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1 Einleitung 7

1  Einleitung

1.1 Karzinome im Kopf und Halsbereich

1.1.1 Epidemiologie

Karzinome des oberen Aerodigestivtraktes, unteredeman v.a. die Malignome der
Mundhdhle und des Rachens (ICD-10 C00-14) sowie lagggnx (ICD-10 C32) versteht,
stellen einen relativen Anteil von 6-7% an allenligren Tumoren. Weltweit stehen sie
damit an sechster Stelle aller Tumorneuerkrankuri§@ewart et al., 2003Jemal et al.,
2009.

Basierend auf den Zahlen der “Gesellschaft der espidlogischen Krebsregister in
Deutschland e.V. (GEKID)", erkrankten im Jahr 200@rzulande 13650 Menschen an einem
Karzinom des oberen Aerodigestivtraktes. Dies eitispeinem Anteil von 3,2% an allen
Krebsneuerkrankungen.

Unter den Mannern machten sie mit einer geschatenluten Zahl von 10600 Fallen und
einer rohen Inzidenzrate von 26,2/100 000 Menseeen Anteil von 4,9% aller jahrlichen
Krebsneuerkrankungen aus und standen so an se@8tstkr der Haufigkeitsverteilung der
malignen Tumoren. Mit 5095 krebsbedingten TodesféHatten sie einen Anteil von 4,65%
und platzieren sich somit als die Tumorgruppedaitsechstgréf3ten Mortalitat.

Die Neuerkrankungsrate bei den Frauen betrug dage@®o (n = 3050) und die Mortalitat
lag bei 1,2% (n = 1187). Die rohe Inzidenzrateuog#,2/100 000 weiblicher Personen.

Trotz ricklaufiger Inzidenzen und Fortschritten der Diagnose und Therapie liegt die
gesamtgeschlechtliche Mortalitatsrate bei 15,4000 Personen, was einen Anstieg um das
Dreifache seit Anfang der 80er Jahre bedeutet §Saider-Raab et al., 2003].
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1.1.2 Atiologie

Bei etwa 90% der Malignome des oberen Aerodigeakits handelt es sich um
Plattenepithelkarzinome [Reuter et al., 2007], deEntwicklung einem multifaktoriellen
Geschehen unterliegt. Dennoch konnten in der Vegameit zahlreiche Risikofaktoren

identifiziert werden.

1.1.2.1Tabak und Alkoholkonsum

Tabakkonsum ist der wichtigste anerkannte Risikiofaik der Entstehung von Tumoren des
oberen Aerodigestivtraktes.

In den Entwicklungslandern nimmt die Anzahl an Rwra jahrlich um etwa 2% zu,
wohingegen sie in den Industrielandern einen Riofgson etwa 1,5% im Jahr zu
verzeichnen hat. Doch der Genuss von Kautabak 8deff-Tabak stellt besonders bei
Jugendlichen ein wachsendes internationales ProbniMartin et al., 1999]. In Teilen
Indiens zum Beispiel, wo die Samen der BetelpalBetglnul3) mit Tabak vermischt und so
als “pano” von einem Grof3teil der Bevolkerung gekawd , machen Kopf-Hals-Tumore fast
Y, aller jahrlichen Krebsneuerkranken aus [Mehretral., 2005].

Das Risiko an einem Karzinom des oberen Aerodigeskites zu erkranken wird durch
starken (>20Zig./d) inhalativen Tabakkonsum um daganzigfache erhoht, wobei die
Kontinuitat bzw. die Dauer des Rauchens einen h8tellenwert besitzt als die Intensitat,
mit der der Zigarettenkonsum betrieben wikbflriguez et al., 2004]

Der alleinige Genuss von Alkohol scheint einen matden Einfluss auf die Kanzerognese
zu haben als der separate Konsum von Tabak [Sp#k,€1988]. Dennoch erhdht sich das
Risiko von starken Alkoholkonsumenten (>90 g/d), emem Malignom des oberen
Aerodigestivtraktes zu erkranken, um etwa das Richi# Rodriguez et al., 2004]

Da Konsumenten von Alkohol jedoch meist auch Tataaichen, ist besonders vorzuheben,
dass sich durch den gemeinsamen Konsum beider &uaiited die Einzelrisiken nicht
addieren, vielmehr stehen sie in einem multiplikati Verhéltnis zueinander [Blot et al.,
1988], sodass sich Personen mit einem kombiniérédrak- und Alkoholkonsum gegenuber
Nichtrauchern einem bis zu 50fachen Risiko fur Higstehung eines Malignoms aussetzen
[Rodriguez et al., 2004].
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1.1.2.2Arbeits- und Umweltstoffe

Obwohl Tabak- und Alkoholkonsum fiir Gber 80% deatteinepithelkarzinome des oberen
Atmungs- und Verdauungstraktes verantwortlich gdmacerden kénnen [Blot et al.,1988],
erkrankt dennoch jahrlich eine nicht zu verachteAdeahl von Personen an einem Kopf-
Hals-Karzinom, die nicht bzw. nur gering einem dasher genannten Risikofaktoren
ausgesetzt waren. Hierzu konnten in der Vergangenhehlreiche Umwelt- und
Arbeitsstoffe, wie zum Beispiel Asbest und polyagkhe aromatische Kohlenwasserstoffe
als Kanzerogene identifiziert werden [UbersichtNiaier und Tisch 1999]insbesondere
Arbeiter, die haufig einer Vielzahl anorganisched wrganischer chemischer Substanzen und
verschiedenen Arten von Staub exponiert sind, wiese hohes Krebsrisiko auf.

Eine kombinierte Exposition gegenuber aullerbehdinc Risikofaktoren, insbesondere
Rauchen, und beruflichen Schadstoffexpositionen,e wpolyzyklische aromatische
Kohlenwasserstoffe, erhéht das Krebsrisiko in eitid@radditiven Maf3 [Maier et al., 1999].

1.1.2.3Virale Infektionen

Die Rolle des Humanen Papilloma Virus in der Pagimege von Plattenepithelkarzinomen
des oberen Aerodigestivtraktes ist derzeit nocHasnknd wird kontrovers diskutiert. Neuere
Studien zeigen vor allem bei Oropharynxkarzinomeme hohe Koinzidenz mit HPV-
Infektionen der Typen 16 und 18, welche zu denkhigk® HPV Typen gehéren und auch
hauptverantwortlich fur die Entstehung des Cervizikeoms sind [Kreimer et al., 2005].

Eine etablierte Kausalitatskette zwischen einehdnigk HPV-Infektion und der Entstehung
eines Kopf-Hals-Karzinoms gibt es derzeit noch nigadoch sind HPV Infektionen im
Zusammenhang mit einer CyclinD1 Amplifikation beseben, welche bekanntermal3en eine
Rolle in der molekularen Karzinogenese derartigendren spielt [Almadori et al., 2002].
Eine Beteiligung des Eppstein-Barr Virus in derdieiiung des Nasopharynxkarzionoms ist
mittlerweile unumstritten. Trotz weltweiter hoheruf@hseuchungsrate kommt dieses
Malignom in der westlichen Welt nur sporadisch Jmat aber im asiatischen Raum und vor
allem in Teilen Chinas eine Inzidenz von bis zul80000 Einwohnern [Wei und Sham,
2005]. In nahezu allen Tumorzellen und auch in @lé&gner Nasopharynxmukosa konnte
eine Infektion mit EBV gezeigt werden. Eine dundhale Onkoproteine hervorgerufene
Einflussnahme auf die zellulare Genexpression uras &achstum wird mit der
Karzinomentstehung in Verbindung gebracht [Wei 8hdam, 2005].
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1.1.2.4Genetische Suszeptibilitat

Obwohl Tabakkonsum den dominantesten Risikofaktcder Atiologie der Kopf-und-Hals-
Karzinome reprasentiert, erkrankt dennoch nur emteil von 10-15% der Raucher im
Verlauf ihres Lebens an einem derartigen Malignétsl et al.,1991]. Dies gibt Variationen
in der individuellen genetischen Empfindlichkeit ug2eptibilitat) gegeniber exogenen
Kanzerogenen eine Uberaus entscheidende Bedeutunigri Entwicklung von malignen
Tumoren des oberen Aerodigestiviraktes. Besond@xggenmerk muss hierbei auf die
Mutagensensitivitatd.h. auf die personenbezogene Empfindlichkeitegébger exogenen
Risikofaktoren gelegt werden. Ein weiterer Faktonkte die individuelle Fahigkeit DNA-
Schaden zu reparieren, die so genanDi¢A-Reparaturkapazitatsein. Eine mdgliche
Beteiligung der genetische Suszeptibilitat in lanzerogenese von Kopf-Hals-Tumoren ist
in Abbildung 1 dargestelit.

S

DNA-Schdadigung

endgiiltiges
Kanzerogen

_ Verstoffwechseltes/entgiftetes
Kanzerogen

-
Normale Zelle
Stabile Mutation

Zusédtzliche Mutationen

< Tumor Suppressoren

Zellapoptose

Maligne Tumorzelle

Abb. 1: Denkbare Rolle der genetischen Suszeptibilitainkhanzerogenese

Eine erhohte Mutagensensitivitdt, herabgesetzte {Reparaturkapazitat, eine nicht
funktionierende Zell-Zyklus-Kontrolle oder ein nicimehr intaktes Zell-Apoptose-System
sowie eine Kombination dieser Faktoren beeinflusst das Risiko flr einen
Tabakkonsumenten an einem Karzinom des oberen Agsauand Verdauungstraktes zu
erkranken [Sturgis et al., 2002].
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Fur das Verstandnis der Karzinogenese des Kopf-Blatsichs ist es somit von Bedeutung
zwischen exogenen und endogenen Risikofaktoremtaracheiden.

1.2 Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe als egene
Risikofaktoren

Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAt¢llen eine Substanzgruppe dar, die
nach Aufnahme in den Organismus und nach dortigeaalnolischer Aktivierung ein starkes
kanzerogenes Potential aufweist. Sie werden vemathit den durch Tabakrauch induzierten
Kopf-Hals-Karzinomen und dem Lungenkarzinom in \iedoing gebracht [Maier H. et al.,
1994; Wei Q. et al., 1996].

PAH entstehen im Allgemeinen bei Verbrennungsvoggan insbesondere bei
unvollstandigen Prozessen unter Sauerstoffmangedteflen der Haupt- und Nebenstrom des
Tabakrauches und Abgase aus Verbrennungsmotorech@en oder Kraftfahrzeuge) die
direkten Hauptkontaminationsquellen fur den Mensather [Smith et al., 2000].

Partikulare Emissionen bei der Verbrennung fossitegrgietrager fihren tUber eine Belastung
des Erdreichs und Wassers zu einer indirekten rhéalsen Belastung.

Eine weitere Quelle fur PAH stellt die Zubereitungn gegrillten, gerducherten oder
gerosteten Lebensmitteln dar [Knize et al., 1999].

Auf Grund seiner hohen biologischen Aktivitat widds aus finf Benzolringen bestehende
Benzo[a]pyren (BaP) als Leitsubstanz der PAHs gasethas in der letzten Bewertung durch
das IARC (International Agency for Research on @aném Jahr 2007 als humanes
Karzinogen der Gruppe 1 eingestuft wurde und daatst sicheres Karzinogen fir den
Menschen gilt [IARC-Monograph Vol. 92].

Um seine karzinogenen Eigenschaften zu entfaltarssndas BaP erst in aktive Metabolite
umgewandelt werden. Von besonderem Interesseisti dlie Metabolisierung von BaP zu
einem hochreaktiven Diolepoxid. Dies geschieht (thehrere Cytoychrom P450 abhangige
Epoxidierungen und durch mikrosomal gebundene Hgdasen. Das hieraus entstehende
+(anti)-Benzo[a]pyren-7,8-diol-9,10-epoxid (BPDIs} dabei der Metabolit des BaP mit der
hdchsten karzinogenen Aktivitat [Luch A., 2005].
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1.3 Endogene Risikofaktoren

1.3.1 Mutagensensitivitat

Neben exogenen Risikofaktoren fir die Entwicklanges Karzinoms des oberen Atmungs-
und Verdauungstraktes riicken individuelle, geoht@adisponierende Faktoren zunehmend
in den Mittelpunkt des Interesses.

Mutagensensitivitat beschreibt die individuelle Emglichkeit des Organismus gegenuber
DNA-schadigenden Auswirkungen von Xenobiotika.

