: DNA-Addukte von Osophagusmucosa in Abhéngigkeit vom Verzehr von
Zwischenmahlzeiten

HPB oral [pmol /mg DNA] HPB aboral [pmol/mg DNA]

Zwischenmahlzeiten N MW £ SD Median N MW +SD  Median
Ja 37 4,48+782 2,48 38 4,17+11,95 1,92
Nichtraucher 23 3,55 +3,70 2,58 24 204+1,77 2,07
Raucher 14 599+11,92 1,82 14  7.81+19,44 1,62
Nein 42 5,79+£9,03 2,82 42 486+10,62 1,50
Nichtraucher 27  7,02+10,51 2,83 27 3,00+3,73 1,89
Raucher 15 3,58+5,08 0,78 15 820+16,92 0,46

Differenziert man zwei Gruppen hinsichtlich des Alkoholkonsums (siche Kap. 3.2.5), so zeigen
sich bei den Patienten, die regelméBig Alkohol zu sich nehmen, erhohte Adduktlevel in der
oralen Region (Tabelle 3-21). Dieser Effekt erreicht bei Nichtrauchern (Abbildung 3-21) statis-
tische Signifikanz (p < 0,05).
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Tabelle 3-21: Abhangigkeit des oralen Adduktlevels vom Alkoholkonsum

Abbildung 3-21: Vergleich der Adduktwerte der oralen Biopsien in Abh&ngigkeit zum
Alkoholkonsum von Nichtrauchern und Rauchern (Nichtraucher: p = 0,013;

HFE oral [pmolimg DMNA]

HPB oral [pmol/mg DNA]

Alkoholkonsum N MW £ SD Median
regelmaBig 28 7,62+11,85 3,65
Nichtraucher 18 8,41+ 11,20 4,97
Raucher 10 6,18 £13,46 1,23
unregelmaBig 54  3,770+541 1,75
Nichtraucher 35 3,54 + 5,30 1,69
Raucher 19 3,99+5,72 1,81
Michtraucher Raucher
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Der Einfluss von Sodbrennen auf die Bildung von HPB-freisetzenden DNA-Addukten

(Tabelle 3-22, Abbildung 3-22) zeigt sich sowohl bei oralen als auch aboralen Biopsien in einer

signifikanten Steigerung der Adduktlevel um nahezu das Dreifache (oral: p =0,041; aboral:

p=0,021).
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Tabelle 3-22: Adduktlevel der Osophagusschleimhaut in Abhangigkeit zum Auftreten von
Sodbrennen

HPB oral [pmol/mg DNA] HPB aboral [pmol/mg DNA]
Sodbrennen N MW £ SD Median N MW + SD Median

Ja 46 5,71+7,09 3,68 46 6,77+1435 2,32
Nein 29 4,63 £10,75 1,07 31 1,56 + 1,86 0,80
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Abbildung 3-22: Adduktkonzentration von oraler (links) und aboraler (rechts) Mucosabiopsie
in Abhangigkeit zum Auftreten von Sodbrennen

Die zwei Extremwerte der Adduktkonzentration in oralen Biopsien stammen von Patienten mit
sonstigen Karzinomen, die kein Sodbrennen angaben. Ein Proband litt an einem Magenkarzi-
nom, der andere an einem Larynxkarzinom. Nimmt man diese beiden Patienten aus der
Auswertung, wird der Unterschied zwischen der Gruppe mit und der ohne Sodbrennen hoch

signifikant (p < 0,01).

Differenzierter fiel die Auswertung bei den weiteren Erndhrungsgewohnheiten aus. Fiir eine
explizite Multifaktoren- und Regressionsanalyse reicht die vorhandene Teilnehmerzahl nicht

aus. Hier sollen nur einzelne interessante Faktoren betrachtet und analysiert werden.

In den oralen Biopsien von Patienten, die angaben haufiger scharf gewiirzte Speisen zu sich zu
nehmen, zeigt sich unabhidngig vom Rauchstatus eine Tendenz zu hoéheren Adduktleveln
(Tabelle 3-23). Die Zunahme der HPB-Addukte mit der H&ufigkeit der Einnahme scharfer
Speisen erreicht allerdings nicht Signifikanzniveau (Abbildung 3-23).
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Tabelle 3-23: Abhangigkeit des oralen HPB-Adduktlevels vom Verzehr scharf gewirzter

T 1 T
selten  gelegentlich sehrhaufig

Speisen
HPB oral [pmol/mg DNA]
Verzehr von scharfen Speisen N MW £ SD Median
nie 14 2,00 + 1,60 1,36
Nichtraucher 6 2,63 £1,40 2,69
Raucher 8 1,56 £ 1,54 0,79
selten 31 5,08 £ 8,37 3,02
Nichtraucher 22 5,97+9,79 3,18
Raucher 9 2,93 £2,06 3,02
gelegentlich 31 4,77 £ 7,25 1,57
Nichtraucher 20 4,67 +7,36 1,63
Raucher 11 4,94 £7,38 0,63
sehr haufig 6 13,28%+16,57 7,11
Nichtraucher 3 9,94 £ 9,40 8,18
Raucher 3 16,63+23,76 6,03
Michtraucher Raucher
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Abbildung 3-23: HPB-Addukte in oralen Biopsien von Rauchern und Nichtrauchern in
Abhangigkeit vom Verzehr scharfer Speisen

Von Interesse war auch der Zusammenhang zwischen dem Verzehr von Niissen bzw. sonstigen
Lebensmitteln, die Niisse enthalten, und der Bildung von HPB-Addukten in der unteren Speise-
rohre. Es zeigte sich bei den Adduktleveln in den oralen Biopsien eine leichte Zunahme je
haufiger Niisse und Nussprodukte verzehrt wurden, die jedoch keine statistische Signifikanz

erreichte (Tabelle 3-24, Abbildung 3-24).



90 3 Ergebnisse

Tabelle 3-24: HPB-freisetzende DNA-Addukte in der distalen Speiserthre in Abhéangigkeit vom
Verzehr von Nissen und sonstigen nusshaltigen Lebensmitteln

HPB oral [pmol/mg DNA]

Verzehr von N MW=+SD Median

Niissen/Nussprodukten
taglich 2 7,54/ 6,42 6,98
mehrmals die Woche 15 8,04+1229 2,83
selten 49 4,17 £6,08 2,58
nie 15 4,87£10,50 1,57
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Abbildung 3-24: HPB-Addukte in oralen Biopsien in Abhangigkeit von der Haufigkeit des
Verzehrs von Nissen und Nussprodukten

Hinsichtlich des Anteils von Milch und Milchprodukten in der Erndhrung wurden die Patienten
in zwei Gruppen unterteilt. Die eine Gruppe gab an Milchprodukte tdglich bzw. mehrmals die
Woche zu sich zunehmen, die andere Gruppe verzehrte Milch selten bis nie. Uberraschender
Weise hatten die wenigen Probanden, die kaum Milchprodukte verzehrten sowohl in den oralen
als auch in den aboralen Biopsien erhohte Adduktlevel (Tabelle 3-25). Bei den oralen Proben
erreichte diese Differenz keine Signifikanz, bei den aboralen Biopsien war sie jedoch nahezu

signifikant (p = 0,052) (Abbildung 3-25).

Tabelle 3-25:  Verzehr von Milchprodukten zum oralen und aboralen Adduktlevel

HPB oral [pmol/mg DNA] HPB aboral [pmol/mg DNA]

Verzehr von
Milchprodukten
taglich/mehrmals
die Woche

selten/nie 4 13,16+19,09 4,97 4  509+2,92 4,59

N MW + SD Median N MW + SD Median

61 4,34 + 6,21 2,51 61 394+9.11 1,44
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Ahnlich wurde bei der Auswertung nach dem Verzehr von Schokolade verfahren. Zwischen
Patienten die Schokolade tiglich bzw. mehrmals die Woche zu sich nahmen (N = 35) und sol-
chen, die selten bis nie Schokolade verzehrten (N = 47) bestand allerdings weder bei den oralen

noch bei den aboralen Biopsien ein Unterschied der HPB-Adduktlevel (Abbildung 3-26).
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Abbildung 3-25: HPB-Addukte in oralen (links) und aboralen (rechts) Biopsien in Abhéngig-
keit vom Verzehr von Milch und Milchprodukten
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Abbildung 3-26: HPB-Addukte in oralen (links) und aboralen (rechts) Biopsien in Abhéngig-
keit vom Verzehr von Schokolade
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3.2.9 Auswertung der Plasmakonzentrationen von Myosmin und Cotinin

Insgesamt konnten 84 Plasmaproben hinsichtlich ihrer Myosmin- und Cotininkonzentration aus-
gewertet werden. Dabei bestand keine signifikante Korrelation zwischen den Plasmakonzentra-

tion der beiden Nicotinoide (Spearman p = 0,258; Abbildung 3-27).
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Abbildung 3-27: Graphische Darstellung der Korrelation der Plasmakonzentration von
Myosmin und Cotinin
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Abbildung 3-28: Vergleich der Myosmin- (links) und Cotininkonzentration (rechts) im Plasma
von Rauchern und Nichtrauchern
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Hinsichtlich des Krankheitsstatus unterliegen die Werte fiir Myosmin und Cotinin groBen

Schwankungen, es ist kein Unterschied zwischen den Gruppen feststellbar (Tabelle 3-26).

Tabelle 3-26: Auswertung der Plasmakonzentrationen von Myosmin und Cotinin hinsichtlich
des Krankheits- und dem akuten Rauchstatus

Myosmin [pg/ml Plasma] Cotinin [ng/ml Plasma]
N MW+SD Median N MW + SD Median
Kontrolle 19  145+187 48 19  1521+£22,51 0,00
Nichtraucher 13 143 £ 157 48 13 0,90 £2,19 0,00
Raucher 6 148257 66 6 46,21+11,25 4745
Reflux 4 208 +265 90 4 12,76 £24,60 0,69
Nichtraucher 2 326 + 392 326 2 0,69 £ 0,98 0,69
Raucher 2 90 + 28 90 2 2483+£3511 24,83
GERD 20  287+338 192 20 11,38+21,71 0,00
Nichtraucher 16 208 £ 211 104 16 1,06 + 2,98 0,00
Raucher 4  602+579 474 4  52,65+10,05 50,84
Barrett 8 261+209 288 8 6,27 £ 12,86 0,00
Nichtraucher 7 246 +221 214 7 2,05+5,13 0,00
Raucher 1 363 363 1 3585 35,85
EAC 4 48 +£45 44 4 4770+73,11 18,26
Nichtraucher 1 33 33 1 0,00 0,00
Raucher 3 54+ 54 54 3 63,60+80,63 36,52
ESCC Raucher 8 99+ 119 52 8 0,00 £ 0,00 0,00
sonst. CA 11 168+ 147 169 11 20,17 £27,37 1,23
Nichtraucher 7 117 £157 48 7 0,74 £ 1,49 0,00
Raucher 4 25874 256 4 54,17 +£8,39 55,77
Gastritis 9 178%£329 15 9 34,61+43)92 9,05
Nichtraucher 3 124 +£214 0 3 0,00 £ 0,00 0,00
Raucher 6 205+390 30 6 51,92+4481 50,42
Mycosis  Raucher 1 731 731 1 60,79 60,79
Gesamt 84 197 +251 65 &4 16,70 £ 29,57 0,00
Nichtraucher 57 168 £ 187 56 57 0,87 £2,61 0,00
Raucher 27 259 +345 107 27 50,12 £32,68 49,65

Vergleicht man jedoch die Plasmakonzentrationen von Rauchern und Nichtrauchern, so zeigen
sich deutlichere Unterschiede. Obwohl der Median der Myosminkonzentration bei Rauchern

fast doppelt so hoch ist wie bei Nichtrauchern, erreichen die Unterschiede kein Signifikanz-
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niveau. Im Gegensatz dazu ist der Unterschied in den Cotininkonzentrationen von Rauchern und

Nichtrauchern hochsignifikant (p < 0,001) (Abbildung 3-28).

Der Einfluss von Alkohol auf die Myosminkonzentration wurde wie bei den DNA-Addukten in
den beiden Gruppen mit regelmédBigem bzw. seltenem Alkoholkonsum untersucht (Tabelle 3-
27). Patienten mit hiufigerem Alkoholkonsum haben signifikant hohere Myosminkonzen-
trationen als die Gruppe mit geringem Konsum (p < 0,01) (Abbildung 3-29). Bei den Rauchern
schwicht sich der Unterschied ab und ist nicht mehr signifikant, bei den Nichtrauchern bleibt

jedoch ein signifikanter Unterschied bestehen (p < 0,05).