In einer von Hsu entwickelten experimentellen Me#hazur Messung der individuellen
Mutagensensitivitat konnte in mehreren Studien gaaliesen werden, dass bei Patienten, die
an einem Kopf-Hals-Karzinom erkrankt waren, eingngikant hohere Anzahl von DNA-
Einzelstrangbrichen durch die mutagene SubstaranBiein induziert werden konnte als bei
Kontrollgruppen [ Schantz und Hsu,1989; Cloos et #)96]. Weitere Studien zeigten, dass
langjahrige Raucher, die aber keinen tabakassteridérebs entwickelt hatten, eine mit der
Allgemeinbevdlkerungen vergleichbare Mutagensentiti aufwiesen [Hsu et al.,1991]. Um
diese Ergebnisse auf die Atiologie der Kopf- undiskarzinome besser ibertragen zu
konnen, wurde das schadigende Agens Bleomycin,nid® zu den Tabakinhaltsstoffen
gehdrt, durch BPDE ersetzt, was zu vergleichbamgelihissen fihrte. Folgend konnte eine
durch BPDE nachgewiesene erhohte Mutagensenditalgandividueller Risikofaktor fur die
Entstehung und als Biomarker fur eine genetiscrez&htibilitat tabakassoziierter Karzinome
postuliert werden [Wang et al., 1998].

Beeinflusst wird die Mutagensensitivitat durch eMielzahl von Faktoren. Unter anderem
sind Polymorphismen metabolisierender Enzyme vateBeing, die fur die Aktivierung oder
die Detoxifizierung einzelner Schadstoffe verantiicr sind. Vielfach untersuchte und mit
einem erhohten Karzinomrisiko in Verbindung gebtacBnzympolymorphismen, sind fur
das karzinogenaktivierende Cytochrom-P450-SysteWP(€50) [Tanimato et al., 1999; Sato
et al., 1999; Matthias et al., 1998], die entgiften Glutathion-S-Transferasen (GST) [Gattas
et al.,2006; Matthias et al., 1999] und die Alkatedlydrogenase-1C (ehemals ADH 3)
[Hashibe et al.,2006] beschrieben. Im Einzelnerraobtet, konnten fir die genannten
Enzyme mit Ausnahme der Glutathion-S-Transferakeime signifikanten Ergebnisse
geliefert werden, so dass singularen Polymorphisemees Enzyms nur ein moderates Risiko
fur die Entstehung von Kopf-Hals-Karzinomen zugestien werden kann [Ho et al.,2007].
Durchweg signifikante Ergebnisse lieferten jedocimkinierte Enzympolymorphismen von
z.B. CYP1Al und GSTML1 [Gattas et al., 2006].
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Neben zahlreichen anderen Einflissen auf den Stoffsel der Zellen kdnnen die
aufgezéhlten Enzyme aus Prokanzerogenen aktiveek@gene wie beispielsweise das BPDE
metabolisieren. Dieses schadigt letztendlich dieADtber die Adduktbildung und ruft

Mutationen hervor. Ob und in wieweit die so entdemen Mutationen an die néchste
Generation von Zellen weitergegeben werden und es mAchsten Stufe in der

Karzinomentwicklung kommt, hangt u.a. von einenaltén DNA-Reparatursystem ab.

1.3.2 DNA-Reparaturkapazitéat

Ein ausgewogenes Verhaltnis zwischen DNA-Schadigund DNA-Reparatur ist eine
Grundvorrausetzung fir das Uberleben von Zellen.

Als DNA-Reparaturkapazitat (DRC) beschreibt man ididividuelle Fahigkeit bestehende
DNA-Schaden zu reparieren. Ahnlich zur Mutagensgiitgit konnte eine herabgesetzte DRC
als Risikofaktor und als endogener Biomarker figr Entstehung von Karzinomen des oberen
Aerodigestivtraktes identifiziert werden. So zemgtdurch BPDE geschadigte periphere
Lymphozyten von Patienten mit einem Kopf-Hals-Kaan eine signifikant geringere DRC
als Patienten, die nicht an einem Karzinom erkravdtien [Cheng et al. 1998, Gajecka et al.,
2005]. Im Gegensatz hierzu stehen Arbeiten, diaekéierabgesetzte DRC an Lymphozyten
von Patienten mit Oropharynxkarzinomen feststellemnten. Dies gelang jedoch an
Schleimhautzellen von Tumorpatienten [Harréus gt2801]. Als mdgliche Ursache einer
herabgesetzten DRC werden Polymorphismen bestimbBitek-Reparatur-Gene, wie z.B.
XPD oder XRCC1, diskutiert [Sturgis et al.2000; Renmandran et al. 2006].
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1.4 Molekulare Karzinogenese

Die Grundlage fir die maligne Transformation eigesunden Zelle in eine Tumorzelle ist
die Akkumulation einer Mehrzahl von Veradnderungem genetischen Material. Dieser
Prozess wird auch als “multistep” Karzinogenese elmbmet [Califano et al., 1996].

Veranderungen in Genen, die entweder durch ihrevigkting (Onkogene) oder durch einen
Verlust ihrer Funktion (Tumorsuppressorgene) diendtprogression positiv beeinflussen,
spielen hier die entscheidende Rolle [Hanahan uethlérg, 2000].

1.4.1 Tumorsuppressorgene

Tumorsuppressorgene  (TSG) bzw. deren  Genprodukteermitieln  negative
Wachstumssignale und sind damit erheblich an dguR#aon des Zellzyklus beteiligt. Eine
Inaktivierung der TSG kann durch Punktmutation, diieh und Methylierung erfolgen
[Braakhuis et al., 2004[umorsuppressorgene wirken rezessiv, d.h. sowahiGEn auf dem
vaterlichen Allel wie auch das auf dem mdutterlichmidissen inaktiviert sein, damit die
wachstumssupprimierende Funktion des Gens aufgaehwoioe.

Dieser sog-loss of heterozygosity(LOH) wurde bei Kopf-Hals-Karzinomen hauptsachlich
auf den Chromosomen 3p, 5q, 8p, 9p+q, 11lp und Ba&hgewiesen und wird mit der
Entwicklung und der Progression dieser MalignomeVerbindung gebracht [Ah-See et
al.,1994; Califano et al.,1996]. Zwei der genanntdtegionen beinhalten die
Tumorsuppressorgen€P53(17q) undpl16(9p).

TP53 kodiert fur ein Kernprotein, das in der Regalavon Gentranskription, DNA-Synthese
und Reparatur sowie in der Zellzykluskoordinatiowalviert ist und eine entscheidende Rolle
im Apoptoseprozess spielt [Sionov und Haupt, 1988je p53 Mutation wurde in bis zu 60%
aller Kopf-Hals-Karzinome gefunden [Wallace-Brodend Lowe, 1999].

Das pl16 Gen gehdrt zur Gruppe von cyclinabhangigerase Inhibitoren (CDKIs) und
reguliert die G1-Phase des Zellzyklus auf negatiVeise. Eine Inaktivierung fuhrt zu
unkontrolliertem Zellwachstum. Eine hohe LOH-Ratakte beim Kopf-Hals-Karzinom und

dessen Vorstufen nachgewiesen werden [Califanb, €i996; van der Riet et al., 1994].
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1.4.2 Onkogene

Protoonkogene sind Vorstufen von Onkogenen, die d@s normale Zellwachstum, die
Zellteilung und die Zelldifferenzierung verantwagtl sind. Erst durch Mutationen werden sie
zu Onkogenen aktiviert, was entweder zu einer Ubeigktion oder zu einer gesteigerten
Funktion der kodierten Proteine fuhrt. Das Resutiatl unkontrollierte Wachstums- und
Zelldifferenzierungsprozesse. Die Wirkung aktiveerOnkogene ist im Gegensatz zu den
Tumorsuppressorgenen dominant, d.h. sie wird lsene#nifest, wenn das zweite Allel noch
nicht aktiviert bzw. mutiert ist.

Auch wird eine Vielzahl von Onkogenen mit der Egltstng von Kopf-Hals-Karzinomen in
Verbindung gebracht. Hierzu gehéren unter andenemad und myc Onkogenfamiliejnt-2,
hast1, cyclin D1 undepidermal growth factor receptdEGFR) [Hardisson, 2003].

Der epidermial growth factor receptofEGFR) ist ein transmembranes Glykoprotein und
gehort zur Familie der Tyrosinkinaserezeptoren.eEAktivierung des Rezeptors durch
extrazellulare Liganden, wie epidermial growth éadEGF) oder transforming growth factor
(TGF) -a, bewirkt eine Autophosphorylierung des EGFR. Rdtivierte Rezeptor spielt eine
entscheidende Rolle im Zellwachstum, -metabolismd#ferenzierung und Zelliberleben
[Arteaga et al.,, 2002]. Im Tumorgewebe von Patienteit einem Kopf-Hals-Karzinom
konnte schon eine Uberexpression des EGFR mehnfachgewiesen werden [Herbst et al.,
2002; Hynes und Lane, 2005]. Sowohl eine erhdhtealrezidiv- wie auch ein verminderte
Uberlebensrate werden mit der Uberexpression di@sesptors in Zusammenhang gebracht
[Dassonville et al.,1993].

1.4.3 Molekulare Progression

Auch histologisch kann man von einemmduiltistep progress bei der Entstehung von
Malignomen des oberen Aerodigestivtraktes sprecBare anfangs bestehenHgperplasie
entwickelt sich Gber einBysplasiezumCarcinoma in situ, um letztendlich in einvasives
Karzinom Uberzugehen. Ein bedeutende Theorie in diesemnzusahang ist die défield
cancerization” Diese erstmals durcblaughteret al. (1953) aufgestellte Theorie basiert auf
Hypothesen und Beobachtungen, dass: a) sich KolsHklrzinome auf multifokalen
Arealen mit prakanzertsen Lasionen entwickeln, wdiese makroskopisch unsichtbar sind
oder sich als Leukoplakien prasentieren, b) gectetateriertes Gewebe den Tumor umgibt,
c) Karzinome haufig aus multiplen, voneinander Undaigigen L&asionen bestehen, die

manchmal fusionieren, und d) dass postoperativ igiienendes, abnormales Gewebe
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Zweitmalignome und Lokalrezidive erklaren kann [&huis et al.,2003].

Den Beweis fur die Feldkanzerisation, d.h. dasgszidagene auf die die gesamte
Schleimhaut bzw. auf ein Schleimhautfeld einwirker dort ein genetisch alteriertes Feld
entsteht, aus dem sich maligne oder pramaligne nderangen entwickeln, lieferte die
Arbeitsgruppe und. Califana Sie konnte eine Korrelation zwischen der Anzamegischer
Veradnderungen und dem histologischen Malignitatsgnachweisen und postulierte ein

genetisches Model, das die “multistep progresszkamentstehung beschreibt.

Normale
Schleimhaut

Benigne
Hyperplasie

Dysplasie

9p21 Verlust 3p+ 11q13 6p,8p23 und
17p13(TP53) amplification 4q26-q28
Verlust (CyclinD1) Verlust
+13q21 u.
14q24
Verlust

Abb. 2: modifiziertes Molekulares Modell fur die Karzinogenvon Kopf-Hals-Tumoren

Abbildung 2 zeigt ein modifiziertes Modell, in demB. ein friher Verlust von pl6 einen
Ubergang der normalen Schleimhaut in eine benigngekplasie verursacht. Ein
Hinzukommen weiterer Veranderungen in Tumorsuppregsenen und Onkogenen bewirkt
ein Forschreiten zur Dysplasie bis hin zum invasiarzinom. Trotz dieser vorlaufigen
Erkentnisse ist es die Akkumulation genetischer 88eh, und nicht zwingend deren
Reihenfolge, die die Tumorprogression festlegtif@ab et al., 1996].

Durch genetische Analysen der Feldkanzerisierubgeag ein aktuelles Modell [Braakhuis et
al., 2004], das die molekulare Karzinogenese wigt foeschreibt: In der initialen Phase wird
eine basal liegende Stammzelle genetisch geschdaligth Vererbung dieser veréanderten
genetischen Information an Tochterzellen bildet € sogenanntes klonales “patch®. Durch
weitere Schadigungen der DNA in diesem patch bikleh ein sich ausbreitendes Feld
genetisch veranderter Zellen. Dieses Feld verdrédiegimliegende gesunde Schleimhaut und
kann letztendlich eine Gréf3e von etwa 10 cm erlan@rch weitere Noxeneinwirkung
entwickelt sich erst die praneoplastische LasiomnBchsten Schritt entwickelt sich hieraus
ein invasives Karzinom und mdglicherweise eine nprémeoplastische Lasion an anderer
Stelle des Feldes. Bei einer Operation des Tumerbleibt also der Rest des Feldes im
Patienten und bildet so den Boden fur einen newsnor.
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Dies erklart unter anderem die hohe Rezidiv- undeifwalignomrate wie auch die
groltenteils schlechte Prognose der Patienten apf-Kals-Karzinomen.

1.5 Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)

1.5.1 EGFR und Karzinome

Wahrend Fruhstadien der Kopf-Hals-Karzinome duiicle eperative Therapie alleine oder in
Kombination einer Radiotherapie in fast 80% gehedtden kdonnen, liegt die, seit 30 Jahren
unverbesserte, 5 Jahres-Uberlebensrate bei fohgeesnen Tumoren unter 10%.
Erklarungen daflr sind unter anderem die beschmebtufigkeit an lokalen Rezidiven (bis
60%) und Zweitmalignomen sowie die Metastasierwsy 20%) des Malignoms [Reuter et
al., 2007].

Auf Grund dieser Tatsache ricken neue Therapiesmsat den Vordergrund aktueller
Forschung. Eines der interessantesten Ziele neuwemapiemdglichkeiten ist défpidermal
Growth Factor ReceptofEGFR), da er eine tUberaus wichtige Rolle in detiferation, dem
Wachstum, der Differenzierung und dem Uberleben Zelten epithelialen Ursprungs spielt.
Zusatzlich bewirkt eine aberrante Signaltransduktales EGFR bei Tumorzellen eine
herabgesetzte Apoptoserate, eine erhohte Invasivitdgiogenese und Metastasierung
[Reuter et al., 2007].

Des Weiteren konnte man in wenigtsens 90% aller fitgds-Karzinome eine
Uberexpression des Onkoproteins finden [Santiail.ef1991; Dassonville, 1993].Ergebnisse
jungerer Studien konnten eine Korrelation zwischaver EGFR-Uberexpression und einem
kirzeren krankheitsfreiem Intervall, einer hoherRezidivrate und einer schlechteren
allgemeinen Uberlebensrate aufzeigen [Ford und i§r2903; Scaltriti und Baselga, 2006].
Deshalb sind die bisher weitgehend ungeklarten ieisimen, die zu einer Uberhdhten
Expression des EGF-Rezeptors fuhren, Gegenstaneligkt Forschung. So kdnnte eine
Amplifikation des EGFR-Gens als naheliegenster theaine Rolle spielen [Mhralova et al.,
2005]. Doch missen auch andere Moglichkeiten deFREGberexpression in Betracht
gezogen werden,die eine erhohte Aktivitat in deoniuter-Region des EGFR oder eine
Dysregulation auf transkriptionaler und posttraiionaler Ebene beinhalten [Zhandi et al.,
2007]. So konnte an Brustkrebs-Zelllinien gezeigtden, dass eine erhohte Anzahl von CA-
Dinukleotiden im Intron 1 des EGFR-Gens nahe dehdicerregion einen negativen
Einfluss auf die Transkriptionsaktivitat hat, was Zerminderten EGFR-Expressionsgraden
fuhrte [Buerger et al., 2004].
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Uber diesen verschiedenen molekularen Mechanisméissen noch die individuelle
Mutagensensitivitdt und die DNA-Reparaturkapazig@nannt werden, da eine erhohte
Suszeptibilitat gegeniiber Xenobiotika auf alle geten Moglichkeiten der Uberexpression

Einfluss nehmen kann.

1.5.2 Einteilung und Aufbau

Der EGFR ist ein 170 kDa grof3es Glykoprotein, desS&en auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 7 lokalisiert ist (Chr. 7p). Er gehadr Familie der ErbB-Rezeptoren, die sich
aus 4 Mitgliedern zusammensetzt: EGFR (HER1/ErbBER2-neu (ErbB2), HER3 (ErbB3)
und HER4 (ErbB4). Die ErbB-Rezeptoren lassen siobdarum in die Superfamilie der
Tyrosin-Kinase-Rezeptoren einordnen. Allesamt sl in der Zytoplasmamembran von
Zellen mesodermalen und ektodermalen Ursprungsnkera und zeigen einen ahnlich
strukturellen Aufbau (s. Abb. 3): Eine extrazelteldligandenbindende Domaéne, eine kurze
hydrophobe, transmembranése Region und eine zgioplische Domane mit Tyrosin-
Kinase-Aktivitat [Hynes und Lane, 2008arden und Sliwkowski, 2001].

EGF, TGF-, NRG1-4,
AR, HB-EGF, HB-EGF,
epiregulin, epiregulin,
betacellulin NRG1 betacellulin
l l l Homodimer Heterodimers

Dimerisierung

ULEEE TR (VLR RETREEEEEER e ey CEREETERERee TEREEERETEEREEE gRREEeTeER T e e T TR eI R et [EELEIEEET T LTI LTI

UCCCTCELCCY) TRCCCRRCCIRECCAREOLELY TCCCCCRRCCENLY TCCCRCCIRRCRERE! CRCCCRECRCRCECCRRCCCReCeCReCCaeCoteeioeEaueter € CCLRTCCREcteucett! CCCCCCCCCCCRCCTERN! (U SCCCRCCIRELLERte

EGFR pi185™@ ErbB3  ErbB4

Abb. 3: Aufbau und Dimerisierung des EGFR [Zhang et &07]
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1.5.3 Aktivierung und Signaltransduktion

Unter physiologischen Bedingungen wird die Aktivieg der ErbB-Rezeptoren durch eine
raumliche und temporare Expression ihrer Ligandamtrolliert. Bisher sind 12 Liganden der
ErbB-Familie bekannt wobei die fir den EGFR wickten und meist untersuchten der
epidermal groth factoEGF) und detransforming growth factos (TGF a) sind.

Eine Ligandenbindung an den als Monomer vorliegendRezeptor induziert eine
Komformitadtsanderung zu Homo- oder Heterodimenater den Mitgliedern der erbB-
Familie, was eine Autophosphorylierung mehrererosyrkinasereste des COOH-terminalen
Zytoplasmaanteils des Rezeptors bewirkt (s. Abb&.u

Die phosphorylierten Tyrosinreste stellen spedifes@Bindungsstellen fur zytoplasmatische
Proteine dar, die sogenante gbbmanen besitzen und auf diese Weise aktiviertderer
[Kalyankrishna und Grandis, 2006; Scaltriti und &ga, 2006].

Diese aktivierten Proteine initiieren spezifischignalwege, die als onkogenetische Regula-

toren fur die Tumorzellen bedeutsam sind (s. AltM). 4

MADbs
sarr/WY  HER2 )
Homadimer | ,I_\ -f EEE-E |HjHeter0dimEr
DAG B Cytoplasm
PKC <= F'LCT | |cum1 PISK g J
|3 KIK
Ras-GDP T&Is Endocytosis
I
Has- GTP i3
> Lysosomal 4
Q"S‘IW ﬁ dggradalisn
Raf-1 ’l' Importins o and
4 g1 interaction
o

l\

Erk-1 Erk-2

Akt
Adnesion
Migration

Nucleus

STA}-;-\'_}L = 3‘ Proiferation D

Survival

Proliferation
Survival

- |->Cyctina1
WIRSIVISON

Abb. 4b: Signalwege des EGFR [Scaltriti und Baselga, 2006]

Der Ras/Raf/MAPK-Signalweg ist ein wichtiger Pfad, der die Prolifema und das
Uberleben von Zellen reguliert. Durch Adapterpnoégidie an die aktiven Rezeptorstellen
binden, wird Uber mehrere Zwischenschritte erst Ras-System aktiviert und als letzter

Schritt einer weiteren Kaskade di@ogen-activated-protein-kinag®APK) phosphoryliert.



1 Einleitung 20

Diese kann nun in den Nukleus der Zelle importieverden und verschiedene
Transkriptionsfaktoren der Zellproliferation bedirssen.

Ein weiterer Weg der EGFR-Aktivierung ist ddPhosphatidylinositol-3-Kinase/Akt-
Signalweg, der das Zellwachstum, die Apoptosemsistdie Invasion und die Migration von
Zellen beeinflusst. Das durch PI3-Kinase generiseisond-messenger Phosphatidyl-Insitol-
3-Phosphat phosphoryliert und aktiviert die Seitmébnin-KinaseAkt, die im Zellkern
ahnlich der MAPK fungiert. Entscheidender Faktoresdis Signalwegs ist die
Heterodimerisierung des EGFR mit dem HER-3 Rezemtarder EGFR-Homodimer keine
Bindungsstelle fur die PI13Kesitzt.

Eine dritte Mdglichkeit der Interaktion mit den sden EGFR-Resten ist die direkte Bindung
der Phospholipase @ (PLCy). Diaclglycerin, das als Produkt aus der durch PLC
katalysierten Reaktion hervorgeht, aktiviert di®tBinkinase C, was eine Phosphoryierung
von Rezeptoren und einer Vielzahl von Transkripgfaktoren zur Folge hat.

Als nicht zu vernachlassigende weitere Route deFEE@Ghosphorylierung ist designal
transducers and activation of transcription (STAT)-Signalweg hervorzuheben. Einerseits
binden STATs direkt oder indirekt an den EGFR uadibflussen auf gleichartige Weise wie
die MAPK die Transkriptionsprozesse der Zelle. Awmdgeits kann der EGFR durch
Endozytose in den Kern gelangen. Dort kann er atdaltor fir STAT3 oder als
eigenstandiger Transkriptionsfaktor fur z.B. CyBlinwirken [ Lin et al., 2001].

1.5.4 Therapeutische Ansatzpunkte
Bislang finden zwei Therapiestrategien zur Inhibng der Signalwege des EGFR klinische

Relevanz.

Die erste adjuvante Option ist die Blockierung Bezeptors durch monoklonale Antikorper
(z.B. Cetuximab). Durch die Bindung der Antikor@er die Rezeptoroberflache verhindern
sie die Anlagerung der Liganden und somit die Rexaktivierung. Andererseits kann eine
antikorperabhangige, zellvermittelnde Zytotoxizitiduziert werden [Reuter et al., 2007].

Die zweite Mdglichkeit, die klinisch erprobt wirdjnd Tyrosin-Kinase-Inhibitoren (TKI).
Diese richten sich entweder spezifisch gegen dreageé des EGFR-Dimers (z.B. Gefitinib)
oder weisen zusatzlich eine Affinitat zu Heterodiemedes EGFR mit Mitgliedern der ErbB-
Familie auf (z.B. Erlotinib) [Reuter et al., 2007].
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1.6 Problemstellung und Zielsetzung

Die eben genannten, adjuvanten Therapieansitzemdiz Erkentniss der EGFR-Uberex-
pression in malignem Gewebe und greifen deshalbzéb@uf Proteinebene an. Doch kommt
es zu wechselnden Ergebnissen der eben genann&apign. Immer mehr wird deutlich,
dass nicht die alleinige Proteinliberexpression Aasprechen der Therapie determiniert
[Wild et al., 2006].

Auf Grund dieser Tatsache ricken die bisher wengystandenen Ursachen und
Mechanismen der Uberexpression des Rezeptors in @&ekus gegenwartiger
Untersuchungen. Intrazellulare  Regulationsmechasmsm Gen-Amplifiaktion, eine
verminderte DNA-Reparaturkapazitat oder eine efhdittagensensitivitat im Bereich des
EGFR-Gens kdnnten dabei eine Rolle spielen [Mrreaktval., 2005, Zhandi et al., 2007].

FUr ein besseres Verstandnis der zu Grunde liegebdsachen wurde in dieser Arbeit die
makroskopisch gesunde Schleimhaut von Patienten Qraphraynxkarzinomen mit der
Schleimhaut von Patienten ohne Malignom verglichen.

Nach Schadigung mit Benz[o]apyren-diol-epoxid (BRDErden mit Hilfe des Comet-FISH,
eine Kombination aus dem Comet Assay und der Fzere in situ Hybridisierung, die
individuelle Mutagensensitivitdt und das DNA-Reparaerhalten nach 24h Reparatur, im
EGFR-Gen gemessen. Des Weiteren wurde an Pardifiiten des gleichen Gewebes das
Expressionsverhalten des EGFR-Gens unter Verwenohaomyinhistochemischer Anfarbung
dargestellt und eine eventuelle EGFR-Genampliftkatals weitere Moéglichkeit der EGFR-

Uberexpression durch das Verfahren des InterpRESid untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Patientengut und Gewebeproben

Das Patientengut der vorliegenden Arbeit umfas@tBe€¥sonen, die in eine Tumorgruppe und
eine Nontumorgruppe mit jeweils 15 Patienten a@itfevar. In Bezug auf das Alter und das
Geschlecht wurde -soweit mdglich- ein Matching tgefuhrt.

Alle Studienteilnehmer waren aus der Klinik und iKolik fir Hals-, Nasen- und
Ohrenheilkunde der Ludwig-Maximilians-Universitatikthen und wurden praoperativ tiber
die wissenschaftliche Verwendung ihrer Gewebeprobafgeklart. Um eine eventuelle
Exposition mit exogenen Noxen zu evaluieren undaligei der Interpretation der Ergebnisse
beurteilen zu konnen, wurden die Patienten eingehéber eine mogliche berufliche
Schadstoffexposition sowie uber den Konsum vonaKabnd Alkohol befragt. Alle
erhobenen Daten wurden mittels Codierung einer dtamonymisierung unterworfen. Die
zuordnungsfahigen Daten waren nur dem Studienlzitgénglich.