Tabelle 3-27: Abhangigkeit der Myosminkonzentration von Alkoholkonsum und Rauchstatus

Myosmin [pg/ml Plasma]

Alkoholkonsum N MW £SD  Median
unregelmaBig 53 139183 49
Nichtraucher 36 124 +£ 160 48
Raucher 17 172 £ 227 84
regelméafig 31 297+315 254
Nichtraucher 21 244 + 209 225
Raucher 10 408 462 256
Michtraucher Raucher
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Abbildung 3-29: Myosminkonzentration bei regelmagigen und unregelméaiigen Alkoholtrin-

kern, im Gesamten (links) und nach der Rauchgewohnheit getrennt (rechts)

Betrachtet man den Einfluss des Verzehrs von scharf gewiirzten Speisen auf die Myosminkon-

zentration, so zeigt sich eine Zunahme von der Gruppe, die angab nie gewiirzte Speisen zu sich
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zu nehmen, bis zu der, die gelegentlich scharfes Essen zu sich nimmt. Bei jenen, die hiufig
scharf essen, nahm die Myosminkonzentration allerdings wieder ab und war signifikant niedri-
ger als bei den Gruppen mit seltenem (p < 0,001) und gelegentlichen (p < 0,05) Verzehr scharfer
Speisen (Abbildung 3-30, Tabellen 3-28 und 3-29). Auch der Unterschied zwischen Patienten,
die nie bzw. gelegentlich scharf gewiirzte Speisen zu sich nahmen, war statistisch signifikant

(p < 0,05).

Tabelle 3-28: Abhangigkeit der Myosminkonzentration vom Verzehr scharf gewirzter Speisen

Myosmin [pg/ml Plasma]

N MW £ SD Median
nie 12 96 + 144 30
selten 33 152+ 156 93
gelegentlich 34  300+327 204

sehr hiufig 5 43 £ 47 37
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Abbildung 3-30: Vergleich der Myosminkonzentration in Abhangigkeit zum Verzehr scharfer
Speisen



96

3 Ergebnisse

Tabelle 3-29: Signifikanzniveaus fiir die Myosminkonzentration bezogen auf den Verzehr schar-

fen Essens nach statistischer Analyse (Kruskal-Wallis p <0,05) und Tamahane-
Test

selten gelegentlich  sehr haufig
nie 0,853 0,032 0,858
selten 0,119 0,029
gelegentlich 0,001

Hinsichtlich der Abhéngigkeit der Myosminkonzentration vom Verzehr von Nussprodukten ist

das Bild weniger differenziert. Zwischen den einzelnen Gruppen zeigen sich wenige Unter-

schiede bezogen auf die Myosminkonzentration im Plasma der Patienten (Abbildung 3-31).

Myosmin [pa/mi]

Abbildung 3-31

1400 *

1200
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BO0—
600
400+

— —
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| I I I
taglich mehrmals die selten nie
Woche
M= 2 13 55 13

Myosminkonzentration in Abh&ngigkeit vom Verzehr von Niissen und anderen
nusshaltigen Lebensmitteln

Bei der Untersuchung des Einflusses von Milch auf Myosmin im Plasma zeigte sich, dass die

Patienten, die angaben tédglich bis mehrmals pro Woche Milchprodukte zu sich zu nehmen, eine

signifikant niedrigere Myosminkonzentration im Plasma aufwiesen, als diejenigen, die nur

selten bis gar keine Milch verzehrten (p < 0,05) (Abbildung 3-32). Dabei lag der Median der

Gruppe mit hdufigem Milchkonsum um ein sechsfaches hoher als der Median der Gruppe mit

geringem Verzehr von Milchprodukten (Tabelle 3-30).
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Tabelle 3-30: Myosminkonzentration in Abhangigkeit vom Milchkonsum

Myosmin [pg/ml Plasma]

N MW + SD Median
tiglich + mehrmals die Woche 58  159+£205 50
selten + nie 5 513 +539 323
1400 °
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taglich + selten bis nie
mehrmals die
Woche

Abbildung 3-32: Vergleich der Myosminkonzentration im Plasma nach dem Milchkonsum

Tabelle 3-31: Myosminkonzentration in Abhangigkeit vom Schokoladenkonsum

Myosmin [pg/ml Plasmal]
Schokoladenkonsum N MW = SD Median

taglich + mehrmals die Woche 34 165+170 104

Nichtraucher 25 181 £ 180 118
Raucher 9 120 + 137 84

selten + nie 50 219 +293 58

Nichtraucher 32 158 £ 195 51
Raucher 18 329 + 398 140
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Betrachtet man den Verzehr von Schokolade, so fillt auf, dass nur die Nichtraucher die erwar-
tete Tendenz zu héheren Myosminwerten in der Gruppe mit hdufigerem Konsum zeigt, jedoch
ohne statistische Signifikanz (p = 0,803). Bei den Rauchern kehrt sich das Verhéltnis um, aber
auch diese Unterschiede erreichen nicht Signifikanzniveau (p=0,176) (Abbildung 3-33;
Tabelle 3-31).

Nichtraucher Raucher
1400+ o
1200+
1000— _
E
n
S 800+
=
=
ol
S 600
=
400
200+
0_ _l_ _l_ —— J—
| I I |
taglich + selten bis nie taglich + selten bis nie
mehrmals mehrmals
die Woche die Woche

Abbildung 3-33: Abhéangigkeit der Myosminkonzentration vom unterschiedlich haufigen
Verzehr von Schokolade bei Rauchern und Nichtrauchern

3.2.10 Vergleich zwischen den Plasmakonzentrationen und den DNA-Addukten

Zu untersuchen ist, ob eine Korrelation zwischen der Plasmakonzentration von Myosmin und

den HPB-Addukten der Speiserohre besteht.

Abbildung 3-34 zeigt, dass keine Korrelation fiir orale und aborale Biopsien zur Myosminkon-
zentration der teilnehmenden Probanden besteht. Betrachtet man Raucher und Nichtraucher
getrennt so ergibt sich ebenfalls nur eine schwach ausgepragte Korrelation (Abbildung 3-35);

dies ist auch bei der Trennung nach dem Auftreten von Sodbrennen der Fall (Abbildung 3-36).

Bei der Untersuchung der Beziehung der Addukte zur Cotininkonzentration im Plasma der Pa-

tienten ergeben sich keine signifikanten Korrelationen oder andere Auffalligkeiten.
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Abbildung 3-34: Korrelation zwischen der Myosminkonzentration und den oralen (links) und
aboralen (rechts) DNA-Addukten
E 1600+ Nichtraucher E 1600+ Michtraucher
S 1200 8 12007
= _ £ 800+
E 800 g .0 g o%
o 4004 gq” Ho o S 4007 _%,//
= % =
e A _na n 0 =
= 1600 o Raucher = 1600 5 Rauchar
2 1200 . B 12001 .
£ 800 o £ 800 o
& ? & 8
S, 400+ _&__Of__———/—f‘_—_—— g, 400 9
= e SN °
U— [ ] D— [m]
I T I ] ] T ] T T T T T T
0 10 0 30 a0 50 a 10 20 30 40 a0 &0 70 a0

HFB oral [pmolimg DMA]

HPB aboral [pmolimg DMNA]

Abbildung 3-35: Korrelation zwischen der Myosminkonzentration und den oralen (links) und

aboralen (rechts) DNA-Addukten von Rauchern und Nichtrauchern
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Abbildung 3-36: Korrelation zwischen der Myosminkonzentration und den oralen (links) und
aboralen (rechts) DNA-Addukten bei Patienten mit und ohne Sodbrennen
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4 Diskussion

4.1 Methodenentwicklung
4.1.1 Bestimmung der HPB-Addukte

Bei der Entwicklung einer Methode zur Bestimmung von HPB-freisetzenden DNA-Addukten
konnte auf einige bereits veréffentlichte Methoden zuriickgegriffen werden. Foiles et al. [104]
beschreibt eine Methode zur Bestimmung der HPB-Addukte aus Lungengewebe von Rauchern
und Nichtrauchern. Dabei wird die DNA nach Gewebehomogenisierung mit Chloroform/Iso-
pentanol extrahiert und in Ethanol wieder gefillt. Die Konzentration wird ebenfalls photo-
metrisch bei 260 nm bestimmt. Die Hydrolyse der Addukte erfolgte in einem Milliliter Wasser,
dem konzentrierte Salzsdure zugegeben wurde, damit die Endkonzentration 0,8 mol/l HCI
entsprach. Nach drei Stunden bei 80 °C wurde das Hydrolysat zweimal mit Dichlormethan
gereinigt, anschlieBend mit 1 mol/l NaOH neutralisiert, der interne Standard [4,4-D,]-HPB zu-
gesetzt und anschlieBend zweimal mit Dichlormethan extrahiert. Das HPB wurde dann in
Dichlormethan mit einer TMA-Losung in Hexan und PFBC derivatisiert. Das HPB-Derivat
wurde mittels HPLC nach der Vorschrift von Carmella et al. [103] gereinigt, bevor es per
GC/MS mit negativchemischer lonisation quantifiziert wurde. Die Wiederfindung fiir HPB nach
der Hydrolyse wird fiir diese Methode mit 22% angegeben [126]. Trotz Einsatz von mindestens
ein bis zwei Gramm Lungengewebe konnten wegen der groBBen Blindwerte nur wenige Proben

positiv vermessen werden.

Boysen et al. [106] verwendeten einen kommerziellen DNA-Kit zur Extraktion der DNA,
ansonsten folgte die Adduktbestimmung prinzipiell der Methode nach Foiles et al. [104].
Bestimmt wurden die Adduktlevel in Leber und Lunge von NNK-behandelten Ratten. Fiir die
Hydrolyse wurde im Mittel etwa 0,1 mg DNA eingesetzt. Der Blindwert der geesamten
Methode betrug 23,6 + 6,6 fmol/Probe, die Wiederfindung bezogen auf den internen Standard
D,-HPB lag bei 20,1 * 13,6%.

Holzle und Schldbe [83,112] verbesserten Hintergrundbelastung und Wiederfindung mafB3geb-
lich, vor allem durch Verzicht auf den HPLC-Reinigungsschritt nach der Derivatisierung und
durch Reduzierung des Uberschusses an Derivatisierungsreagenzien. Sie konnten HPB nicht nur
in der Lunge, sondern auch in den Schleimhiuten des Osophagus und der Cardia von Rauchern
und Nichtrauchern zuverldssig bestimmen. Dabei lag das Feuchtgewicht der Gewebeproben bei

mindestens 0,3 g, die Wiederfindung fiir das HPB betrug 82 + 17%.