Die verwendeten Schleimhautproben wurden ausnalsméin Rahmen medizinisch
indizierter operativer Eingriffe gewonnen, so dassch die Enthnahme des Gewebes ein
zusatzliches Risiko fur die Patienten vermiedendemerkonnte. Bei den Proben aus der
tumorfreien Gruppe handelte es sich um Schleimidietim Rahmen von Tonsillektomien,
Gaumenmandelhyperplasien oder Uvulopalatopharyagogén gewonnen wurde. Das
Gewebe der Patienten mit einem Karzinom des obAterungs- und Verdauungstraktes
wurde wahrend des tumorchirurgischen Eingriffs deistumorumgebenden, makroskopisch
gesunden Schleimhaut entfernt. AnschlieRend wudierProben in steriler Kochsalzlésung
konserviert und binnen maximal finf Stunden im aiogischen Labor weiterverarbeitet.

Die durchgefiihrten Untersuchungen wurden gemalEtlekkommsionsantrags (Auftagsnr.:
221/04) durch die Ethikkommision der medizinischieskultat der Ludwig-Maximilians-

Universitat geprift und genehmigt.
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2.1.2 Anamnesen der Probenspender

Tab.1l: Anamnesen der Spender oropharyngealer Schleinfiautie Untersuchung mit Comet/Comet FISH
ohne Oropharynx-Karzinom

Nr  Alter Q/3  OP-Indikation Nikotin*  Alkohol*  Beruf
35 3 chronische Tonsillitis 0 py 0g/d Kaufmannischer Angestellter
2 55 43  OSAS 0 py 0 g/d 0.A.
3 39 3 chronische Tonsillitis 5 py 20 g/d AuRenhandelskaufmann
4 45 d  OSAS 20 py 0g/d 0.A.
5 57 3  OSAS 20 py 0 g/d Bauarbeiter
6 38 Q chronische Tonsillitis 10 py 0g/d Hausfrau
7 32 3 chronische Tonsillitis 0 py 0g/d Hausmann
8 45 Q Peritonsillarabszess 0 py og/d Krankenschwester
9 52 3 chronische Tonsillitis 0 py 20 g/d Bauingenieur
10 44 3 chronische Tonsillitis 0 py 0g/d Arzt
11 67 3  OSAS 0 py Og/d Maler
12 56 Q OSAS 0 py 0g/d Altenpflegerin
13 49 3 Peritonsillarabszess 10 py 0g/d Verwaltungsangestellter
14 59 3 OSAS 8 py 20 g/d 0.A
15 30 Q chronische Tonsillitis 0 py 0g/Md Studentin

Q weiblich, 8 mannlich, Alkoholkonsum in Gramm pro Tag, Nikotimisum in pack years, 0.A. ohne Angabe,
OSAS = obstruktives Schlafapnoesyndrom, *nichtfimerte Patientenangaben

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

Nr Alter /& Tumorlokalisation Staging/Grading Nikotin*  Alkohol*  Beruf

1 65 3 Hypopharynx-Ca pTIN3MO G1 25 py 60g/d 0.A.

2 62 3 Zungengrund-Ca pT2N2MO G1 40 py <20 g/d Deponiewart

3 47 Tonsillen-Ca pT3N2Mo G2 30 py 220 g/d Verwaltunggestellter
4 a7 ; Oropharynx-Ca pPT2N2MO0 G2 25 py 120 g/d 0.A.

5 67 3 Zungengrund-Ca T3N2MO G2 35 py 50 g/d 0.A

6 71 3 Mundboden.Ca TINOMO G1 60 py 40 g/d Stadt. Angetell

7 70 3 Mundboden-Ca pT1NoMO G1 20 py 40 g/d 0.A

8 57 3 Zungengrund-Ca T3NOMO G3 30 py 120 g/d 0.A

9 51 3 Tonsillen-Ca 0.A 5 py 0g/d Bankkaufmann

10 82 Zungengrund-Ca PT2N1MO G2 50 py 0g/d Hausfrau

11 68 ’ Tonsillen-Ca T3NOMO G2 20 py 30 g/d Hausfrau

12 64 ; Mundboden-Ca T2N3MO G1 40 py 60 g/d Grafikdesigner

13 53 3 Zungengrund-Ca T2NOMO G2 20 py 20 g/d Verwaltungsatellter
14 54 3 Vallecula-Ca TINOMO G1 40py 0g/d Architekt

15 53 3 Mundboden-Ca T2NoMO G2 40 py 120 g/d k.A.

Q@ weiblich, & mannlich, Alkoholkonsum in Gramm pro Tag, Nikotimsum in pack years, 0.A. ohne Angabe, Ca=Karzintrcht
verifizierte Patientenangaben
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2.1.3 Methodenubergreifende Materialien und Geréate

2.1.3.1Chemikalien, Enzyme, Zellkulturmedien

Chemikalien, Zellkulturmedien,

Enzyme

Hertseller

DIFICO, Detroit, USA

Agar Noble

Aminosauren, non-essential

Gibco Lifetechnolodiggenstein

Amphotericin B

Gibco Lifetechnologies, Eggenstein

Antifade

Vysis-Abbot, lllinois, USA

Aqua bidest.

LMU-Klinikapotheke

Bronchial Epithelial Basal Medium

+ Supplementpack fir BEGM

Promocell, Hamburg

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

Midwest Research Institute, Kansas, USA

DAPI

Vysis-Abbot, lllinois, USA

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Merck, Darmstadt

DMEM-Pulver

Gibco Lifetechnologies, Eggenstein

DNA-Sonde (LSI EGFR Dual Color Probe-Hy
Set)

B/ysis-Abbot, lllinois, USA

EGFR pharmDX"

Dako-Germany, Hamburg

Ethanol 70, 85, 95, 100%

LMU-Klinikapotheke

Ethidiumbromid

Sigma, Steinheim

Ethylendiamintetraacetat-di-Natriumsalz
(NaEDTA)

Serva, Heidelberg

Fotales Kéalber Serum (FCS)

Gibco Lifetechnologizgyenstein

Formalin (4%, 10%)

Sigma, Steinheim

Formamid Sigma, Steinheim
Gentamycin Promocell, Hamburg
Hamatoxylin Dianova,Hamburg

HEPES-Pulver

Gibco Lifetechnologies, Eggenstein

Hyaluronidase

Sigma, Steinheim

Kollagenase P

Roche, Maanheim

Low-Melting Agarose; Sea Plaque GTG

FMC-Bio ProduBtockland, USA
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Mounting-Medium (Dako’s Faramount)

Dako-Germanyridarg

Natriumchlorid (NaCl)

Sigma, Steinheim

Natriumhydroxid-Platchen (NaOH)

Merck, Darmstadt

N-Lauroylsacrosinnatriumsalz

Sigma, Steinheim

Normal-Melting-Agarose; Seakem LE

FMC-Bio Produ®&sckland, USA

NP-40

Vysis-Abbot, lllinois, USA

Paraffin Pretreatment Reagent Kit

Vysis-Abbotnbis, USA

Penicillin/Streptomycin

Sigma, Steinheim

Phosphate Buffered Saline (PBS)

Gibco Lifetechrielag=ggenstein

Protease

Sigma, Steinheim

Saline Sodium Citrate Buffer (20xSSC)

Vysis-Abbbinois, USA

Salzsaure 1,0 N

Sigma, Steinheim

Tri(s)hydroxmethylaminomethan

Merck, Darmstadt

Triton X-100

Sigma, Steinheim

Tryptanblau 0,4%

Merck, Darmstadt

Xylol (Dimethylbenzol)

Merck, Darmstadt

2.1.3.2Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Hertseller

24-Well-Platte

Flacon, Heidelberg

Combitipps

Eppendorf, Hamburg

Deckglaser zum Mikroskopieren,(Dicke 0,08 — Oj12agenbrick, Emmendingen

mm)

Deckglaser 2x2 cm

Marienfeld, Lauda-Kdnigshofen

Einmmalspritzen (5 ml, 10 ml)

Becton Dickinson,itidberg

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

Millipore, Eschborn

Fotofilme ISO 100, ISO 400

Kodak, New York, USA

Montagekleber (Fixogum)

Marabu, Tamm

Objekttrager 24 x 70 mm, seitlich mattiert

LageokriEmmendingen

Objekttragerkasten fur max. 50 Objekttrager

GLW rybBiarg

Pasteurpipetten 7 ml (steril + unsteril)

Merck, Datadt

Pertrischalen

nunc, Wiesbaden

Pinzetten (einweg)

Angiokard, Friedeburg
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Pipetten (1Qul, 100, 200, 1000pl)

Eppendorf, Hamburg

Pittenspitzen (pu, 10 pl, 200pl, 1000ul)

Eppendorf, Hamburg

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

Grejrigrickenhausen

Eppendorf-Standardreaktionsgefalie
(500ul, 1000ul)

Eppendorf, Hamburg

Réhrchen mit Schraubverschluss (15 ml)

SarstedniMécht

Réhrchen mit Schraubverschluss (50 ml)

Greineckenhausen

Skalpelle

FEATHER, Osaka, Japan

2.1.3.3Gerate und Zubehor

Gerate und Zubehor

Hersteller

Analysenwaage Voyager (0,1 mg — 62 g)

Ohaus, GielRen

Brutschrank Funktion Line

Heraeus, Hanau

Brutschrank HeraCell

Heraeus, Hanau

Elektrophoresenetzgerat E865

Renner, Darmstadt

Gefrierschrank

Bosch, Stuttgart

Horizontale Elektrophoresekammer

Renner, Darmstadt

Kuhlschrank

Bosch, Stuttgart

Magnetriihrer Combimag RCT

IKA, Staufen

Mikroskope
Standardmikroskop
Inversmikroskop DMIRB
Fluoreszenzmikroskop BMLB
Filtersystem N2.1, BP 516-560
Filtersystem 13, BP 450-490

Objektive 100x/1,250I; 40x/0,5; 10x/0,22; 4x/0,1

Zeiss, Oberkochen

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

Leica, Heerbrugg, Schweiz

Mikrowelle MS1

Bauknecht, Schorndorf

Minishaker MS1

IKA-WORKS, Wilmington, USA

pH-Meter 766 Calimatic

Knick, Berlin

Prazisionsheizplatte PZ 28-1

Harry Gestigkeit, Rldssf

Préazisionsheizplatte SP 13

Reichert-Jung, Wien-A

Schuttelwasserbad 1083

GFL, Burgwedel

Software ( digitale Auswertung + Datensicherung)

Programm Komet 3.1
Programm Komet ++

Programm Excel

Kinetic Imaging, Liverpool
Kinetic Imaging, Liverpool

Microsoft
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Spiegelreflexkamera

Minolta, Osaka, Japan

Sterilbank Herasafe

Heraeus, Hanau

Tischzentrifuge 5424

Eppendorf, Hamburg

Waage 1419 (1 mg—-600g)

Sartorius, Giel3en

Wasserbad

GFL, Burgwedel

Zahlkammer nach Neubauer

Merck, Darmstadt

Zentrifuge Varifuge 3.0RS und 3.0R

Heraeus, Hanau

2.2 Methoden

2.2.1 Methodenibersicht

Abb. 5: Methodenibersicht
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2.2.2 Miniorgankultutren

Das Anlegen von Miniorgankulturen (MOKs) wurdeterals 1991 [Steinsvag et al., 1991]
an adenoidem Gewebe beschrieben und mittlerweile nféisale und oropharyngeale
Schleimhaut modifiziert [Kleinsasser et al., 20(Harréus et al., 2004]. Bei diesem
dreidimensionalen in vitro Modell handelt es siam @inen Zellverband, der nach einer
Kultivierungsphase komplett mit Epithelzellen bedeist und physiologische Zilienstruk-
turen/-aktivitaten aufweist. Durch zellulare Intdran besitzt dieses in-vivo-nahe Modell
hohere metabolische Kompetenzen als Einzellmofi€l@nsasser et al., 2004; Wallner et al.,
2005].

2.2.2.1Pré&paration der Mukosaproben

Alle Schritte der Praparation der Schleimhautprobed der nachfolgenden Kultivierung zu
Miniorgankulturen erfolgten unter sterilen Bedingen (Sterilbank, sterile Handschuhe,
Einmalwerkzeug). Nach Uberfilhrung des GewebestimKseine Petrischale, wurde die
oropharyngeale Schleimhaut mittels Skalpell un@reRinzette von Gefalden, Driisengewebe
und nekrotischen Arealen befreit und anschlieRenetiva 1mm groRRe Stiicke geschnitten.
Um die Kultivierung nicht zu verzégern, wurde audghichst glatte Schnittrander geachtet.
Nach dreimaligem Waschen in 3 x 5mhosphate Buffered Salin®BS) konnten die
angefertigten Gewebeschnitte auf eine 24-Well-®lagebracht werden. Jedes Well einer
Platte wurde mindestens 48h zuvor mit @d58iner Lésung aus DMEM, 1,5% Agar Noble,
fotalem Kalber Serum (FCS), nicht essentiellen Asaéuren, Penicillin, Streptomycin und
Amphotericin B beschichtet. Um ein ausreichendebridieu zu gewahrleisten, war jedes
Well mit maximal 3 Gewebeschnitten gefullt. AnseRlend wurden sie mit 2pl0OBronchial
Epithelial Growth Mediun{fBEGM, Nahrmedium) bedeckt.

2.2.2.2Kultivierung

Die Kultivierungsphase fand in einem Brutschranki I3¢°C, 5% CQ und 100%
Luftfeuchtigkeit statt. Alle 48 h Stunden wurde dd&hrmedium erneuert, um optimale
Wachstumsbedingungen fur die Mukosa zu gewdahrieistéusatzlich wurden die
entstehenden Miniorgankulturen alle 7 Tage auf ege 24-Well-Platte Gbertragen, um eine
optimale Nahrstoffversorgung zu gewahrleisten.

Eine regelmallige Kontrolle mittels inversem Mikrogkerlaubte die Evaluierung des
Reepithelialisierungsgrades der Kulturen. Etwaig&robielle Besiedelungen konnten mit
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dieser Methode ebenfalls friih erkannt werden urfdlleee Platten gegebenenfalls aus der
Studie genommen werden.

Die Kultivierungsphase war abgeschlossen, wenneiioh ganzheitliche Reepithelialisierung
der Miniorgankulturen vollzogen hatte (siehe Abbu@). Die Kultivierungsdauer betrug
durchschnittlich 21 Tage.

Abbildung 6 : Mukosastiick nach 21 Tagen Kultivierurg ( 10facheVergrofRerung )

Abbildung 7 : Mukosastlick nach 21 Tagen Kultivierurg (40fache Vergrof3erung)
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2.2.2.3Verwendetes Material

Materialien fur die Miniorgankulturen

Anleitung

Kulturmedium BEGM (Brochial Epithelial Growth
Medium)
500ml Bronchial Epithlial Basalmedium (BEBM
Supplement Pack:
BPE, Epidermal Growth Factor, Insuli

Hydrocortison,  Epinephrin,  Trijodthyronir
Transferrin, Retinoic Acid

Antimikrobiller Zusatz:

100l Amphtericin B, 5ul Gentamycin

n, unter sterilen Bedingungen zugeben

1, und gut mischen, bei 4°C lagern

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

DMEM und HEPES in Aqua bidest.
auflésen, Einstellung auf pH 7,2;
Sterilfiltration und zu 2x 250 ml por-

tionieren

Agar 1,5%
0,45 g Agarosepulver (Agar Noble)
30ml Aqua bidest.

Beide zusammenfiuhren. In der Mikro-
welle aufkochen und anschlieRend

sterilfiltrieren

DMEM-Agar (24-Well-Platten)
30 ml 1,5% Agar Noble
30 ml DMEM
6 ml FCS
75 ul nicht essentielle Aminosauren (NEAS)
240l Penicillin/Streptomycin
120l Amphotericin B

Flissige Substanzen mischen, Agarose
in der Mikrowelle aufkochen, beide
Komponenten vermischen, gut
schwenken und jedes Well mit 250
Agar befillen, bei 4°C mind. 2

Stunden ausharten lassen
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2.2.3 Inkubation mit BPDE

Nach abgeschlossener Kultivierungphase konnte di@ibation mit Benzo[a]pyren-7,8-
dihydrodiol-9,10epoxid (BPDE) erfolgen. Am ersteaglder Inkubationsphase wurden, zur
spateren Bestimmung der Reparaturkapazitat, je@8ild des BPDE auf eine Reihe der 24-
Well-Platte aufgebracht und fur 1 Stunde im Brutaok inkubiert. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurden der Uberstand entfernt uiedMiniorgankulturen durch zweimaliges
Waschen mit dem Nahrmedium BEGM von mdglichen Resle&r genotoxischen Substanz
befreit. Im Anschluss daran erfolgte eine vierundamgstindige Phase im Brutschrank, in
der dem Zellverband die Mdéglichkeit zur DNA-Reparagegeben wurde.

Fur die spatere Messung der Mutagensensitivitddemiach 24stindiger Reparaturphase-
jedes Well einer weiteren Reihe der 24-Well-Platté, 25 pl des frisch verdinnten BPDE,
beimpft. Als Negativkontrolle diente eine zusatazécReihe, bei der jedem Kontrollansatz
jeweils 25ul des reinen Losungsmittels DMSO mit einer Konzatin von 166 mmol/I
hinzugegeben wurde. Die unmittelbar anschlieBendekublation erfolgte im
Schittelwasserbad bei 37°C fiir eine Stunde. Dierdidiede der Negativkontrolle wie auch
die der BPDE Reihe wurden nach 60 Minuten entfeuntd eventuelle Reste des

Xenobiotikums zweimal mit dem Nahrmedium (BEGM)ur@ergewaschen.

2.2.4 Einzelzellisolation aus dem MOK-Zellverband

Im direkten Anschluss an die Inkubationsphase gidotlie Gewinnung von Einzelzellen aus
dem Zellverband durch ein in BEGM geldstes undilsfétriertes Enzymgemisch aus
Protease, Hyaluronidase und Kollagenase P. Hiermdevin ein Eppendorf Reaktionsgefarl’
ein 600 ul Enzymgemisch vorgelegt und jeweils 2-3 Miniorgaltiren hinzugegeben.
Daraufhin erfolgte die Inkubation der Eppendorf@efdir 45 Minuten im Schuttelwasserbad
bei 37°C. Im Folgenden wurde das restliche Bindegmamechanisch von den Einzelzellen
getrennt und auf Eis gestellt. Im Anschluss wurgettem Eppendorfgefall 60d FCS
beigemengt und dadurch die Enzymmischung neutdligtine beschleunigte Sedimentation
der Zellen erreichte man durch das ZentrifugietarbfMinuten bei 4°C mit 800 U/min. Um
eine eventuelle DNA-Schadigung durch UV-Licht zumeeiden, wurden alle kommenden
Arbeitschritte bis hin zur digitalen Auswertung enRotlicht durchgefiihrt. Nach Absaugen
des Uberstandes wurde 1ml PBS zu jedem Zellpeliezugefiigt. Zentrifugation und
Resuspension wurden zweimal wiederholt, um diesdsflensionen der Vitalitdtsbestimmung

und der Mikrogelelektrophorese zuzufuhren.
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2.2.5 Vitalitatsbestimmung

Die Bestimmung der Vitalitat erfolgte mittels “Trgpblau-Ausschluss-Test* (Phillips H.J.,
1973).

Aus jeder Versuchsreihe wurden 0 Zellsuspension mit der gleichen Menge Trypan-
blauldsung vermengt. Mit dieser Zell-Farbstoffmiscg wurde eine Neubauer-Zahlkammer
aufgefillt. Auf Grund einer intakten Zellmembranrbi@n sich vitale Zellen bei der
lichtmikroskopischen Auswertung nicht. Avitale gil erschienen dagegen blau, da der
Farbstoff durch die beschéadigte Zellmembran eimgdmnkonnte. Aus 16 Zahlquadranten
konnte nun der Prozentsatz vitaler Zellen ermitiedtden. Bei allen Versuchen dieser Arbeit

lag die Vitalitat >80%. Vitalitaten < 80% galtersa@uschlusskriterium.

2.2.6 Verwendete Materialien

2.2.6.1BPDE Inkubation

Material fUr die Inkubation mit BPDE Anleitung

BPDE BPDE mit DMSO zusammengeben
100l BPDE (90umol/l) und mit Hilfe eines Minishakers gut
900ul DMSO durchmischen

2.2.6.2Einzelzelllisolation

Material fiir die Einzellisolation Anleitung

Proteolytische Enzyml6sung

50 mg Protease Enzyme mit Prazisionswaage abwiegen,
10 mg Hyaluronidase in 10 ml BEGM l|6sen, anschliel3ende
10 mg Protease P Sterilfiltration

10 ml BEGM
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2.2.7 Comet Assay

2.2.7.1Grundlagen der Methode

Die in dieser Arbeit angewandte alkalische Verdien Einzelzellgelelektrophorese (Comet
Assay) ist ein schnelles und sensitives Verfahten Rlachweis und zur Quantifizierung von
DNA-Schaden an Einzelzellen. Hierbei werden lUbegesel Einzelstrangbriche, alkalilabile
Stellen und eine inkomplette DNA-Nukleotidbaseniexisreparatur dargestellt.

Die meisten Xenobioika verursachen bis zu 2000mathmiinzel- als Doppelstrangbriiche
der DNA [Bradley und Kohn, 1979]. Mit dem urspriicgen Comet Assay, der erstmals
1984 unter pH-neutralen Bedingungen durchgefihntdesJOstling und Johanson, 1984],
konnten lediglich DNA-Doppelstrangbriiche nachgeamewerden [Olive et al., 1991]. Erst
die Alkalisierung der Methode im Jahr 1988 maclstenéglich, DNA-Einzelstrangbriiche mit
einer ausreichenden Sensitivitat nachzuweisen [Se@l., 1988].

Nach der Freilegung des genetischen Materials dukgisierung der Zell- und
Kernmembranen erfolgt eine DNA-Entspiralisierungratiu Inkubation in einem stark
alkalischen Milieu. Durch das Anlegen eines elsktien Feldes kommt es zur Wanderung
geschadigter DNA Fragmente. Ungeschadigte DNA wamdeht. Dadurch entsteht das Bild
eines ,Kometen“, mit ungeschadigter DNA im Kopf ugdschadigter DNA im Schweif.
Durch Markierung der DNA mit einem Fluoreszenzf@olfsist es maoglich, anhand der
Migrationstrecke der DNA und des Verhéaltnissesklaoreszenzintensitat im Schweif zu der
im Kopf, das Ausmald der DNA-Schéadigung zu quanéifem [Speit und Hartmann, 2005].

2.2.7.2Vorpraparation der Objekttrager

Um eine bessere Haftung der Zellen auf den Obgetin zu gewahrleisten und damit eine
hohere Zellausbeute zu erreichen, wurde jederméeea Langsseiten mattierten Objekttrager
mit 85 ul einer 0,5%igen Normal Melting Agarose beschichiises geschah mindestens 48h
vor Versuchsbeginn, um die Agaroseschicht bei Zinbeneperatur zur Aushartung zu

bringen.

2.2.7.3Auftragen der Schleimhautzellen auf die Objekttrage
Nach dem letzten Absaugen des Uberstands wurde jéelipellet mit 75ul 0,7%iger Low
Melting Agarose resuspendiert. Die Zell-Agarosegamsion wurde nun auf einen

Objekttrager aufgebracht und mit einem Deckglaslioligt gleichmaRig auf diesem verteilt.
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Um eine rasche Aushartung zu gewéhrleisten, wudierObjekttrager 10 Minuten auf eine
gekuhlte Metallplatte gelegt.

Nach Entfernung des Deckglases wurde jeder Objgdtrein weiteres Mal mit 8pl der
0,7%igen Low Melting Agarose beschichtet, mit einBetkglas versehen und abschliel3end
10 Minuten auf der Metallplatte zur Aushartung geiit.

2.2.7.4Lyse und Elektrophorese
Zur Freilegung der DNA fir die anschlieRende Elgtrorese wurden Zell- und

Kernmembranen mindestens 1 Stunde lang bei 4°@rtydilierzu wurden die Objekttrager
von ihrem Deckglas befreit und vertikal in eine €kavette gestellt, die daraufhin mit 200ml
einer frisch angesetzten und gekuhlten Lyselosefiglgwurde.

Im Anschluss daran wurden die Objekttrager hottialoin die dafiir vorgesehene eisgekihlte
Elektrophoresekammer gegeben. Um ein homogenegrietdles Feld und damit eine
gleichmafRige und horizontale DNA-Migration erzielam kénnen, mussten die Objektrager
maglichst lickenlos und nahe der Anode platziender. Die Elektrophoresekammer wurde
mit 4°C kaltem alkalischen Elektrophoresepuffertlief bis die Objekttrager vollstandig
bedeckt waren. Nach einer Wartezeit von 20 Minuten, der sich die alkalische
Denaturierung und Entspiralisierung der DNA vollzagnnte die Elektrophorese begonnen
werden (20 min, 300 mA, 25 V).

Im Anschluss daran wurden die Objekttrager dreimalAbstand von 5-10 Minuten mit
Trisma-Base neutralisiert.

Die Negativkontrollen wurden mit Ethidiumbromid gdit. Objekttrdger mit geschadigten
Zellen hingegen wurden in einer Farbekammer, gefiit 100ml 2xSSC, fur mindestens 10
min aufbewahrt, um mit ihnen zeitnah die Fluoregzeém situ Hybridisierung (FISH)

durchzufthren.