Alle beschriebenen Methoden verwendeten Quadrupol-Gerédte zur Quantifizierung des HPB
nach Hydrolyse und Derivatisierung. Durch Einsatz eines hochaufldsenden Sektorfeldmassen-

spektrometers sollte die Nachweisempfindlichkeit fiir das HPB-Addukt wesentlich gesteigert
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werden, damit auch kleinere Gewebemengen; z.B. von Schleimhautbiopsien des Osophagus; fiir
die Bestimmung ausreichen. Messungen mit Standardlésungen von PFBC-derivatisiertem HPB
ergaben eine Empfindlichkeitssteigerung um mehr als das 20fache. Waren fiir das Erkennen
eines Peaks im Quadrupolgerit 1-2 pg HPB notig, erkannte das Sektorfeldgerit zuverldssig auch
noch 50 fg des Analyten. Ein weiterer denkbarer Vorteil, ein verbessertes Ausblenden der
Hintergrundbelastung aufgrund der gesteigerten Spezifitit durch die hohere Massenauflosung,
bestétigte sich allerdings nicht. Unter Anwendung der von Holzle et al. [83] etablierten Methode
traten erhebliche Blindwerte in den einzelnen Proben auf. Daher war es vorrangiges Ziel das
Protokoll dahingehend zu verdndern, das Auftreten der Blindwerte zu minimieren. Zunéichst
wurden alle Losungen und Reagenzien frisch vor der Analyse hergestellt, damit mogliche Ver-
unreinigungen durch falsche Lagerung ausgeschlossen werden konnten. Liel man die TMA-
Losung vor der Extraktion mit Hexan fiir zehn Minuten bei Raumtemperatur stehen, konnte der
Blindwert erheblich reduziert werden. Es stellte sich heraus, dass dadurch die Bildung von
TMA aus TMAxHCI vollstindiger ablief und damit bei der Extraktion ins organische Losungs-
mittel die Phasen besser getrennt werden konnten. Weiterhin wurde nicht wie in den vorherigen
Arbeiten PFBC direkt zugesetzt, sondern aus TMA und PFBC eine Vormischung hergestellt,
die den in Dichlormethan geldsten Proben zugegeben wurde. Damit konnte sichergestellt wer-
den, dass in jedem Gléschen beide fiir die Derivatisierung notwendigen Losungen gleichméBig
zugesetzt wurden. Alles in allem entsprach der Blindwert hier 0,5 pg (3 fmol) HPB pro Probe.
Boysen et al. [106] gab als Blindwert 23,6 fmol, Holzle et al. [83] 10,1 fmol an. Beriicksichtigt
man die schlechtere Wiederfindung von 45% mit der vorliegenden Methode im Vergleich zu
jener von Holzle et al. [83], die bei 82% liegt, dann minimiert sich die absolute
Hintergrundbelastung zusétzlich, weil ja der Blindwert unabhingig von der schlechteren
Wiederfindung auftritt. Die schlechtere Wiederfindung ist wahrscheinlich auf den Ersatz des
,»Vacuum-Concentrator durch eine Stickstoff-Abblasevorrichtung beim Einengen zuriickzufiih-
ren. Beim Erhitzen auf 50 °C kam es zu erheblichen Verlusten, so dass in der Folge die Proben
bei Raumtemperatur eingeengt wurden um die Verluste zu reduzieren. Diese Verluste stehen
einer deutlich erhohten Hintergrundbelastung beim Verwenden des ,,Vacuum-Concentrators®

gegeniiber.

Auch die hier ermittelten analytischen Grenzen liegen im selben Bereich der Arbeit nach Holzle
et al. [83], allerdings wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Validierung nach DIN-
Norm durchgefiihrt und nicht wie in vorangegangenen Arbeiten darauf verzichtet, um mehr

Proben qualitativ und quantitativ analysieren zu konnen.
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4.1.2 Bestimmung der Plasmakonzentrationen

Im Arbeitskreis lagen zu Beginn bereits zwei Arbeiten zur Myosminbestimmung mittels
GC/MS vor, die eine beinhaltete die Quantifizierung von Myosmin in Lebensmitteln [69,127],
die andere die Bestimmung in Muttermilch, Plasma und Speichel [117,128].

Bei der Detektion in Lebensmitteln nach Tyroller et al. [69] wird die Probe zunéchst zerkleinert,
mit Schwefelsdure angesduert und tiber Nacht geriihrt. Dann folgen zahlreiche Zentrifugations-,
Filtrations- und Neutralisationsschritte, bis das Myosmin mittels Cg-Festphase extrahiert und
im Anschluss mit Chloroform eluiert wird. Die Quantifizierung erfolgt mittels GC/MS und

internem Standard D,-Myosmin.

Maier [128] entwickelte diese Methode weiter um Myosmin auch in Muttermilch bestimmen zu
konnen. Die Probe wird ebenfalls mit Schwefelsdure angesduert und iiber Nacht geriihrt. Am
nichsten Tag wird die Fettphase mittels zwei Fliissig-Fliissig-Extraktionen mit Hexan/Diethyl-
ether und einer Cs-Festphase extrahiert. Durch Aufgabe der wiéssrigen Phase auf eine Oasis-
HLB-Festphase wurde das Myosmin zuriickgehalten und anschlieBend mit Methanol extrahiert.
Zur weiteren Aufreinigung erfolgten eine Fliissig-Fliissig-Extraktion mit Dichlormethan und
eine Uberfiihrung in Hexan. Auch hier erfolgte die Quantifizierung mittels GC/MS und inter-

nem Standard Ds,-Myosmin.

Beide Methoden beinhalten umfassende und zeitaufwéndige Reinigungsschritte vor der eigent-
lichen Festphasenextraktion. Daher wurde nach weiteren spezifischen Methoden fiir die Bestim-
mung von Tabakalkaloiden im Plasma gesucht. Moyer et al. [122] verwendeten eine Aufarbei-
tung, die eine Extraktion mit einer Mischpolymer-Festphase enthielt. Damit konnten sie Nico-
tin, Cotinin, Anabasin und weitere Nicotinoide in Serum und Urin mittels LC/MS nachweisen
und bestimmen. Da hier nur ein GC/MS zur Verfligung stand, musste die Methode noch ent-
sprechend angepasst werden. Dazu wurden nach Elution von der Sdule die Analyten wie bei
Maier et al. [128] mit Dichlormethan extrahiert und vor der instrumentellen Quantifizierung in

Hexan uberfiihrt.

Die Validierung der Methode ergab eine Nachweisgrenze fiir Myosmin von 1,2 und fiir Cotinin
von 50 pg/ml Plasma, eine Bestimmungsgrenze fiir Myosmin von 3,6 und fiir Cotinin von

160 pg/ml Plasma, dabei betrug die Wiederfindung 92,6% fiir Myosmin und 91,1% fiir Cotinin.

Tyroller et al. [69] erreichten eine Wiederfindung von 75,1%, allerdings wurde diese mit *H-
markiertem Myosmin bestimmt, wodurch etwaige GC/MS-Schwankungen nicht mit einbezogen
sind. Die Nachweisgrenze wurde dabei mit 15 pg ,,on column® angegeben, im Vergleich dazu
betrdgt hier die Nachweisgrenze 0,12 pg ,,on column* bezogen auf zwei Milliliter eingesetztes
Plasma. Maier [128] erreichte eine Nachweisgrenze fiir Myosmin von 0,15 ng/ml und eine

Bestimmungsgrenze von 0,2 ng/ml bzw. fiir Cotinin 0,3 und 0,5 ng/ml. Die Wiederfindung
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betrug fiir Myosmin 94% und fiir Cotinin 72% im Plasma. Bei Moyer. [122] betrigt die Bestim-

mungsgrenze fiir Cotinin 2 pg/l, also 2 pg/ml, mit einer Wiederfindungsrate von 69%.

4.2 HPB-freisetzende DNA-Addukte

Foiles et al. [104] bestimmten als erste die Adduktlevel in Lungengewebe von Rauchern und
Nichtrauchern. Wegen der hohen Blindwerte und der geringen Wiederfindungsraten konnte
allerdings nur in einem von acht Nichtrauchern HPB nachgewiesen werden. Ein quantitativer
Vergleich mit den Werten bei den Rauchern war deshalb nicht méglich. In 7 von 9 Lungen-
proben von Rauchern lagen die Adduktkonzentrationen iiber der Nachweisgrenze, es ergab sich
eine mittlere Belastung von 11 £ 16 fmol HPB/mg DNA. Im bronchialen Gewebe waren nur 2
von 4 Raucherproben (16 + 18 fmol HPB/mg DNA) und 1 von 3 Nichtraucherproben messbar.
Weitere Ergebnisse zu HPB-Addukten beim Menschen wurden von dieser Arbeitsgruppe seither
nicht mehr vorgelegt. Lediglich bei Ratten wurden mit weitgehend gleicher Methode die
Addukte nach hoher Belastung mit NNK {iber das Trinkwasser in Leber und Lunge gemessen
[106]. Dabei zeigte sich eine Reduktion der Addukte durch gleichzeitige Gabe von
Phenethylisothiocyanat (PEITC) in der Lunge, aber nicht in der Leber. In zahlreichen
Tierversuchen hatte sich PEITC als wirksames Chemopraventivum gegen den Lungenkrebs

durch NNK erwiesen [129].

Mit derselben GC/MS-Methode konnten in Bauchspeicheldriisengewebe keine HPB-freisetzen-
den Addukte gefunden werden [130].

Mit der deutlich verbesserten Analysentechnik konnten Hoélzle et al. [83] HPB-Addukte in Lun-
gengewebe von Lungenkrebspatienten bei 21 von 21 Rauchern und bei 8 von 11 Nichtrauchern
bestimmen. Die Adduktwerte lagen bei Rauchern (404 £ 258 fmol/mg DNA) siebenfach iiber
denen von Nichtrauchern (59 + 56 fmol/mg). Berechnet man diese Werte wie beim **P-Post-
labeling als Addukte pro gesamte Nukleotide, dann haben Raucher ca. 135 HPB-Addukte pro
10° Nukleotide und Nichtraucher 20/10° Nukleotide. Die Belastung ist damit bei Rauchern in
der gleichen GroBenordnung wie die durch **P-Postlabeling in Lungengewebe bestimmten
Werte von 110 + 69/10° Nukleotide und doppelt so hoch wie die immunchemisch bestimmten
DNA-Addukte von PAH mit 62 + 51/10° Nukleotide [131]. Bei der Untersuchung von Lungen-
proben akut Verstorbener ohne Tumorerkrankung durch Schldbe et al. [112] ergab sich fiir die
Raucher eine geringere Belastung mit HPB-Addukten, 30/10° Nukleotide, der Unterschied zu
den Nichtrauchern, 20/10° Nukleotide, war nicht mehr signifikant.

Schltbe et al. [112] quantifizierten HPB-Addukte auBler in der Lunge auch noch in Schleim-
hautproben von Speiserohre und Cardia. Beide Proben wurden in der Néhe des Mageneingangs

genommen. In der Speiserdhre lagen die mittleren Adduktlevel bei 133 + 160 und in der Cardia
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bei 108 £ 102 fmol HPB/mg DNA. Sie waren noch hoher als die Adduktwerte in der Lunge
(72 £ 104 fmol/mg DNA) und zeigten keinerlei Abhéngigkeit vom Rauchstatus. Wéhrend die
Adduktlevel in Osophagus und Cardia sehr gut korrelierten, gab es keine Korrelation mit den

Adduktleveln in der Lunge.

Die Ergebnisse von Schlébe et al. [112] waren Anlass fiir die vorliegende Arbeit. In den
Biopsien der Speiserohre war die mittlere Adduktkonzentration mit 4,75 pmol/mg DNA 35fach
hoher als in den Schleimhautproben akut Verstorbener. Geht man davon aus, dass die Addukte
in der obersten Epithelschicht der Schleimhaut am hochsten sind, dann konnte dieser grof3e
Unterschied in den Adduktkonzentrationen daran liegen, dass bei der Gewinnung von Biopsien
ein geringerer Anteil tieferer Gewebeabschnitte erfasst wird, als beim Abpriparieren groBerer
Schleimhautareale von den Gewebeproben, die in der Sektion entnommen wurden. Ein h6herer
Anteil von DNA aus submucosalen Schichten und glatter Muskulatur wiirde dann durch den
hoheren Anteil geringer belasteter DNA die Adduktwerte sozusagen verdiinnen. Im Gegensatz
zu der Untersuchung von Schlfbe et al. [112] wurden hier nicht unterschiedlich gealterte Proben
von Sektionen, sondern nur frische Proben im Rahmen der Endoskopie von Patienten unter-
sucht. Es wire denkbar, dass nach dem Tod die Reparatur der DNA noch weiter l4uft, aber
keine neuen Addukte mehr gebildet werden. Die Ergebnisse von Schlébe et al. [112] geben
allerdings darauf keinen Hinweis. Wurde der Osophagus erst spiter als ein Tag nach dem Tod
entnommen, waren die Adduktlevel im Mittel sogar fast doppelt so hoch, der Unterschied,

182 £ 231 (N =26) gegeniiber 111 £ 110 (N = 56), war allerdings nicht signifikant.

Auch im Osophagus wurden Addukte mit **P-Postlabeling bestimmt. Insgesamt sind die
Adduktwerte um zwei Groflenordnungen niedriger als der Level der HPB-Addukte in der
vorliegenden Arbeit [132-134]. Es zeigen sich grofe Unterschiede hinsichtlich Lokalisation
entlang der Speiserohre und des Krankheitsbildes (Abbildung 4-2). Darauf wird im Kapitel 4.4.

noch niher eingegangen.

Im Vergleich zum **P-Postlabeling kann mit der GC/MS-Bestimmung nach saurer Hydrolyse
der Ausgangspunkt der DNA-Verianderung, hier der Angriff des pyridyloxobutylierenden reak-
tiven Agens, genau bestimmt werden. Bei der Hydrolyse geht aber die Information iiber die
Bindungsstelle an der DNA-Base und die Position innerhalb der DNA verloren. Nach schonen-
derer thermischer DNA-Spaltung bleibt dagegen das Addukt an der DNA-Base gebunden.
Danach konnen die einzelnen Addukte mittels LC/MS bestimmt werden. Im Falle der TSNA
wurden zunichst die Addukte in vitro durch Inkubation O-acetylierter Vorstufen der reaktiven
a-Hydroxylierungsprodukte erzeugt und mit synthetischen Standards verglichen [135-139].
SchlieBlich gelang es eine Reihe von POB-Addukten auch in Lunge, Leber und Osophagus von
TSNA-behandelten Ratten nachzuweisen, die alle bei der sauren Hydrolyse HPB abspalten
[98,101,140]. In der Abbildung 4-1 werden beispiclhaft die Ergebnisse nach 10-wochiger Gabe
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von NNK, (S)-NNAL und (S)-NNN gezeigt. Das Addukt, dem die stirkste Mutagenitit und
Kanzerogenitit zugesprochen wird, O°-POB-Guanosin [100,141], konnte nur in der Lunge
nachgewiesen werden und macht nur einen sehr geringen Anteil an allen HPB-abspaltenden
Addukten aus. Hinzu kommen noch POB-Addukte der (R)-Isomeren von NNAL und NNN, die
jedoch in der Natur in geringerem Mal} vorkommen. Nur 25% des NNN im Tabak liegt in der
(R)-Form vor [142] und aus NNK entsteht in Humangeweben iiberwiegend (S)-NNAL [143].
Ein weiteres HPB-abspaltendes DNA-Addukt, der in Abbildung 4-2 gezeigte POB-Phospho-
triester, wurde von einer schwedischen Arbeitsgruppe entdeckt und in der Leber von NNK-be-
handelten Miusen nachgewiesen [144]. Uber das Vorkommen dieser spezifischen Addukte in

der DNA von Humanproben liegen noch keine Ergebnisse vor.
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Abbildung 4-1: POB-DNA-Addukte in Leber (A) und Lunge (B) von Fischer F344 Ratten, die
tiber 10 Wochen 10 ppm NNK, (S)-NNAL oder (S)-NNN Uber das Trinkwasser
erhalten hatten. In den NNN-behandelten Ratten wurden die Addukte zusétz-
lich im Osophagus (C) bestimmt. Die Addukte O°-POB-Guo und O*-POB-
dThd sind bei der abschlieBenden thermalen Hydrolyse unter sauren Bedin-
gungen stabil und behalten den Zuckerrest, die beiden anderen Addukte spal-
ten diesen oder das HPB ab. Die Verluste wurden mit Hilfe von deuterierten
Standards korrigiert [98,101].

Abbildung 4-2:  Struktur der POB-Phosphotriester [144]. OH
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4.3 Plasmakonzentration von Nicotinoiden

Um die Rauchbelastung der Probanden in einer Studie zuverldssig abschétzen zu konnen, reicht
es meist nicht aus sich allein auf die selbst gemachten Angaben in einem Fragebogen zu stiitzen
[125,145]. Nicotin hat aufgrund seines liberwiegend auf Tabakprodukte beschrinkten Vorkom-
mens eine hohe Spezifitit fiir die Belastung der Menschen durch das Rauchen und den Genuss
rauchloser Tabakwaren [92]. Wegen seiner kurzen Halbwertszeit von nur 2 h ist aber Nicotin
selbst wenig geeignet um die Rauchbelastung wider zu spiegeln. Cotinin, der Hauptmetabolit
des Nicotins, besitzt mit t,, = 16 h eine wesentlich lingere Halbwertszeit und wird deshalb zur
Bestimmung der akuten Rauchbelastung am hiufigsten herangezogen. In der Praxis wird
Cotinin meist in Serum/Plasma, Speichel oder Urin bestimmt. In der Klinik sind Plasma und
Urin gleichermallen geeignet, da Blut- und Urinproben routineméfig von den Patienten gewon-

nen werden.

Die mittlere Cotininkonzentration im Plasma liegt bei Rauchern in den meisten Studien iiber
200 ng/ml, die Nichtraucherwerte liegen im Mittel hdufig unter 5 ng/ml Plasma. Zur Unterschei-
dung von Rauchern wird in der Regel ein cut-off Wert von <15 ng/ml verwendet, weil diese
Konzentration selbst durch extreme Passivrauchbelastung bei Nichtrauchern nicht {iberschritten
wird [125]. Der viel diskutierte Beitrag von Nicotin aus Lebensmitteln [146] spielt selbst gegen-

iiber der Passivrauchbelastung nur eine untergeordnete Rolle [147,148].

Auch in der vorliegenden Arbeit ist der Unterschied in der Plasmakonzentration von Cotinin
zwischen Rauchern und Nichtrauchern hochsignifikant (p < 0,001), allerdings liegt der mittlere
Cotininwert bei den Rauchern mit 50 £ 33 ng/ml relativ niedrig. Dies ist sicher nicht alleine
dadurch bedingt, dass den Patienten die Blutprobe am Morgen in niichternem Zustand entnom-
men wurde. Der letzte Tabakkonsum muss entweder ldnger zuriickliegen oder in der Klinik-
situation mit den dort vorherrschenden Rauchverboten stark eingeschrinkt gewesen sein. Die
Abbildung 4-3 zeigt, dass bei den Rauchern, der selbst angegebene tigliche Zigarettenkonsum
nicht mit den Cotininwerten im Plasma korreliert (Spearman r = 0,073; n.s.). Zur Veranschauli-
chung des Zusammenhangs wird in der Abbildung auch die Gerade der linecaren Regression
gezeigt, die aber wegen der fehlenden Normalverteilung der Daten nicht zur Berechnung der
Korrelation herangezogen werden darf. Das Bild zeigt deutlich, dass die Patienten ihr Rauchver-
halten ganz offensichtlich sehr individuell veréndert haben. Der mit 158 ng Cotinin/ml Plasma
hochste Wert aller Patienten wurde im Ubrigen bei einem Raucher gemessen, der sich selbst als
Nichtraucher bezeichnete. Dieses Ergebnis belegt eindrucksvoll, dass speziell unter Klinikbe-

dingungen das selbst berichtete Rauchverhalten nur wenig iiber den akuten Rauchstatus aussagt.
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Abbildung 4-3: Korrelation zwischen selbst berichtetem Rauchverhalten und den Plasmakon-
zentrationen von Cotinin (links) und Myosmin (rechts)

Fiir Myosmin gibt es noch keine Angaben zur Halbwertszeit beim Menschen, Studien an Ratten
zeigen allerdings eine schnelle Metabolisierung des Myosmins [78,79]. Nach oraler Gabe von
radioaktiv markiertem Myosmin schieden Ratten zwei Drittel der Radioaktivitét innerhalb der
ersten 6 Stunden iiber den Urin aus. Nach i.v. Verabreichung und Messung der Radioaktivitét in
Ganzkorperschnitten durch Autoradiographie ergaben sich fiir alle Gewebe Halbwertszeiten von
ca. einer Stunde. Dies entspricht exakt den Werten, die fiir Nicotin ebenfalls an Ratten erhalten
wurden [149]. Daher muss beim Menschen fiir Myosmin von einer dhnlich kurzen Halbwerts-
zeit wie fiir Nicotin ausgegangen werden. GroBe tageszeitliche Schwankungen wurden in zwei
Dissertationen aus der eigenen Arbeitsgruppe fiir Plasma bzw. Speichel beschrieben [121,128].
Die hier gefundene groBe Streubreite der Myosminkonzentrationen zwischen Werten unter der
Nachweisgrenze und 1,4 ng/ml Plasma ist deshalb nicht verwunderlich, zumal den Patienten das
Blut am Morgen vor der Nahrungsaufnahme abgenommen wurde, die letzte Nahrungsaufnahme
als einer der hauptséchlichen Myosminquellen neben dem Rauchen, also unterschiedlich lange
zuriicklag. Wegen dieser unbefriedigenden Sachlage wurde nach geeigneteren Methoden
gesucht, mit denen die Myosminbelastung iiber einen lingeren Zeitpunkt abgeschétzt werden
kann. In den Metabolismusstudien an Ratten wurde nur ein fiir Myosmin spezifischer Metabolit
im Urin gefunden, das 3-Hydroxymyosmin, welches weniger als 3% zur gesamten Radioaktivi-
tat im Urin beitrug [78]. Unverdndertes Myosmin erschien nicht im Rattenurin. Ergebnisse beim
Menschen liegen noch nicht vor. Ein Hauptproblem des Biomonitorings von Substanzen im
Urin, die selbst oder deren Metaboliten nur geringfiigig zu der Gesamtausscheidung beitragen
ist, dass selbst kleine Schwankungen im prozentualen Anteil eine grole Auswirkung auf die
Schitzwerte fiir die Aufnahme dieser Substanzen haben. Die autoradiographische Studie mit

Myosmin ergab den Hinweis auf eine weitere Moglichkeit, auch eine ldngerfristige Belastung
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zu erfassen, denn Myosmin reichert sich wie Nicotin, Cotinin und andere leicht basische Sub-
stanzen im Melanin der Haare an [79,125,150]. Der Nachteil bei den Haaren ist aber die Abhin-
gigkeit vom Melaningehalt [151]. Dementsprechend hatten z.B. Kinder von Afroamerikanern
mit naturgemdf dunkler Haarfarbe bei gleicher Passivrauchbelastung deutlich héhere Cotinin-
konzentrationen in den Haaren als Kinder von Weillen, die hdufig eine hellere Haarfarbe haben
[152]. Eine gute Alternative zu den Haaren bieten die keratinhaltigen Négel. Es hat sich gezeigt,
dass auch hier basische Substanzen eingelagert werden [118-120,153-155]. Gegeniiber
Fingernigeln haben die FuBnégel als Langzeitmarker bei Rauchern den Vorteil, dass die Konta-
mination von auflen keine Rolle spielt. Bei einer Wachstumsrate der FuBBnigel von ca. 1 cm in
9-12 Monaten [156] bieten Abschnitte von 1-2 mm die Moglichkeit, die mittlere Belastung
durch Nicotinoide iiber einen Zeitraum von mehr als einem Monat zu erfassen. Erste Ergebnisse
aus der eigenen Arbeitsgruppe zeigen, dass dies auch fiir Myosmin gilt [121]. Die Myosminkon-
zentration in den FuBnigeln war bei Rauchern etwa dreimal so hoch wie bei Nichtrauchern.
Trotz dieser Abhédngigkeit vom Rauchen erstaunt es, dass eine schwache, jedoch signifikante
Korrelation zwischen den Myosminkonzentrationen im Plasma und der selbst berichteten An-
zahl pro Tag gerauchter Zigaretten (Spearman r = 0,362, p < 0.05) besteht (Abbildung 4-3), ob-
wohl sich fiir das viel stirker vom Rauchen abhingige Cotinin keine Abhéngigkeit vom Tabak-
konsum gezeigt hat. Unabhingig vom Rauchstatus war die Myosminkonzentration im Plasma
auch signifikant bei den Patienten erhoht, die angaben regelméBig Alkohol zu trinken (Abbil-
dung 3-29). Fiir diese unerwarteten Ergebnisse kann keine plausible Erkldrung angeboten

werden.