2.2.7.5Digitale Auswertung der DNA-Migration

Die Auswertung der mit Fluoreszenzfarbstoff gefénbNegativkontrollen erfolgte mit Hilfe
eines DMLB Fluoreszenzmikroskops, das mit einer &Ginera zur digitalen
Bildverarbeitung verbunden war (Comet 3.1).

Je nach Ausmall der induzierten DNA-Schadigung eeigtdie DNA-Fagmente
unterschiedliche Migrationsmuster. Eine hohe Sdahidi/Fragmentierung hatte eine

schnellere und damit weitere Wanderung im eledtes Feld zur Folge. Ungeschéadigte
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DNA wanderte nicht. Daraus resultierte das BildesifiKometen* mit ungeschadigter DNA
im Kopf und geschadigter DNA im Schweif (s. Abb.9).

Um das Ausmall der DNA-Schadigung quantifizieren kiinnen, wurde der “Olive
Tailmoment* (OTM) eingesetzt. Dieser beinhaltet da®dukt aus der mittleren DNA-

Migrationsstrecke und dem Quotienten des DNA-Astet Schweif zur gesamt DNA einer
Zelle. [Olive an Banath, 1993]. Pro Patient wurdeZellen (max. 40 Zellen/Objekttrager)

ausgewertet.

-
i

Abb. 9: Epithelzelle mit geschadigter DNA in der Comet Buiswertung
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2.2.7.6Methodenspezifische Materialien

Materialien fir den Comet Assay

Anleitung

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

Unter kurzem Erhitzen in der
Mikrowelle in PBS aufldsen und bis
zur Weiterverarbeitung im Wasserbad

bei 37°C aufbewahren

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

Unter kurzem Erhitzen in der
Mikrowelle in PBS aufldsen und bis
zur Weiterverarbeitung im Wasserbad

bei 37°C aufbewahren

Lysestamml6sung
146,4 g NaCl (2,5M)

1,2 g Trihydroxymethylaminomethgdth9mM)

37,2 g NaEDTA (100mM)

10g N-Lauroylsacrosinnatriumsalz (1%)

NaCl, Trihydroxmethylaminomethan
und N-Lauroylsacrosinnatriumsalz in
500 ml Aqua bidest. l6sen, BEDTA

in 160 ml Agqua bidet. mit Zugabe von

NaOH-Platzchen losen; alles mischen,

Aqua bidest mit Aqua bidet. auf 1 | auffillen, pH-
Wert 10 einstellen
Lysepuffer _ _
Triton X-100 und DMSO in 100 ml
1 ml Triton X-100 _ _
Messzylinder geben; mit Lysestamm-
10 ml DMSO

89 ml Lysestammldsung

I6sung bis zum Eichstrich auffiillen

Elektrophoresepuffer
24 g NaOH-Platzchen (300mM)
0,744 g NgEDTA (1mM)
Aqua bidest.

NaOH-Platzchen und EDTA abwiegen,
in 2 | Aqua bidest. l6sen, bei 4°C

lagern

Neutralisationspuffer
48,5 g Trihydroxmethylaminomethan
Aqua bidest.

Trihydroxyaminomethan in 1 | Aqua
bidest. l16sen, pH auf 7,5 einstellen; bei

Raumtemperatur aufbewahren

Ethidiumbromidlosung
0,2 mg/ml Ethidiumbromidstammlésung

Aqua bidest.

1:10 Verdinnung der Stammldsung
mit Aqua bidest. sterilfiltrieren,

bei 4°C lichtgeschutzt aufbewahren

2XSSC-Losung
100ml 20x SSC
Aqua bidest.

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

Lagerung bei Raumtemperatur
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2.2.8 Comet-FISH

2.2.8.1Grundlagen der Methodik

Bei der Methode der Fluoreszenz in situ Hybridisngy (FISH) handelt es sich um ein
Verfahren, das die Darstellung einzelner Chromosom& chromosomaler Anteile (Gene)
ermoglicht. Die in situ Hybridisierung wurde erstisiim Jahr 1969 beschrieben [Pardue und
Gall, 1969). Erst durch die Erweiterung mittels dfeszenzfarbung 1986 wurde der
Grundstein zur heutigen breiten medizinischen Ardueig dieser Methodik gelegt [Pinkel et
al., 1986].

Die Kombination des Comet Assay mit der FISH wuirdelieser Arbeit verwendet, um die
Schadigung des EGFR-Gens im Vergleich zur Gesaddsging der Zell-DNA beurteilen zu
konnen. Die Versuchsdurchfihrung des Comet FISBIgtd in dieser Arbeit basierend auf
den Protokollen von Singh et al. und McKelvey et @le den Comet FISH an Lymphozyten
erprobten [Singh et al., 1988; McKelvey-Martin ¢t 4998]. In Anlehnung an Vorarbeiten
aus dem eigenen Labor wurden fir die Untersuchangrepharyngealen Schleimhautzellen
jedoch Inkubationszeiten, Konzentrationen und d&hdhdlung der Zellen entsprechend
modifiziert [Harréus et al., 2004].

2.2.8.2Préaparation der Objekttrager

Die Objekttrager wurden fur weitere 5-10 Minuteneime Glaskivette mit 100ml 2xSSC
gestellt. In einer Ethanolreihe mit aufsteigendem&entrationen (70%, 85%, 100%) wurden
die Objekttrager jeweils 5 Minuten dehydriert. Dia hybridisierenden Stellen, die eine
besondere Homogenitat der Agarose aufwiesen undt danme besonders hohe Zellzahl
erwarten lie3en, wurden markiert. Fur die endgélgabilisierung der Gelschichten wurden

die Objekttrager fur 10 Minuten auf eine 37°C waidezplatte zum Trocknen gelegt.

2.2.8.3DNA-Hybridisierung

Die DNA-Sonde wurde von -20°C aufgetaut und jewgidgl auf die zuvor markierte Stelle
des Objekttragers gegeben und mit einem Deckghds ¢th) abgedeckt. Die Rander wurden
mit einem Montagekleber auf Kautschukbasis verdieged zur Codenaturierung fur 4-6
Minuten auf eine 74°C heil3e PrazisionsheizplatlegjeZum Schluss wurden die fertigen
Objekttrager fur 16-24 h in einer verdunkelten Fekammer im Brutschrank bei 37°C

hybridisiert.
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Dabei bildeten sich Verbindungen der DNA mit den@&e am Zentromer des Chromosoms 7
(Band-Region 7p11.1-q11.1, Lokus D7Z1) und am E@E&d Region 7p12) aus.

2.2.8.4Farben der Objekttrager

Nach Beendigung der Hybridisierungphase wurden Derkglaser abgeldst und die
Objekttrager fur 10 Minuten vertikal in 45°C warfermamid-Waschlosung gestellt. Dieser
Vorgang wurde noch zweimal wiederholt. Danach ®igin 10-minttiges Bad in 2xSSC und
eine 5-mindtige Inkubation in 2xSSC/NP40. Beide urigen waren ebenfalls auf 45°C
erwarmt. Damit wurden unspezifische DNA-Sondenbirghn geldst.

Nach der Inkubation in 2xSSC/NP40 wurden die Oljager fir 15-20 Minuten
luftgetrocknet. Zwischenzeitlich wurden die tiefigeEnen Reagenzien fur die DNA-
Gegenfarbung aufgetaut und in einem VerhaltnisZ@#API zu 1 Antifade gemischt.

Je 18yul der DAPI-Antifade-Lésung wurden auf die hybridige Stelle gegeben und mit
einem 2x2cm grol3en Deckglas abgedeckt und homoegsnilt. AbschlieRend wurden die
Réander der Deckglaser mit Nagellack versiegelt diel Objekttrager bis zur digitalen
Auswertung bei -20°C im Gefrierfach aufbewahrt.

2.2.8.5Digitale Auswertung der DNA Migration
Die Auswertung der hybridisierten DNA erfolgt mit illd eines DMLB

Fluoreszenzmikroskops und einer daran angeschlessebCD-Kamera mit digitaler
Bildverarbeitung (Comet +¥). Fiir die Berechnungen in dieser Arbeit wurde, dmsdas
OTM angelehnte, “Munich Chromosomal Tail Moment* @WIM) [Harréus et al., 2004]
verwendet. Dieses wird berechnet aus dem Produkt métleren DNA-Sonden-
Wanderungstrecke und der Sondenfluoreszenz im Kameehweif, dividiert durch die
gesamte Fluoreszenz der DNA-Sonde in der Zelle. \@derungstrecke wird hierfir vom
ersten bis zum letzten Signal der DNA-Sonde beretichind bezieht sich nicht auf die Mitte
des Zellkerns, wie es fur den OTM gultig ist. Ausgetet wurden 20 Zellen pro Objekttrager.
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2.2.8.6Methodenspezifische Materialien

Materialien fur Comet-FISH

Anleitung

2XSSC-Losung
100 ml 20xSSC
Aqua bidest.

20xSSC und 900 ml Aqua bidest. mischen, pH-Wert auf
7,0 (£ 0,2) einstellen, Lagerung bei Raumtemperatur
Haltbarkeit: 6 Monate

Formamid-Waschlésung
157,5ml Formamid
31, ml 20xSSC

122 ml Aqua bidest.

Komponenten in einem 500ml Standzylinder mischen,
pH auf 7-8 einstellen, Lagerung bei 4°C; Haltbark@i
Tage

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

NP-40 im Wasserbad bis zum Schmelzpunkt erhitzen,
langsam mit 1000 ml 2xSSC mischen, pH-Wert auf 7,0
(x 0,2) einstellen, Lagerung bei Raumtemperatur;
Haltbarkeit: 6 Monate

DNA Sonde
10 ul DNA Sonde

DNA-Sonde auftauen und je 10 auf die Objekttrager

geben

DAPI-Antifade-Gegenfarbung

DAPI
Antifade

Tiefgerorene Komponenten auftauen und in einem
Verhaltnis von 2:1 (DAPI: Antifade) mischen
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2.2.9 Ubersicht Comet Assay / Comet FISH

14 - 28tdgige Kultivierung der
Miniorgankulturen

A 4

Tag 1: Schddigung mit BPDE und 24 h Reparatur
Tag 2: Schddigung mit BPDE und Negativkontrolle

Einzelzellisolation

+

Auftragen auf vorprdparierte OT

( ) v
Negativkontrolle
Elektrophorese
(DMSO)
J
v
Comet Assay
(Ethidiumbromid)
- J
A 4
( )
digitale Auswertung
Comet 3.1
- J

Abb. 10 : Ubersicht Comet-Assay / Comet-FISH
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2.2.10 Interphase-Fish an histologischen Feinschnittprapaaten der Miniorgankulturen

2.2.10.1Grundlagen der Technik

Die Technik der “Interphase Fluoreszenz in situ ktlibierung“ erlaubt den Nachweis von
numerischen Chromosomenaberrationen, aber auchstrakturellen Chromosomen- und
Genveranderungen, wie Translokation, Deletion odenplifikation, in zytologischen
Ausstrich- und histologischen Schnittpraparatendeka als in der klassischen Zytogenetik
(“Metaphase Technik®), werden die Untersuchungen der Interphase durchgefuhrt
(“Interphasen-Zytogenetik®), da es sich um nichthméeilungsbereite Zellen handelt und
keine spezifischen Chromosomenregionen identitimierden missen.

In dieser Arbeit wurde dieses Verfahren dazu vedeen um eine eventuelle
Genamplifikation im EGFR-Gen gegebenenfalls naclesen, beziehungsweise diese

auszuschlief3en.

2.2.10.2Vorbereitung der Proben

Nach dem Abschluss der Kultivierungsphase wurden jemlem Studienteilnehmer 2-4
Miniorgankulturen separiert und anschlieRend fundestens 24-48 Stunden in Formalin
fixiert. In Zusammenarbeit mit dem Pathologischestitut der LMU Minchen wurden die
Miniorgankulturen in Paraffin eingebettet, in 4ufn dicke Schichten geschnitten und auf
Objekttrager fixiert.

2.2.10.3Vorbehandlung der Objekttrager

Um einen Erfolg der Methode zu erzielen, war esveandig, dass der DNA-Sonde eine
ausreichende Zuganglichkeit zu den Zellkernen gewidtet war. Hierzu mussten die
Objekttrager deparaffinisiert werden und der Zelbamd durch eine Proteasereaktion eine
optimale Permeabilitat erreichen. Zu diesem Zweakde das Paraffin Pretreatment Reagent
Kid der Firma Vysis verwendet.
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2.2.10.3.1Deparaffinisierung

Als erster Arbeitschritt der Deparaffinisierung wen die Objekttrager bei Raumtemperatur
fur 10 Minuten in eine mit 100 ml Xylol gefullte @bn-Kuvette gestellt. Dies wurde unter
gleichen Bedingungen wiederholt. AnschlieRend warde Objekttrager fir 5 Minuten in
100% Etahnol dehydriert. Nach nochmaliger Dehydngr fir weitere 5 Minuten in einer
Ethanolklvette konnten die Objekttrager zum Trookaaf eine 45-50°C warme Heizplatte

gelegt werden.