4.4 Einflussfaktoren fur DNA-Addukte in der Speiserdhre

Das Adenokarzinom des Osophagus gewinnt in den Lindern der westlichen Zivilisation zuneh-
mend an Bedeutung [22,27]. Seine Entstehung steht in direktem Zusammenhang mit dem Auf-
treten eines Barrett-Osophagus, einer intestinalen Metaplasie des normalen Plattenepithels. Der
Barrett-Osophagus entsteht durch chronischen Reflux von saurem Magensaft in die unteren Be-
reiche der Speiserdhre. Allerdings entwickeln von den Patienten mit einem Barrett-Osophagus
pro Jahr nur etwa 1-2% ein Karzinom [157]. Die hierfiir verantwortlichen Risikofaktoren sind
noch weitgehend unklar. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, ob das Auf-
treten von HPB-abspaltenden DNA-Addukten einen Einfluss auf die Entwicklung des EAC hat
und ob das Auftreten dieser Addukte im direkten Zusammenhang mit der Myosminaufnahme
durch die Nahrung steht. Diese Addukte wurden mit den in Tierversuchen durch das tabakspezi-
fische Nitrosamin NNN erzeugten Osophagustumoren in Verbindung gebracht [96]. Das
Humanbiomonitoring hat allerdings fiir die HPB-Addukte weder am Hamoglobin noch an der

DNA der Lunge die erwartete Spezifitit fiir das Rauchen gezeigt [83,103-105,107,108,158]. Bei
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Autopsien gewonnene Schleimhautproben des unteren Osophagus und der Cardia waren die
erstaunlich hohen Konzentrationen HPB abspaltender DNA-Addukte gédnzlich unabhéngig von
der akuten Rauchbelastung [112]. Dies wurde in der vorliegenden Studie bestétigt, denn auch in
den noch hoher belasteten Biopsien der Osophagusschleimhaut gab es keine Abhiingigkeit der
HPB-Addukte vom Rauchstatus (Tabellen 3-16 und 3-17). Auch wenn die Patienten relativ nie-
drige Cotininwerte im Plasma hatten, die wahrscheinlich auf die Kliniksituation zuriickgefiihrt
werden kdnnen, miisste sich eine Abhingigkeit vom Rauchen angesichts einer Erneuerungszeit
des Epithels von ca. 2 Wochen [159] auch noch nach einigen Tagen Abstinenz oder Einschrén-

kung des Rauchens zeigen.

Bei der Suche nach anderen Quellen fiir die HPB-Addukte wurde man auf das Myosmin
aufmerksam, weil es auch unabhéingig vom Tabakgenuss iiber die Nahrung aufgenommen wird
[68,69,160]. Zwickenpfluget al. [113] konnte zeigen, dass Myosmin im sauren Milieu durch
Nitrosierung in geringem Masse zu NNN, hauptsichlich aber iiber eine reaktive Zwischenstufe
zu HPB abgebaut wird. Dies wurde in einer weiteren Arbeit bestitigt, in der unter nitro-
sierenden Bedingungen auch eine kovalente Bindung von radioaktivem Myosmin an Kalbs-
thymus-DNA in vitro gezeigt werden konnte [114]. Durch Peroxidation kann Myosmin in
reaktive Species umgewandelt werden, die mit Wasser zu HPB abreagieren [116]. Vogt et al.
[76] zeigten schlieBlich, dass die zuvor bereits festgestellte genotoxische Wirkung von Myos-
min [75] in humanen EAC-Zelllinien pH-abhéngig ist und durch Zusatz von Wasserstoffperoxid
oder eines Peroxynitritdonors gesteigert werden kann. Auch spricht die gesteigerte Nitro-
sierungsrate im Bereich des unteren Osophagus [44] und das Vorliegen von Myosmin im Spei-
chel in Konzentrationen von 0,2 bis 2,33 ng/ml bei Nichtrauchern und 0,45 bis 10,86 ng/ml
Speichel bei Rauchern fiir die gesteigerte Bildung dieser Addukte [121]. Eine Abhingigkeit der
HPB-Addukte von den Myosminkonzentrationen im Niichternplasma konnte allerdings nicht
gezeigt werden (Abbildungen 3-34 bis 3-36). Aufgrund der wahrscheinlich sehr kurzen
Halbwertszeit von Myosmin beim Menschen (siehe Kapitel 4.3) kann jedoch von der
Bestimmung der Myosminkonzentration im Plasma nicht auf die Gesamtbelastung der Patienten
zuriick geschlossen werden. In kiinftigen Untersuchungen sollten Langzeitmarker wie die
Konzentration in den FuBBndgeln zur Abschitzung der Myosminbelastung herangezogen werden

[121].

Geht man trotzdem davon aus, dass die HPB-Addukte auch von der Myosminbelastung abhéin-
gen, dann sollten Patienten mit einem wahrnehmbaren Reflux, der sich als Sodbrennen duflert,
hohere Adduktlevel in der Osophagusschleimhaut aufweisen. Die Arbeiten der Gruppe von
McColl haben die Bedeutung der endogenen Nitrosierung gerade im Ubergangsbereich vom

Osophagus zum Magen eindrucksvoll belegt. Erstaunlicherweise wird dieser Prozess durch die
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Ascorbinsdure noch gefordert [44,161-163]. Tatséchlich zeigt sich trotz der hohen Streuung in
den Werten eine signifikante Erhohung der HPB-Addukte (Abbildung 3-22 und Tabelle 3-22).

Bei der Differenzierung der Adduktwerte nach dem Krankheitsstatus ist diese vom Symptom
Sodbrennen abhidngige Erhdhung nur noch bei Patienten mit Refluxdsophagitis und GERD
erkennbar (Abbildung 4-4). Sie ist bei den oral von der Lasion genommenen Biopsien
deutlicher ausgeprégt. Einschrankend muss zu diesen Ergebnissen angemerkt werden, dass auch
die Hélfte der Kontrollen angaben, unter Sodbrennen zu leiden. Die von Holzle [164] bei vier
Patienten mit EAC gesehene leichte Erhdhung der HPB-Addukte konnte in der vorliegenden
Arbeit nicht reproduziert werden. Die Abbildung demonstriert den bereits diskutierten Unter-
schied in den Adduktleveln von Biopsien im Vergleich zu Gewebeproben, die einen grof3eren
Anteil von Submucosa enthalten haben. Obwohl mit dem **P-Postlabeling eine grofie Anzahl
von nicht ndher charakterisierten Addukten erfasst werden, sind die von der finnischen Arbeits-
gruppe von Salo [132-134] berichteten Konzentrationen der DNA-Addukte in Biopsien/Gewe-
beproben des Osophagus um drei GroBenordnungen geringer als die HPB-Addukte. Auffallend
sind hier die relativ deutlichen Unterschiede der Adduktlevel im distalen Osophagus in Abhin-
gigkeit vom Krankheitsstatus und die erheblich héheren Werte im unteren Osophagus bei den
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Abbildung 4-4:  Abhangigkeit von DNA-Addukten in der Osophagusschleimhaut vom Krank-
heitsstatus. Die Werte von Heppel und Holzle [164] beziehen sich auf HPB-
Addukte, die restlichen Werte auf nicht ndher charakterisierte Addukte, die
mit **P-Postlabeling bestimmt wurden [132-134]. Die Werte von "Salminen
proximal™ entstammen dem oberen Drittel des Osophagus, alle tibrigen Werte
von magennahen Abschnitten. Bei den Werten von Heppel wurden die Ergeb-
nisse fr Patienten mit Reflux und GERD zusammengefasst.
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Die HPB-Addukte zeigten keine Abhédngigkeit vom Geschlecht. Das Risiko fiir das EAC ist
aber deutlich hoher fiir Ménner als fiir Frauen, wobei die Griinde hierfiir weitgehend unbekannt
sind [21,23,165,166]. In Ratten mit einem operativ erzeugten chronischen gastroduodenalen
Reflux erhohte die Gabe von Eisen signifikant die Spontanrate von Tumoren im unteren Oso-
phagus [167]. Frauen haben aufgrund der Monatsblutungen héufig einen niedrigeren Eisen-
spiegel als Manner. Es ist aber zweifelhaft, ob dieser relativ geringe Unterschied im Eisenstatus
den groflien Unterschied in der Inzidenz des EAC erkldren kann. Auch wiren die ethnischen
Unterschiede, ndmlich das deutlich hohere Risiko bei Amerikanern europdischer als afrikani-
scher Herkunft damit nicht erkldrbar [23,165,166]. Auch die Inzidenz der Refluxkrankheit ist
zwischen Méannern und Frauen nicht sehr unterschiedlich [168]. Es wird allerdings diskutiert,
dass ein nicht symptomatischer Reflux bei iibergewichtigen Méannern mit ihrer von Frauen ver-
schiedenen Fettverteilung, die so genannte Apfelform, deutlich hidufiger sein konnte. Der relativ
schwache Einfluss des BMI auf das EAC-Risiko wird jedenfalls deutlich stirker, wenn man zu-
satzlich den Bauchumfang oder noch besser das Verhéltnis von Bauch-zu-Hiiftumfang (waist-
to-hip ratio) beriicksichtigt [169]. In der vorliegenden Arbeit wurde nur der BMI bestimmt, der
bei den Refluxpatienten signifikant erhht war (Abbildung 3-9). Bei den HPB-Addukten zeigte
sich nur eine Tendenz zur Erh6hung (Abbildung 3-19), aber keine signifikante Korrelation zwi-
schen BMI und HPB-Addukten (Abbildung 3-20) wie bei den von Schlébe et al. [112] unter-

suchten Proben der unteren Speiserdhre akut Verstorbener.

Der fiir viele Krebserkrankungen gesehene Schutzeffekt einer gemiise- und obstreichen Ernéh-
rung, wird auch fiir das EAC und den Barrett-Osophagus gesehen [170-173]. Aufgrund der zu
geringen Anzahl von Patienten mit diesem Krankheitsbild (N = 12) konnte kein Einfluss auf die
HPB-Addukte gesehen werden. Fiir andere diskutierte Risikofaktoren der Erndhrung zeigten
sich nur tendenzielle Effekte. Der hdufige Verzehr scharfer Speisen fiihrt zu einer Erhhung
(Abbildung 3-23). Auch der Konsum von nusshaltigen Lebensmitteln, der in anderem
Zusammenhang echer als Schutzeffekt vor Tumorerkrankungen gesehen wird [174], war mit
einem Anstieg der HPB-Addukte verbunden (Abbildung 3-24). Sollte sich dies in einer
grofleren Studie bestétigen lassen, wiirde angesichts des Vorkommens von Myosmin in Niissen
[68], die Hypothese unterstiitzt, dass eine Myosminbelastung zur Bildung von HPB-Addukten
beitrdgt [114]. Allerdings miisste dann auch die Myosminaufnahme mit dem Nussverzehr
korrelieren. Dies kann, wie oben diskutiert, nur mit einem Langzeitmarker wie den Zehennigeln
bestimmt werden. Die Plasmakonzentration der niichternen Patienten lieferte hier keine verwert-
baren Ergebnisse. Wenngleich die Milch in der Studie von Tyroller et al. [69] relativ hohe
Myosminkonzentrationen aufwies, waren bei den Patienten, die einen haufigeren Verzehr von

Milchprodukten angaben, die HPB-Addukte erniedrigt (Abbildung 3-25).
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Obwohl der Alkoholkonsum fiir das EAC im Gegensatz zum ESCC eine untergeordnete Rolle
spielt [13,27], waren die HPB-Addukte bei den Nichtrauchern, die regelmifBig Alkohol tranken,
signifikant erhoht (Abbildung 3-21). Dies konnte mit der durch Ethanol gesteigerten Resorption
von Fremdstoffen in der Schleimhaut zusammenhéngen [175,176]. Allerdings waren die HPB-
Addukte bei den Rauchern vom Alkoholkonsum nicht beeinflusst. Dagegen war die
Myosminkonzentration im Plasma unabhéngig vom Rauchstatus signifikant erhdht (Abbil-

dung 3-29).

Auch wenn noch viele Fragen offen bleiben, liefern die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
doch wichtige Erkenntnisse zum besseren Verstindnis der Pathogenese des EAC. Die generell
hohen Konzentrationen HPB-abspaltender DNA-Addukte in der Schleimhaut des unteren Oso-
phagus sind von der Saurebelastung abhéingig. Die Adduktlevel sind im akut entziindeten Epi-
thel am hochsten, also vor der Metaplasie, die im Barrett-Osophagus die Schleimhaut vor der
Saure schiitzt. Vom Rauchstatus sind die Addukte dagegen vollig unabhingig. Dies unterstiitzt
unsere Hypothese, dass unter nitrosierenden und peroxidierenden Bedingungen das Myosmin
als weitgehend vom Rauchen unabhéngige Quelle von HPB-Addukten eine wichtige Rolle in
der Initiation der Kanzerogenese des EAC spielt. Im Gegensatz zu den kiirzlich entdeckten
DNA-Addukten von Gallensduren [50] braucht es fiir die Bildung der HPB-Addukte keinen
duodenalen Reflux. Fiir die Promotion und Progression der initialen DNA-Schéadigung in den
Zellen sind sicherlich andere Faktoren entscheidend. Fiir die zweifellos bedeutsamen Einfluss-
faktoren Erndhrung und Geschlecht, liefert die vorliegende Arbeit keine Erklarung. Ob Unter-
schiede in der Myosminbelastung vorliegen oder nur die Myosminaktivierung unter Refluxbe-
dingungen erhoht ist, kann ebenfalls nicht aus den Ergebnissen abgeleitet werden. Hierzu bedarf
es der Bestimmung eines Langzeitmarkers fiir die Myosminbelastung, fiir die die Konzentration
in den Zehenndgeln in Frage kommt. Auch wire es erforderlich, eine hohere Anzahl von
Barrett- und EAC-Patienten zu untersuchen um die hier gefundenen Tendenzen abzusichern.
Die geplante Akquisition etwa gleich groBer Gruppen aus der Sequenz Reflux — GERD —
Barrett — EAC war aber wegen des Weggangs unseres klinischen Kooperationspartners im zeit-

lichen Rahmen der Dissertationsarbeit nicht mehr zu realisieren.
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Fragebogen

I1. Medizinische Klinik

und Poliklinik

(Gastroenterologie)

(Univ.-Prof. Dr. med. Roland Schmid)

Einverstindniserklarung

Klinische Studie zum Zusammenhang zwischen Erndhrungsgewohnheiten und Speiserdhren-
krebs'

Ich erklare mich einverstanden, dass eine Blutprobe von mir, sowie eine
Gewebeprobe des wahrend der Operation/ Endoskopie gewonnenen Materials

aus der Speiserthre fur wissenschaftliche Zwecke verwendet wird.

Ich stimme der Erfassung, Verwertung, Weitergabe und Aufbewahrung meiner

Daten gemalf den Datenschutzbestimmungen flr wissenschaftliche Zwecke zu.

Ich wurde informiert, dass die Teilnahme an der Studie freiwillig ist und ich diese

jederzeit ohne Angabe von Griinden beenden kann.

Patient Aufklarender Arzt

1 Der offizielle Titel des Forschungsprojektes (in Fachsprache) lautet ,,Bestimmung von DNA-Addukten
durch didtetisch zugefiihrtes Myosmin und tabakspezifische Nitrosamine in verschiedenen Stadien des
Osophagealen Karzinoms® bzw. englisch ,,.Determination of a common DNA adduct from dietary
myosmine and tobacco-specific nitrosamines in different stages of esophageal carcinoma®
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Fragebogen:

Name:
Vorname:

Geburtsdatum:

Soziokulturelle Faktoren:

Hochster Schul- bzw. HochschulabsChIUSS: .........cccveeieriiiiiiiesiecieeeeeeese e
Hochster berufsbildender AbSChIUSS: ......coc.eiiiiiiiiiii e
Momentan ausgelibter BETUL: ..........cooiiiiiiiiiii et
Waochentliche Arbeitsbelastung in StUNAEN: ..........cccveeieriiiiiniiiieceeeeee e
Umziige in den letzten 10 JARTEN: .......ccoeviiriiiiieiieiceeetee ettt esbe e eenas

Erndhrung:

Welche Ihrer Hauptmahlzeiten nehmen Sie regelmafig ein?

O Friihstiick O Mittagessen O Abendessen
ANIMETKUNEZ ...ttt ettt et e st e bt esat e s bt e saeesateeneasseesaeesseesseesaeaseesseeseesseens
Nehmen Sie haufige Zwischenmahlzeiten ein? OlJa O Nein

Essen Sie gerne scharf gewlirzte Speisen?
O Nie O Selten O Gelegentlich O Sehr haufig

Wie heil3 essen Sie Ihre Speisen? O Sehr heifl (direkt vom Herd) O Warm O Lauwarm/Kalt

Wie schnell essen Sie? O Hastig (,,Schlingen) O Normal O Sehr bewusst und langsam
Wie haufig essen Sie Fleisch? O Taglich O Mehrmals pro Woche O Selten O Nie

Wie haufig essen Sie geraucherte Nahrungsmittel?
O Taglich O Mehrmals pro Woche O Selten O Nie

Wie haufig essen Sie Wurst? O Téaglich O Mehrmals pro Woche O Selten O Nie
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Wie haufig essen Sie Fisch? O Téaglich O Mehrmals pro Woche O Selten O Nie

Essen Sie regelmaRig Obst/Gemdise/Salat?
O Tiéglich O Mehrmals pro Woche O Selten O Nie

Essen Sie regelméaRig Schokolade? O Téglich O Mehrmals pro Woche O Selten O Nie

Essen Sie regelmaRig Bonbons/Gummibérchen etc.?
O Téaglich O Mehrmals pro Woche O Selten O Nie

Essen Sie regelméaRig Nusse? O Taglich O Mehrmals pro Woche ~ O Selten O Nie

Essen Sie regelmaRig Kuchen/Torten? O Téglich O Mehrmals pro Woche O Selten O Nie

Essen/Trinken Sie regelmafig Milchprodukte/Milch?
O Téglich O Mehrmals pro Woche O Selten O Nie

Welche Kiiche bevorzugen Sie?
O Mediterrane O Hausmannskost O Vollwert- O Vegetarische Kiiche O Fast Food

Welche Brotsorte bevorzugen Sie? O Weillbrot O Schwarzbrot O Vollkornbrot
Getranke:
Gesamte Trinkmenge/Tag: ..........cceveeneee. /Tag
Was trinken Sie hauptsachlich? O Mineralwasser O Saft O Cola/Limonade O Tee
O Sonstiges

Wie viele Tassen Kaffee/Schwarzen Tee/Grunen Tee trinken Sie taglich?
........... Tassen Kaffee, ...............Tassen Schwarzen Tee,..................Tassen Griinen Tee

Alkohol:  Oja Onein O Ex-Alkoholabusus: seit wann?......................

OBier s 0,5 1 Glaser / Tag seit wann?.............
O Wein 0,2 1 Gléaser / Tag seit wann?............
O Schnaps ~ .ccceeveeien, 2 cl Glaser / Tag seit
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Rauchen: Oja Onein O Ex-Nikotinabusus: seit wann?.............c...........
O Zigaretten — ...cccvereennnnne Stiick /Tag iiber wie viel
Jahre:...............
O Zigarre e, Stiick /Tag iiber wie viel
Jahre:...............
O Pfeife . Stiick /Tag iiber wie viel
Jahre:...............
Raucht — abgesehen von Thnen — jemand in [Threm Haushalt/Arbeitplatz?...........
ANMETKUNG ...ttt e et e e eae e e e e see e seeensaeennes
Medikamente: ........c.cccccveenvcnnenens VON e bis
Hatten Sie friher schon Tumorerkrankungen? Wann?...........c.coccoooeeeieeieeieeceeeceeecre e,
NS 00 T TR N 1 21 o) PRSP
FamilieNaNaMINESE. ... ..o

Begleiterkrankungen:
Hatten Sie im Laufe Ihres Lebens folgende Erkrankungen:
O Ulcus/Gastritis

O Colitis ulcerosa/M. Crohn
O Asthma

O Chron. Bronchitis

O lange Hustenperioden

O Diabetes mellitus

O Rheuma/Arthritis

O Lebererkrankungen

O Pancreatitis

O Hypertonus

O erhohtes Cholesterin

O sonstige:



6 Anhang

AS

Vor-Operationen:

Diagnose: ......ccccveevvennen. Datum: .........
Wo:...........

Diagnose: .....ccccoeveveirennne Datum: .........
Wo:.......c...

Diagnose: .....cccceevveirennne Datum: .........
Wo:.......c...

Symptome:

Sodbrennen: O ja O nein

O stindig O sehr oft O oft

Schluckstorung: Oja Onein

Vollegefiihl: Oja Onein

Kurzatmigkeit: Oja O nein

Brustschmerz: Oja Onein

KloBgefiihl im Hals Oja Onein

Husten: Oja Onein

Schmerzhaftes Schlucken Oja Onein

Verstopfung: Oja Onein

Hochwiirgen unverdauter Speise:

Beschwerden im Oberbauch:

Einatmen von Nahrungsresten (Aspiration):

Oja Onein
Oja Onein
Oja O nein

.............. ATt e,

.............. ATt e

.............. ATt e

seit wie viel Jahren?....................

O selten

Heiserkeit: Oja Onein
Asthma: Oja Onein
AufstoB3en: Oja O nein
Durchfall: Oja O nein
Ubelkeit: Oja O nein
Luftschlucken: Oja O nein
Bléhungen: Oja Onein
Erbrechen: Oja Onein
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Tabelle A-1: Demographische und gesundheitsbezogene Daten (BMI: Body-Mass-Index)

Alter

Grofle Gewicht BMI

Nr. [a] Geschlecht [cm]  [Kd] [kg/m?] Schulabschluss Krankheit Sodbrennen
7 66 ménnlich 178 89,5 28,25 Studium sonst. CA  nein
8 70 weiblich 160 60,0 23,44 Mittlere Reife  sonst. CA

65 weiblich 161 83,0 32,02 Mittlere Reife ~ Reflux ja
10 60 weiblich 160 66,0 25,78 Hochschulreife Reflux ja
11 50 miénnlich 178 83,0 26,20 sonstiger sonst. CA ja
12 45 weiblich 168 67,0 23,74 Hochschulreife sonst. CA  ja
13 75 weiblich 157 58,0 23,53 Hauptschule sonst. CA  ja
14 28 weiblich 168 51,0 18,07 Studium Kontrolle nein
15 40  ménnlich 187 75,0 21,45 Studium GERD ja
16 40 mannlich 175 70,0 22,86 sonst. CA  nein
17 43  weiblich 170 65,0 22,49 GERD ja
18 49  minnlich 175 83,0 27,10 Gastritis
19 42 ménnlich 175 57,0 18,61 Hauptschule sonst. CA  nein
20 22 ménnlich 173 76,0 25,39 Hochschulreife GERD nein
21 68  weiblich 159 59,0 23,34 Hochschulreife GERD ja
22 47 weiblich 154 69,0 29,09 Mittlere Reife ~ Kontrolle  nein
23 65 minnlich 170 60,0 20,76 GERD ja
24 50  mannlich Barrett ja
25 37 ménnlich 184 104,0 30,72 Studium Reflux ja
26 69  weiblich 162 54,0 20,58 ESCC nein
27 61 ménnlich 174 75,0 24,77 Hochschulreife GERD
28 28 maénnlich 182 105,0 31,70 Hochschulreife GERD ja
29 80  minnlich 170 66,0 22,84 GERD ja
30 70 ménnlich 171 90,0 30,78 Studium Barrett nein
31 58 weiblich 164 52,0 19,33 Mittlere Reife ~ Kontrolle ja
32 55 ménnlich 178 70,0 22,09 GERD ja
33 48 ménnlich 173 103,0 34,41 Hauptschule Barrett ja
34 72 mannlich 176 75,0 24,21 sonst. CA  nein
35 55 weiblich 153 59,0 25,20 Studium Kontrolle ja
36 78 weiblich 160 65,0 25,39 Studium Gastritis ja
37 58 ménnlich 186 84,0 24,28 Barrett nein
38 59  maénnlich 184 109,0 32,20 GERD ja
39 37 ménnlich 180 70,0 21,60 Studium GERD ja
40 46  weiblich 169 82,0 28,71 Studium Barrett ja
41 53 weiblich 163 56,0 21,08 Mittlere Reife ~ Kontrolle  nein
42 52  mannlich 170 70,0 24,22 Hauptschule Gastritis ja
43 25 ménnlich 165 51,0 18,73 Hauptschule GERD ja
44 74  weiblich 170 88,0 30,45 Studium GERD
45 52 ménnlich 172 80,0 27,04 Hochschulreife EAC nein
46 20 mannlich 175 67,0 21,88 sonst. CA  nein
47 45  miénnlich 177 68,5 21,86 sonstiger Barrett ja
48 59 weiblich 170 72,0 24,91 Mittlere Reife ~ ESCC nein
49 45 ménnlich 176 56,0 18,08 sonstiger ESCC nein
50 48 ménnlich 175 83,0 27,10 Hauptschule sonst. CA  nein
51 62  weiblich 162 53,0 20,20 ESCC nein
52 47  weiblich 164 56,0 20,82 Studium Kontrolle  nein
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A7

Forts. Tabelle A-1: Demographische und gesundheitsbezogene Daten

Nr. gl]ter Geschlecht E{r?]ge ﬁ(z\iwcht [Bkl\élllmz] Schulabschluss  Krankheit Sodbrennen
53 73 weiblich 164 61,0 22,68 Hauptschule Kontrolle nein
54 58  minnlich 172 85,0 28,73 Hauptschule Reflux ia
55 41 mannlich 182 92,0 27,77 Hauptschule Gastritis ia
56 43 ménnlich 180 81,0 25,00 Hochschulreife GERD ja
57 62  miénnlich 173 79,0 26,40 Hauptschule GERD ja
58 57  weiblich 172 49,0 16,56 Hauptschule Mycosis ja
59 56  méannlich 180 108,0 33,33 Studium Reflux ia
60 60 weiblich 150 98,0 43,56 Mittlere Reife  Gastritis ia
61 50  weiblich 163 85,0 32,00 Gastritis