2.2.10.3.2Vorbehandlung fir die Proteasereaktion

Um die Proteasereaktion zu optimieren und damg emaximale Hybridisierung der Proben
zu sichern, mussten die Objekttrager vorbehandeft@n. Zu diesem Zweck wurden diese
fur 20 Minuten einem Bad aus 0,2 %iger Salzsaugefiinrt und daraufhin fur 3 Minuten in
destilliertem Wasser gewaschen. Danach wurden dibelR 3 Minuten in eine Klvettait
2xSSC (Waschpuffer) gestellt. Nun erfolgte die eigehe Vorbehandlung fur die
Proteasereaktion durch ein 30minutiges, 80°C he&ssserbad in Natriumdicayanat
(Vorbehandlungslosung). Als nachstes wurden dieekitspger fir eine Minute in eine
Klvette mit destilliertem Wasser getaucht. Nachiavaigem Waschen in 2xSSC fur jeweils
5 Minuten konnten die Proben der Proteasereaktigeftinrt werden.

2.2.10.3.8Behandlung mit Protease

Die Objekttrager wurden von dem Uberschuss des hipasiers befreit und fiur 10 Minuten
in einem 37°C warmen Wasserbad mit der Proteasajosukubiert. Nach zweimaligem
Waschen mit 2xSSC erfolgte das Trocknen auf ei®ebQfC warmen Heizplatte fur 4-5

Minuten.

2.2.10.3.&ixierung der Probe

Um die Proben auf den Objekttrager zu fixierenrdea sie fir 10 Minuten in eine 10 %ige
Formalinlésung gegeben, 5 Minuten in 2xSSC gewasalred zum Trocknen im letzten
Schritt vor der Fluoreszenz in situ HybridisieruRg Minuten auf eine 45-50°C warme

Heizplatte platziert.
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2.2.10.4Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Die nun deparaffinisierten Objekttrager und die diz DNA-Sonde zuganglich gemachten
histologischen Feinschnitte wurden wie in 2.2.7.322.7.4 der 16 bis 20-stindigen
Hybridiserung mit der EGFR-Sonde zugefuhrt, im Angss den verschiedenen

Waschvorgangen unterzogen und die DNA am Ende ARIRQegengefarbt.

2.2.10.5Analoge Auswertung der Signale

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe eines DMLB Fluemenzmikroskops. In Anlehnung an
bereits bestehende Arbeiten zur Amplifikation bastier Gene, wurde in dieser Arbeit die so
genannte Gen/Zentromer-Ratio zur Indentifikatiomeei Vermehrung des EGFR-Gens
herangezogen [Pugh et al., 2007; Hirsch et al.,7ROMHierzu wurde von jedem

Studienteilnehmer die Anzahl der spezifisch ge&rtldNA-Signale an 20 Zellen ausgezahlt.

Aus dem Verhaltnis der Signale des EGFR-Gens zarddas Zentromers von Chromosom 7
lie3 sich nun die EGFR-Gen/Zentromer-Chr.7- Rdiiojéden Patienten errechnen. Lag die

ermittelte Ratio>2 , war das Kriterium fur eine Amplifikation erftill

2.2.10.6Methodenspezifische Materialien

Materilalien ftr den Interphase FISH Anleitung

Deparaffinierung und Dehydrierung

Dimethylbenzol Xylol in eine 100 ml Kuovette flllen,
100 ml Xylol Verwendung bei Raumtemperatur

Ethanol Ethanol in eine 100 ml Kuivette flllen,
100 ml Ethanol Verwendung bei Raumtemperatur

Paraffin Pretreatment Reagent Kit

Vorbehandlungslésung: 50 ml Natriumtjocyanat in eine Kivette fillen

50 ml Natriumthiocyanat und im Wasserbad auf 80 + 1°C erhitzen;
Haltbarkeit: 1 Tag
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Protease-L6sung (pH 2): pH-Wert verifizieren, ggf. mit 1,0 N HCI oder
50 ml NaCl 1,0 N NaOH korrigieren; NaCl im Wasserbad
25 mg Protease auf 37 £ 1°C erwarmen und erst direkt vor

Gebrauch 2 5mg Protease zugeben und gut

vermischen
Waschpuffer: pH-Wert auf 7 einstellen und in 6 Kivetten
6x50 ml 2xSSC aufteilen; Haltbarkeit: 1 Tag

2.2.11 Immunhistochemische Evaluierung der EGFR-Expression

2.2.11.1Grundlagen der Methodik

Bei der Methode der Immunhistochemie handelt ds sim ein etabliertes Verfahren, um an
histologischen Feinschnitt- oder zytologischen Audspraparaten Zellproteine mittels
Antigen-Antikorper-Farbereaktion  sichtbar zu macherAllen  Variationen der

Immunhistologie gemeinsam ist die Inkubation mitean Primarantikdrper, der gegen das
Antigen des gesuchten Proteins gerichtet ist. Aallterung der EGFR-Expression beider
Studiengruppen wurde in dieser Arbeit die so gateaRolymer-Methode verwendet. Hierbei
handelt es sich um ein indirektes Farbeverfahremj klem mit Hilfe eines

Sekundarantikérpers die Antigenstrukturen sichtimacht werden. Nach Inkubation mit
dem Primarantikbrper (Maus-anti-Mensch), der gega&in Epitop nahe der

Ligandenbindungstellen der extra-zellularen Domdes Rezeptors gerichtet ist (Spaulding
und Spaulding2002), wird ein Sekundarantikdrper (Ziege-anti-Mamsgesetzt. Dieser ist

mit einem Dextran-Polymer bestlickt, an das wiederBeroxidase-Enzymketten gebunden
sind. Nach Zugabe von Wasserstoffperoxid als Sabdiir die Peroxidase und des
Chromogens Diaminobenzidin (DAB) bilden sich dudie Enzym-Substrat-Reaktion freie
Protonen, die das zuvor farblose Chromogen DABnfabiges Endprodukt oxidieren, was
zu einem Farbniederschlag in der Umgebung der Rl fihrt. Auf diese Weise wird

indirekt die Antigen-Antikorper-Bindungsstelle sibar macht. Nach anschlieRender

Gegenfarbung erfolgte eine semiquanti-tative Ausuvey mittels Lichtmikroskop.
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2.2.11.2Vorbereitung der Proben

Nach dem Abschluss der Kultivierungsphase wurden jemlem Studienteilnehmer 2-4
Miniorgankulturen separiert und anschliel3end fundastens 24-48 Stunden in Formalin
fixiert. In Zusammenarbeit mit dem Pathologischestitut der LMU-Munchen wurden die
Miniorgankulturen in Paraffin eingebettet, in 4utn dicke Schichten geschnitten und auf

Objekttrager fixiert.

2.2.11.3Deparaffinisierung und Rehydratation

Vor der immunhistochemischen Farbung mussten diasEenittpréparate deparaffinisiert
und rehydriert werden. Hierzu wurden die Objek@ragir 5 Minuten in einer mit Xylol
geflllten Klvette inkubiert. Dieser Vorgang wurdger gleichen Bedingungen mit frischem
Xylol wiederholt. Durch ein jeweils 2x3 minitigesa® in einer absteigenden Ethanolreihe
(Konzentrationen 100%, 100%, 95%, 95%), wurde dawendige Rehydrierung der
histologischen Feinschnitte erreicht. Daraufhin dewr die Objekttrager fur 5 Minuten in
destilliertes Wasser getaucht.

2.2.11.4lmmunhistochemische Farbung

Das Farbeverfahren wurde mit Hilfe des EGFR phaxiibKit's (Dako-GmbH) unter
Verwendung der mitgelieferten Chemikalien und desskéllerprotokolls durchgefihrt. Um
die einzelnen Farbeschritte zu validieren, wurdem dKit enthaltene Objekttrager mit

Positiv-und Negativkontrollen aus Zelllinien zudétz zu jedem Farbeschritt unterzogen.

2.2.11.4.2FEnzymatische Andauung durch Proteinase K

Uberfixation der Miniorgankulturen in Formalin vesacht die Bildung ibermaRiger
Aldehydquervernetzungen, die die EGFR-Antigene meask und deren Nachweis durch den
Primarantikoper verhindern. Um die Antigenstelleu zemaskieren, mussten die
Aldehydvernetzungen mit einem proteolytischen Enzyer Proteinase K, angedaut werden.
Zu diesem Zweck wurden die Objekttager aus der Kévenit dem destillierten Wasser
entfernt und mit einem Zellstofftuch getrocknet.s&hlie3end erfolgte die Inkubation mit 100
ul Proteinase K fur 5 0,5 Minuten. Durch das Abgpider Objekttrager mit destilliertem
Wasser und einem folgenden 5-minitigen Bad mitcliesn Aqua bidest. wurde die

enzymatische Andauung gestoppt.
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2.2.11.4.Peroxidase Block

Die Substrat-Chromogenreaktion, die verwendet winth, die an das Polymer gebundene
Peroxidase sichtbar zu machen, lasst keine Unteichaig zu, ob es sich bei dem nachgewie-
senen Enzym um jenes handelt, das indirekt dergémAntikorper-Komplex markiert, oder
ob es sich um endogene Peroxidaseaktivitdt hardlelin Préparat schon vor der Anwen-
dung vorhanden war. Deshalb erfolgte im zweiteneftdehritt der Farbung eine Blockierung
der endogenen Peroxidaseaktivitat durch das Augbrinvon 10Qul Peroxidase Block (3%
H,O,) und anschlielender Inkubation fir 5 Minuten. Zuweurde das Uberschissige
destillierte Wasser entfernt. Nach Ablauf der Inkditn wurden die Objekttrager mit
Waschpuffer abgespult und daraufhin fir 5 Minuteein Bad aus Waschpuffer gestellt.

2.2.11.4.3nkubation mit dem Primé&rantikdrper oder der Negati vkontrollreagenz

Die Objekttrager wurden abermals von Flussigkestere befreit und daraufhin je nachdem
mit 100 ul des primaren Antikérpers oder der Negativkonteglbenz fir 30 Minuten
inkubiert. Um ein Austrocknen der Gewebsschnittevethindern, wurde diese Inkubation
wie auch die des Polymers in einer Feuchtkammeézogén. Im nachsten Schritt wurden die
Reagenzien mit der Waschpufferlésung abgespiltfiundeitere 5 Minuten in eine Kivette
mit frischem Puffer getaucht.

2.2.11.4.4Ankubation des Dextran-Polymers

Uberstandiger Puffer wurde von den Objekttragegeaipft. In einer Feuchtkammer erfolgte
die anschlieRende 30-minitige Inkubation mit 08@es mit der Meerrettich-Peroxidase und
dem Sekundarantikoper konjugierten Dextran-Polymé&s Entfernung des Polymers
erfolgte &quivalent zu der Entfernung des primdetkorpers.

2.2.11.4.9nkubation mit der DAB+ Substrat-Chromogen Lésung

Nach dem obligaten Abtrocknen der Feinschnitte emrdiese im letzten Arbeitschritt der
Farbung mit 10Qul der zuvor angemischten DAB+ Substrat-Chromogesubg fur einen
Zeitraum von 10 Minuten inkubiert. Im Anschluss dem die Reagenzien mit destilliertem

Wasser abgespult und fir 5 Minuten in eine Kuvetitefrischem Aqua bidest. Gberfihrt.
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2.2.11.5Gegenfarbung

Nach Beendigung der Hauptfarbung wurden die Fem#eh zur Gegenfarbung ihrer
Zellkerne fur 5 Minuten in ein Bad aus Hamatoxyiegeben und anschliel3end so lange mit
destilliertem Wasser abgespllt, bis kein restlidHamatoxylin mehr sichtbar war. Vor dem

Versiegeln der Objekttrager erfolgte ein letzted Badestilliertem Wasser.

2.2.11.6Versiegelung

Zur Versiegelung der nun gegengefarbten Feinsgnapgarate wurde ein wassriges
Einschluss-Medium (Mounting-Medium) verwendet. Unmee Signalabschwachung zu
verhindern, wurden die fertigen Objekttrager, his Auswertung bei Raumtemperatur und

vor direktem Licht geschutzt, aufbewabhrt.

2.2.11.7Semiquantitative Auswertung der immunhistochemische Farbung

Die Auswertung der immunhistochemischen Féarbung clggs mit Hilfe eines
Lichtmikroskops. Die Interpretation der EGFR-Exgmien erfolgte semiquantitativ nach
folgendem Schema: Grad 0: keine Farbung; Gradhwache Anfarbung; Grad 2: moderate
Farbung; Grad 3: starke Farbung.