62 21 weiblich 170 74,0 25,61 Mittlere Reife  Gastritis nein
63 60  minnlich 187 83,0 23,74 Studium Barrett ja
64 22 maénnlich 182 67,0 20,23 Hochschulreife  Kontrolle  ja
65 31  weiblich 160 68,0 26,56 sonstiger GERD ia
66 71 weiblich 160 55,0 21,48 sonst. CA  nein
67 78 weiblich 172 62,6 21,16 sonstiger Gastritis

68 73 weiblich 163 68,0 25,59 Hauptschule sonst. CA  ja
69 24  weiblich 165 53,0 19,47 Hauptschule Kontrolle nein
70 63  minnlich 176 85,0 27,44 Studium EAC ja
71 66  weiblich 168 59,0 20,90 Hochschulreife GERD ia
72 6l mannlich 168 88,0 31,18 Hauptschule Kontrolle  ja
73 60 weiblich 168 62,0 21,97 Hochschulreife Kontrolle g
74 66  weiblich 170 77,0 26,64 ESCC ia
75 46  weiblich 155 70,0 29,14 Studium Gastritis

76 61  weiblich 163 63,0 23,71 Kontrolle

77 71 weiblich 160 58,0 22,66 sonst. CA  nein
78 64 weiblich 158 55,1 22,07 sonstiger sonst. CA  nein
79 71 ménnlich 175 77,0 25,14 Hochschulreife Kontrolle ja
80 50 ménnlich 173 68,0 22,72 Hauptschule sonst. CA  nein
81 28 weiblich 164 63,0 23,42 Mittlere Reife =~ Kontrolle nein
82 48  weiblich 162 67,0 25,53 Hochschulreife GERD ia
83 68  weiblich 164 85,0 31,60 Mittlere Reife ~ Barrett ia
84 26  weiblich 175 95,0 31,02 Mittlere Reife ~ Kontrolle  nein
85 47  minnlich 170 66,0 22,84 Studium GERD ja
86 68  minnlich ESCC nein
87 48  minnlich 186 97,0 28,04 Studium Reflux ja
88 75 weiblich 158 70,0 28,04 sonst. CA  ja
89 45  weiblich sonstiger Kontrolle  ja
90 63 minnlich 180 117,0 36,11 Hauptschule EAC nein
91 59 maéannlich 181 83,0 25,34 Studium GERD ia
92 41 weiblich 177 63,0 20,11 Studium Kontrolle  ja
93 28  minnlich 190 107,0 29,64 Mittlere Reife =~ GERD ja
94 75 minnlich 176 90,0 29,05 EAC nein
95 37  weiblich 170 74,0 25,61 Mittlere Reife ~ Kontrolle  nein
96 67  weiblich 160 56,0 21,87 Hauptschule Kontrolle ja
97 54 ménnlich 168 68,5 24,27 ESCC nein
98 359 ménnlich 175 64,0 20,90 ESCC nein
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Tabelle A-2: Ernéhrungs- und Trinkgewohnheiten (TV: Trinkvolumen; ZM: Zwischenmahlzeiten)

[Tassen/Tag]

Verzehrge- tagl. TV

Nr. ZM schwindigkeit [L] scharfes Essen Kaffee Teeschwarz Tee griin Alkohol
7 ja normal 1,0 héaufig 2,0 2.0 0.0 regelmifig
8 ja  normal 2,5 nie 4,0 0.0 3.0 unregelmaBig
ja langsam 3,5 gelegentlich 0,0 3.5 1.0 unregelméaBig
10 nein normal 1,75 nie 2,0 0.0 0.0 unregelméaBig
11 ja normal 3,0 gelegentlich 1,0 1.0 0.0 unregelméBig
12 nein normal 1,0 nie 0,0 0.0 0.0 unregelméBig
13 ja normal 1,5 gelegentlich unregelméaBig
14 nein normal 1,0 gelegentlich 1,0 2.0 0.0 unregelmaBig
15 nein hastig 2,0 gelegentlich 6,0 0.0 0.0 regelmaBig
16 ja langsam 2,0 selten 1,0 2.5 0.0 unregelméaBig
17 ja normal 0,75 gelegentlich 1,0 0.0 0.0 unregelméBig
18 nein normal 3,0 gelegentlich 3,0 0.0 0.0 regelméBig
19 ja langsam 2,5 gelegentlich 0,0 2.0 0.0 regelméBig
20 ja hastig 1,5 gelegentlich 0,0 0.0 0.0 regelméfig
21 nein normal 2,0 selten 2,0 0.0 0.0 unregelmaBig
22 ja  normal 1,75 selten unregelméaBig
23 ja normal 1,5 nie 0,0 0.0 0.0 unregelméBig
24 nein langsam 2,0 gelegentlich 3,5 0.0 0.0 unregelméBig
25 nein normal 3,0 gelegentlich 1,0 0.0 0.0 regelmiBig
26 ja hastig 1,0 gelegentlich 5,0 0.0 0.0 unregelmaBig
27 nein normal 1,25 gelegentlich 0,0 5.5 0.0 regelmiBig
28 nein normal 1,5 selten 1,5 1.0 0.0 unregelméaBig
29 ja normal 3,0 gelegentlich 1,0 0.0 0.0 regelméBig
30 nein langsam 2,0 gelegentlich 0,0 5.0 0.0 regelméBig
31 nein langsam 2,0 selten 2,0 0.0 0.0 regelmafig
32 nein normal 1,5 gelegentlich 1,5 0.0 0.0 regelmiBig
33 nein normal 1,75 selten 1,0 0.0 0.0 unregelméBig
34 nein langsam 2,0 selten regelmifig
35 ja normal 3,0 selten 2,0 3.0 0.0 unregelméBig
36 nein hastig 1,0 gelegentlich 4,0 0.0 0.0 regelméBig
37 ja normal 2,0 gelegentlich 0,0 3.0 0.0 regelméBig
38 nein normal 2,0 gelegentlich 2,0 0.0 0.0 regelmiBig
39 ja normal 2,0 gelegentlich 0,0 0.0 3.0 regelméBig
40 nein langsam 1,0 nie 2,0 0.0 0.0 unregelméaBig
41 ja hastig 1,5 hiufig 2,0 0.0 2.0 regelméBig
42 ja normal 1,0 gelegentlich 1,0 0.0 1.0 unregelméBig
43 ja hastig 1,0 nie 0,0 0.0 2.0 unregelméBig
44 normal 2,0 selten 1,0 2.5 0.0 unregelmaBig
45 ja normal 1,5 gelegentlich 1,0 0.0 0.0 regelméBig
46 nein normal 2,0 gelegentlich 4,0 0.0 0.0 unregelméaBig
47 ja normal 2,75 selten 5,0 0.0 0.0 unregelméBig
48 nein langsam 1,75 gelegentlich 1,0 0.0 6.0 regelméBig
49 ja langsam 3,5 gelegentlich 2,0 2.0 0.0 regelméBig
50 nein normal 1,0 selten 3,0 0.0 0.0 unregelmaBig
51 ja normal 2,0 gelegentlich 2,0 0.0 0.0 unregelmaBig
52 ja  hastig 2,0 selten 3,5 0.0 0.0 unregelméaBig
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Forts. Tabelle A-2: Erndhrungs- und Trinkgewohnheiten

- 4 Tassen/Ta
Nr. ZM ;éirv%/?rr\]g?;keit Ei%l'Tvscharfes EssenKaffee Tee[schwarz g':ll'ee griin Alkohol
53 nein normal 2,0 gelegentlich 2,0 0.0 0.0 unregelmafig
54 nein normal 2,25 héaufig 4,5 0.0 0.0 unregelmafig
55 nein normal 2,5 selten 4,0 0.0 0.0 unregelmifig
56 nein normal 1,75 gelegentlich 3,0 0.0 0.0 regelméBig
57 nein normal 4,0 selten regelméBig
58 ja  langsam 1,0 gelegentlich unregelméBig
59 nein hastig 4,0 gelegentlich 0,0 3.0 0.0 unregelmafig
60 nein normal 1,0 selten 3,0 0.0 0.0 unregelmaBig
61 ja  normal 1,0 selten 1,5 1.0 1.5 regelmiBig
62 ja  normal 2,0 nie 1,0 0.0 0.0 unregelméBig
63 nein normal 1,5 nie 0,0 0.0 0.0 unregelméBig
64 ja  normal 3,0 selten 0,0 1.0 0.0 unregelméfig
65 ja  hastig selten 0,0 0.0 1.0 unregelmafig
66 ja  normal 2,0 nie 1,0 0.0 1.0 unregelmifig
67 normal 2,25 nie 0,0 4.0 4.0 unregelméiBig
68 nein normal 2,0 selten 2,5 0.0 0.0 unregelméBig
69 ja  normal 1,5 nie 0,0 0.0 0.0 unregelméBig
70 ja  normal 2,0 gelegentlich 3,0 0.0 0.0 regelméBig
71 nein normal 2,25 gelegentlich 1,0 0.0 0.0 regelmaBig
72 ja  normal 2,5 selten 2,0 0.0 0.0 unregelmafig
73 nein langsam 3,5 gelegentlich 0,0 4.5 0.0 unregelmiBig
74 nein hastig 2,0 hiufig 4,0 0.0 4.5 unregelméBig
75 ja  normal 1,25 haufig 0,0 0.0 5.0 unregelméBig
76 ja  normal 1,75 gelegentlich 3,0 0.0 0.0 unregelmiBig
77 nein langsam nie unregelmaifig
78 mnein langsam 2,25 nie 2,0 2.0 0.0 unregelmafig
79 nein normal 1,0 selten 1,0 1.0 0.0 unregelmifig
80 ja  normal 2,0 selten 4,0 0.0 0.0 regelméBig
81 ja  normal 3,0 selten 4,0 0.0 0.0 unregelméBig
82 nein normal 2,0 gelegentlich 2,0 0.0 0.0 regelmaBig
83 nein normal 1,0 selten 3,0 0.0 0.0 unregelmafig
84 ja  normal 2,5 gelegentlich 2,0 0.0 0.0 unregelmafig
85 ja  normal 2,0 nie 3,0 0.0 0.0 regelmifig
86 normal 1,5 gelegentlich regelméBig
87 nein normal 2,0 hiufig 2,0 0.0 10.0 regelméBig
88 nein normal 1,5 gelegentlich 2,0 0.0 0.0 unregelmafig
89 ja  normal 1,5 selten 3,0 0.0 0.0 unregelmafig
90 nein normal 2,5 selten 0,0 0.0 2.0 unregelmaBig
91 nein normal 3,5 selten 1,0 0.0 0.0 unregelmifig
92 ja  normal 4,0 selten 0,0 0.0 0.0 unregelméBig
93 ja  hastig 2,0 selten 0,0 0.0 0.0 regelméBig
94 ja  normal 2,0 nie 1,5 0.0 0.0 unregelméfig
95 nein normal 3,0 selten 2,0 0.0 0.0 regelmifig
96 nein normal 2,0 selten 2,0 0.0 1.0 unregelmaBig
97 nein langsam 1,0 selten 4,0 0.0 0.0 unregelmafig
98 nein hastig 2,5 selten regelméBig
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Tabelle A-3: Spezielle Bestandteile der Erndhrung (m.W.: mehrmals die Woche)
Nr. Fleisch Wurst  C€M8Y  Fisch  Obst/Gemiise StiBwaren S°MOKO™  Niisse  Milch
chertes lade
7  selten m.W. m.W. selten  tédglich selten selten m.W. selten
8 selten selten selten mW. mW. nie m.W. nie taglich
9 mW. m.W. selten selten  tdglich nie m.W. m.W.  tiglich
10 mW. selten selten m.W. tiglich selten selten selten  m.W.
11 tdglich m.W. taglich selten  tédglich selten selten nie m.W.
12 téglich  tdglich m.W. selten  selten nie m.W. nie taglich
13 mW. selten selten mW. mW. nie m.W. nie taglich
14 mW. m.W. selten selten m.W. selten selten selten  téglich
15 selten selten selten selten m.W. selten selten selten  m.W.
16 selten selten nie m.W. tiglich nie tdglich m.W.  selten
17 mW. selten selten mW. mW. selten taglich  selten  tiglich
18 mW. m.W. selten selten  selten m.W. selten selten m.W.
19 selten selten selten m.W. tiglich selten tiglich m.W. m.W.
20 tdglich  tdglich  selten m.W. tiglich selten m.W. selten  selten
21 selten selten selten m.W. téglich selten m.W. selten  m.W.
22 mW. m.W. selten selten  selten selten selten nie taglich
23 selten m.W. selten m.W. selten selten selten selten  selten
24 mW. selten selten selten m.W. m.W. m.W. selten m.W.
25 mW. m.W. selten selten m.W. selten selten selten  selten
26 selten taglich  selten selten  tdglich nie taglich  nie m.W.
27 téaglich mW. m.W. selten m.W. selten selten selten  selten
28 tdglich  selten selten selten m.W. nie selten selten  nie
29 mW. taglich  selten selten  selten m.W. taglich  selten  tiglich
30 mW. taglich  selten m.W. téglich nie selten selten
31 selten selten selten mW. mW. nie selten m.W.  tiglich
32 tdglich  tdglich  tdglich m.W. tiglich nie nie selten  tdglich
33 selten selten nie m.W. selten selten m.W. selten  tdglich
34 selten m.W. selten m.W. selten nie m.W. nie nie
35 nie nie selten m.W. tiglich selten selten selten  m.W.
36 tdglich  téglich  téglich m.W. téglich nie selten nie taglich
37 mW. taglich  selten selten  selten m.W. m.W. selten  selten
38 mW. taglich  selten selten m.W. nie selten nie nie
39 mW. m.W. nie m.W. tiglich selten m.W. m.W.  tiglich
40 m.W. nie selten mW. mW. selten selten selten  m.W.
41 selten selten selten selten  tdglich selten selten m.W.  tiglich
42 mW. m.W. selten mW. mW. selten selten selten m.W.
43 m.W. m.W. selten mW. mW. selten m.W. mW. mW.
44 m.W. m.W. m.W. mW. mW. nie selten selten  m.W.
45 m.W. selten selten selten  selten selten selten selten  selten
46 m.W. selten selten mW. mW. m.W. selten selten  m.W.
47 m.W. taglich  nie mW. mW. nie selten selten  téglich
48 selten m.W. m.W. selten m.W. selten selten selten m.W.
49 m.W. m.W. selten selten m.W. m.W. m.W. selten  selten
50 m.W. selten selten selten m.W. nie selten selten  tdglich
51 mW. m.W. selten selten  tédglich selten selten selten m.W.
52 selten selten selten selten  tédglich selten m.W. selten  téglich
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Forts. Tabelle A-3: Spezielle Bestandteile der Erndhrung (m.W.: mehrmals die Woche)

Gerau- Schoko-

Nr. Fleisch  Wurst chertes Fisch  Obst/Gemdise SuRwaren lade Nisse  Milch
53 selten m.W. selten mW. mW. selten selten selten  tdglich
54 m.W. taglich  selten mW. mW. selten selten selten  selten
55 téglich m.W. selten mW. mW. selten selten selten  m.W.
56 selten m.W. selten selten m.W. mW. mW. selten  m.W.
57 mW. taglich  selten selten  tédglich selten selten selten  nie

58 selten m.W. m.W. selten m.W. m.W. selten selten  selten
59 mW. m.W. selten selten  tdglich m.W. selten selten  m.W.
60 mW. m.W. selten selten m.W. selten m.W. nie m.W.
61 tdglich  tdglich mW. m.W. tiglich selten m.W. selten  selten
62 mW. taglich  selten selten m.W. selten m.W. nie selten
63 tdglich  nie selten selten  tédglich nie m.W. m.W. taglich
64 tiglich m.W. selten selten  tdglich selten selten nie m.W.
65 selten nie nie selten m.W. selten selten selten  tdglich
66 mW. m.W. selten selten m.W. selten m.W. selten  m.W.
67 mW. m.W. selten mW. mW. nie taglich  selten  tiglich
68 selten selten selten m.W. tiglich m.W. m.W. m.W.  tiglich
69 selten m.W. selten selten  selten taglich m.W. selten  téglich
70 m.W. m.W. selten selten m.W. selten m.W. taglich  téglich
71 selten selten selten m.W. tiglich nie selten taglich  téglich
72 m.W. m.W. selten selten  tédglich selten selten selten  selten
73 selten nie selten m.W. tiglich selten selten m.W.  tiglich
74 m.W. m.W. m.W. m.W. tiglich nie nie selten  téglich
75 m.W. selten selten m.W. téglich m.W. m.W. m.W. taglich
76 m.W. m.W. selten selten  tdglich selten m.W. selten  m.W.
77 nie selten nie selten  nie nie nie

78 nie nie nie nie nie selten selten nie taglich
79 tdglich  selten selten selten m.W. nie selten selten  selten
80 m.W. m.W. selten m.W. selten m.W. taglich  selten  selten
81 m.W. m.W. selten selten  tédglich selten taglich  nie taglich
82 selten selten selten selten m.W. m.W. selten selten  m.W.
83 selten taglich  selten m.W. tiglich nie selten selten  téglich
84 selten nie nie selten  tdglich m.W. tiglich m.W.  tiglich
85 téglich  tiglich m.W. mW. mW. selten selten selten  selten
86 mW. m.W. selten selten  selten selten selten selten  m.W.
87 taglich  tdglich  selten selten  téglich selten nie selten  selten
88 m.W. m.W. selten selten m.W. nie selten nie m.W.
89 mW. m.W. selten m.W. selten selten selten nie taglich
90 mW. m.W. m.W. selten m.W. selten selten selten  selten
91 mW. taglich  selten selten  tédglich selten m.W. selten  téglich
92 mW. nie selten selten  tdglich m.W. m.W. selten  m.W.
93 mW. m.W. selten selten m.W. selten m.W. selten  m.W.
94 mW. taglich m.W. m.W. tiglich selten selten selten  tdglich
95 mW. selten selten selten  tdglich selten taglich mW.  tiglich
96 m.W. selten nie selten  tdglich nie selten selten  tdglich
97 mW. m.W. m.W. selten  tdglich nie tdglich  nie selten

98 nie nie nie selten  tdglich nie selten m.W.  nie
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Tabelle A-4: HPB-Addukte, Myosmin- und Cotininkonzentration und Rauchstatus

NF HPB [pmol/mg DNA]  Myosmin  Cotinin Rauchstatus
" oral aboral [pg/ml]  [ng/ml]  Fragebogen  akut
7 43,84 0,33 Raucher ja
8 1,21 2,02 Raucher ja
0,00 5,81 Nichtraucher  nein
10 5,27 1,06 Nichtraucher  nein
11 2,48 20,20 Raucher ja
12 0,00 0,46 Raucher ja
13 0,27 0,00 Nichtraucher nein
14 0,00 0,43 666 51,9 Ex-Raucher  ja
15 0,46 0,00 547 53,5 Ex-Raucher ja
16 0,25 0,26 366 1,2 Ex-Raucher nein
17 2,58 0,00 149 0,0 Nichtraucher nein
18 0,00 0,00 991 78,5 Raucher ja
19 0,00 0,00 259 42,7 Nichtraucher ja
20 0,33 0,00 352 0,0 Nichtraucher  nein
21 0,26 0,00 235 0,0 Nichtraucher  nein
22 353 0,0 Nichtraucher  nein
23 401 0,0 Nichtraucher nein
24 363 35,9 Nichtraucher  ja
25 604 0,0 Nichtraucher nein
26 348 0,0 Ex-Raucher nein
27 442 0,0 Nichtraucher nein
28 584 0,0 Nichtraucher  nein
29 351 0,0 Ex-Raucher nein
30 744 3,34 461 13,7 Ex-Raucher nein
31 2,83 423 343 0,0 Nichtraucher nein
32 7,58 3,53 400 66,2 Raucher ja
33 7,33 3,86 375 0,0 Nichtraucher  nein
34 41,66 9,10 323 0,0 Nichtraucher  nein
35 4,09 492 479 0,0 Ex-Raucher nein
36 9,24 3,43 371 0,0 Ex-Raucher nein
37 4,29 3,44 560 0,0 Nichtraucher nein
38 441 4,55 1413 42,7 Raucher ja
39 9,34 1,14 572 0,0 Nichtraucher  nein
40 1,32 1,06 51 0,0 Nichtraucher  nein
41 1,54 2,48 37 0,0 Nichtraucher nein
42 0,58 1,42 44 56,4 Raucher ja
43 2,51 2,54 32 10,4 Ex-Raucher nein
44 0,93 0,92 46 0,0 Nichtraucher  nein
45 0,55 54 1543 Raucher ja
46 1,32 1,89 56 0,0 Ex-Raucher nein
47 0,00 0,00 6 0,0 Nichtraucher nein
48 0,99 0,00 51 0,0 Ex-Raucher nein
49 2,25 53 0,0 Ex-Raucher nein
50 4,13 0,00 169 57,4 Raucher ja
51 1,69 2,57 0 0,0 Nichtraucher  nein
52 6,61 0,67 47 0,0 Nichtraucher  nein
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Al3

Forts. Tabelle A-4: HPB-Addukte, Myosmin- und Cotininkonzentration und Rauchstatus

NF HPB [pmol/mg DNA]  Myosmin Cotinin Rauchstatus
"~ oral aboral [pg/ml] [ng/ml] Fragebogen  akut
53 0,00 0,80 48 0,0 Nichtraucher  nein
54 6,03 11,41 7 0,0 Raucher ja
55 4,96 36,98 170 444 Raucher ja
56 32,40 7,47 Nichtraucher nein
57 5,53 4,63 57 0,0 Nichtraucher nein
58 19,07 72,93 731 60,8 Raucher ja
59 744 7,23 49 1,4 Nichtraucher  nein
60 5,56 58,69 11 9,1 Raucher ja
61 3,02 0 1,4 Raucher na
62 0,00 0,00 15 121,7 Raucher ja
63 3,08 2,57 214 0,7 Nichtraucher nein
64 3,52 2,90 12 0,0 Nichtraucher nein
65 3,84 2,05 7 0,0 Nichtraucher  nein
66 3,56 2,45 27 0,0 Nichtraucher  nein
67 2,86 4,88 0 0,0 Nichtraucher  nein
68 2433 0,82 0 0,0 Nichtraucher nein
69 4,15 3,50 0 59,4 Raucher ja
70 6,42 4,68 33 0,0 Ex-Raucher nein
71 7,54 3,61 0 0,0 Ex-Raucher nein
72 6,82 5,13 22 0,0 Nichtraucher  nein
73 19,14 6,09 0 31,2 Raucher ja
74 20,10 17,19 0 0,0 Nichtraucher nein
75 8,18 1,44 0 0,0 Nichtraucher nein
76 0,00 0,00 0 5,5 Nichtraucher nein
77 1,06 0,00 0 39 Nichtraucher  nein
78 0,78 0,22 350 62,5 Raucher ja
79 0,00 1,95 39 6,2 Nichtraucher  nein
80 1,83 3,79 254 54,1 Raucher ja
81 1,81 2,19 84 55,7 Raucher ja
82 0,63 0,00 49 48,2 Raucher ja
83 0,18 0,00 3 0,0 Nichtraucher  nein
84 0,00 1,69 14 0,0 Ex-Raucher nein
85 1,41 0,51 6 0,0 Nichtraucher  nein
86 0,51 0,70 34 0,0 Nichtraucher nein
87 0,00 0,00 110 49,7 Raucher ja
88 1,57 0,00 48 0,0 Nichtraucher nein
89 0,28 0,32 48 36,1 Raucher ja
90 0,00 0,55 107 36,5 Ex-Raucher ja
91 0,00 1,10 40 6,6 Nichtraucher  nein
92 4,76 1,83 93 43,0 Raucher ja
93 14,50 2,10 3 0,0 Nichtraucher nein
94 0,81 0,30 0 0,0 Raucher ja
95 442 0,81 225 0,0 Nichtraucher  nein
96 2,81 0,94 137 0,0 Ex-Raucher nein
97 0,26 1,89 118 0,0 Ex-Raucher nein
98 1,06 2,09 190 0,0 Ex-Raucher nein
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