2.2.11.8Methodenspezifische Materialien

Material fUr die immunhistochemische Farbung Anleitung

Deparaffinierung und Rehydrierung

Dimethylbenzol 200ml  Xylol auf zwei Farbeklvetten
200 ml Xylol aufteilen, Verwendung bei
Raumtemperatur
Ethanol
200 ml Ethanol (100%) Ethanol auf 4 Farbekivetten aufteilen,
200 ml Ethanol (95%) Verwendung bei Raumtemperatur

EGFR pharmDx™ Kit
Proteinase K gebrauchsfertig; jeweils einen Objekttrager
< 0,1% Proteinase K in Tris-HCI-Puffer vermit 100ul Enzym inkubieren

dinnt
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Peroxidase Block
3% Wasserstoffperoxid ¢a,)

EGFR-Primarantikorper

Monoklonaler Maus

humane EGFR-Protein (clone 2-18C9)

Negativkontrollreagenz

Monoklonaler Maus-lg&

Dextran-Polymer

Dextran-Polymer konjugiert mit Meerrettic
Peroxidase und dem anti-Maus Sekung

antikdrper von der Ziege;

DAB+ Substrat-Chromogen-L8sung

gebrauchsfertig; jeweils einen Objekttrager

mit 10Qul Enzym inkubieren

gebrauchsfertig; jeweils einen Objekttrager

lgG-AK gegen dasnit 10Qul Enzym inkubieren

gebrauchsfertig; jeweils einen Objekttrager

mit 10Qul Enzym inkubieren

gebrauchsfertig; jeweils einen Objekttrager
nmit 10Qul Enzym inkubieren

1&r-

DAB+Substratpuffer-Lésung in ein

1 ml Diaminobenzidin (DAB) + Substrat-Reaktiongefal3 geben, einen Tropfen der

puffer
1 Tropfen flussiges DAB+ Chromogen

Waschpuffer
1 | Tri-gepufferte-Kochsalzlosung, verse

mit Polysorbat 20
Aqua bidest

DAB+Chromogen-Losung zugeben und

gut vermischen

je nach Bedarf konzentrierten Waschpuffer
im Verhaltnis 1:10 mit Aqua bidest. in

[ztinem Standzylinder anmischen
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3  Ergebnisse

3.1 Statistische Testverfahren und graphische Darstelhg

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe desg?amms SPSS 150 durchgefiihrt. Die
OTM/MCTM-Werte innerhalb einer Studiengruppe wurdgnander gegenibergestellt und
mit dem Wilcoxon-Test fur abhangige Stichprobeprgé&. Der Mann-Whitney-U-Test fur
zwei unabhéngige Stichproben diente zum Vergleieh Daten aus der Tumorgruppe mit
denen aus der Kontrollgruppe. Auf Grund der Mehfastungen und des daraus enstehenden
multiplen Testproblems, wurde fir jede Nullhypotnedas globale Signifikanzniveau
(p< 0,05) mit der Bonferroni-Holm-Korrektur angepasatl jeweils ein lokales Signifikanz-
niveau definiert.

Die graphische Darstellung der Ergebnisse zur Qatdrung der genetischen Suszeptibilitat
und der Amplifikation des EGFR-Gens erfolgte durddoxplots, die mit dem
Datenanalyseprogramm SPSS 18.@ngefertigt wurden. Die obere Begrenzung einer Box
ergibt sich durch das 75.Perzentil (75% aller Wesited kleiner), die untere durch das
25.Perzentil (25% aller Werte sind kleiner). Derdés wird durch die Horizontale Linie in
der Box reprasentiert. Der jeweils kleinste und meveils grol3te Wert werden durch die
umgekehrte bzw. durch die obere T-Linie (Whiskeiualisiert. Ausreil3erwerte, die um
mehr als eineinhalb Kastenlangen auf3erhalb liegenden durch einen Kreis [°] markiert.
Extremwerte, die mehr als drei Kastenlangen aufierer Box liegen, sind durch einen
Stern [*] gekennzeichnet.

Die graphische Darstellung der Ergebnisse zur Wottrung des EGFR-
Expressionsverhaltens der beiden Studiengruppéolgter durch Saulendiagramme die mit

Hilfe des Programms Microsoft ExEedrstellt wurden.

3.2 DNA-Schadigung und Reparatur nach Exposition mit BDE

Die durch die Exposition mit BPDE entstandenen D8tangbriche bilden unter alkalischen
Bedingungen, wie sie beim Comet Assay/Comet-FISgegen sind, DNA-Fragmente. Diese
zeigen im elektrischen Feld, je nach molekularemwiGd, eine unterschiedliche
Migrationsstrecke in Richtung der Anode. Die Vidlkavon Einzelstrangbriichen,
alkalilabilen Stellen und DNA-Abschnitten inkompkat DNA-Nukleotidbasenexcisions-

reparatur ergeben ein kometenartiges Migrationsenusiit weitgehend intakter DNA im
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Kopf und fragmentierten DNA-Bestandteilen im ScHvdas Kometen.

Dieses Wanderungsverhalten lasst sich durch Anféantber DNA mit Ethidiumbromid
(Comet-Assay) bzw. mit DAPI (Comet-FISH) sichtbaaahen. Die Abbildungen 11-13
zeigen Einzelzellen mit unterschiedlichen Migrasiotustern nach Durchfiihrung des Comet-

Assay und einer DNA-Farbung mit Ethidiumbromid.

Abb.11: DNA einer ungeschadigte
Schleimhautzelle nach Duriithrung des
Comet-Assay und Farbung mit Ethidium-

bromid

Abb.12: DNA einer mittelgradig
geschadigten  Schleimhautzelle  ni
Durchfihrung des Comeé{ssay unc

anschlieBender Farbung mit Ethidiun

=
1

bromid

Abb.13 DNA einer hochgradi
geschadigten  Schleimhautzelle  ni
Durchfihrung des Comeé{ssay unc

anschlieBender Farbung mit Ethidium

bromid




3 Ergebnisse 51

Die Markierung einzelner Gene mit einer spezifistBINA-Sonde lasst die Beurteilung des
Migrationsverhaltens nach dem gleichem Prinzip 2edoch muissen Abstriche in der
Intensitat der Farbung gemacht werden, da es sichFtagmente mit weitaus kleinerem
Molekulargewicht handelt. Die Abbildungen 14-16 gms Schleimhautzellen nach
Durchfihrung des Comet-Fish und einer DNA-Gegenfidgomit DAPI. Die Gesamt DNA

prasentiert sich in der Farbe Blau, das EGFR-Gelit sich als rotes Signal dar und das

Zentromer von Chromosom 7 leuchtet grtn.

Abb. 14: DNA einer oropharyngeale
Schleimhautzelleeines Tumorpatienten na
Inkubation mit DMSO. Nach Durchfiihrung c
Comet-Fish und einer DNA-Gegf&rbung mi
DAPI weisen weder die GesaBNA (blau)

noch das EGFR5en (rot) bzw. das Zentrom

Chr.7 (gruin) eine Schadigung auf.

Abb. 15: DNA einer oropharyngeale
Schleimhautzelle eines Tumorpatienten n
Inkubation mit BPDE. Sowohl die Gesamt
DNA als auch das EGFRen/ Zentromer Ch

7 weisen eine Schadigung auf.

Abb. 16: DNA einer oropharyngeale
Schleimhautzelle eines Tumorgaiten nacl
Inkubation mit BPDE und anschlieender 2
Reparaturphase. Sowohl bei der GesBiRA
als auch im EGFRsen zeigt sich ein

deutliche Reduktion der Schadigung.
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In der vorliegenden Arbeit wurden Schleimhautprotzen 30 Patienten mit Hilfe von Comet
und Comet FISH untersucht. Unter ihnen waren 15 drpatienten (12m; 3w) und 15
tumorfreie Patienten (10m; 5w). Das Alter der Rdga reichte von 28 bis 81 Jahre und lag
bei den Tumorpatienten im Mittel bei 61,4 Jahreei, dben Non-Tumorpatienten bei 45,7
Jahren. (s. Anamnesen der Spender siehe 2.1.2)

Schaden der Gesamt-DNA wurden mit dem OTM, ger@isSchaden mit dem MCTM
beschrieben. Als Negativkontrolle wurden die Mig@ankulturen mit DMSO (c = 166mM)
inkubiert und die Schadigung der Gesamt-DNA mit fédil der einfachen
Mikrogelelektrophorese, die Schadigung im EGFR-Gentromer Chr.7 einmalig unter
Anwendung des Comet-FISH ausgewertet. Erwartumg&fekam es zu keiner relevanten
genotoxischen DNA-Schadigung durch DMSO (OTM<2 y®liet al., 1993]). Fur die

Fremdstoffexposition wurde BPDE mit einer Konzetbravon 9mM gewahlt.

3.2.1 DNA-Schéadigung und Reparatur in der tumorfreien Kontrollgruppe

3.2.1.1DNA-Schadigung

30

25

. T

15

00

OTM/MCTM

10

o — -
T T I T
DMSO (OTM) BPDE (OTM) BPDE-EGFR BPDE-Chr.7
(MCTM) (MCTM)

Abb. 17: Ausmal der DNA-Schadigung bei tumorfreien Patierfte=15). Vergleich der OTM-Werte mit den
MCTM-Werten nach Inkubation mit BPDE und Vergleicer OTM- bzw. MCTM-Werte nach BPDE-
Inkubation mit der Negativkontrolle DMSO.
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BPDE verursachte sowohl in der Gesamt-DNA als daotliEGFR-Gen und im Zentromer

von Chromosom 7 signifikant hohere DNA-Schaden dus Negativkontrolle mit DMSO.

(vgl. Tab 3 + 4)

Tab. 3: OTM-Mittelwerte nach Inkubation mit BPDE bzw. DMJ@morfreie Kontrollgruppe)

Geschadigter DNA- Schadigendes Agens Quantifizierungseinhei OTM/MCTM
Abschnitt Mittelwert
Gesamt-DNA BPDE OT™M 16,7
EGFR-Gen BPDE MCTM 18,9
Zentromer Chr.7 BPDE MCTM 9,3
Gesamt-DNA DMSO OTM 0,7

Tab. 4: p-Werte im Wilcoxon-Test fir den Vergleich DMSOu BPDE-Schadigung der

tumorfreien

Studiengruppe
Non-Ca DMSOvs. Non-Ca BPDE B 0,001
Non-Ca DMSOvs. Non-Ca BPDE-EGFR p 0,001
Non-Ca DMSOvs. Non-Ca BPDE-Chr.7 g 0,001

Das lokale Signifikanzniveau nach Bonferroni-Holroskektur wurde mit < 0,05 definiert

Erlauterungen:

Non-Ca BPDE =
Studiengruppe

tumorfreien Studiengruppe

BDPE bei der tumorfreien Studiengruppe

Non-Ca DMSO = OTM-Mittelwerte der Negativkontrollen mit DMSCebder tumorfreien Studiengrupp
OTM-Mittelwerte der Gesamt-DNA nach Inkubationit BDPE bei der tumorfreie

Non-Ca BPDE-EGFR = MCTM-Mittelwerte des EGFR-Gens nach Inkubationt BDPE bei der

Non-Ca BPDE Chr.7= MCTM-Mittelwerte des Zentromers von Chromosommach Inkubation mit

(1]

Ein signifikanter Unterschied zwischen der GesamiAESchadigung und der genetischen

Schadigung im EGFR-Gen konnte nicht nachgewiesedeme wohl aber bei dem Vergleich

zwischen der Gesamt-DNA-Schéadigung und der desr@mets von Chromosom 7. Eine

statistische Signifikanz bestand auch beim Vergleier DNA-Schadigung des EGFR-Gens

und der des Vergleichschromosoms 7. (vgl.Tab 5)
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Tab. 5: P-Werte im Wilcoxon-Test fir den Vergleich BDPEAR&digung der Gesamt-DNA zu BPDE-

Schadigung im EGFR und Chr.7, sowie Vergleich ddradigung im EGFR-Gen und im Zentromer von Chr.7
Non-Ca BPDE-EGFRs. Non-Ca BPDE p =0,307
Non-Ca BPDE-Chr.¥s.Non-Ca BPDE x 0,001
Non-Ca BPDE-EGFRs. Non-Ca BPDE Chr.7| 0,001

Das lokale Signifikanzniveau nach Bonferroni-Holroskektur wurde mit p< 0,05 definiert

3.2.1.2DNA-Reparatur und DNA-Reparaturkapazitat

Il DNA-Schadigung
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Abb. 18: Ausmali der 24h DNA-Reparatur der Gesamt-DNA, desRE-Gens und des Zentromers von Chr.7
bei tumorfreien Patienten (n = 15).Vergleich der MDIMCTM-Werte nach BPDE-Inkubation und
anschlieender 24h Reparatur mit den OTM-/MCTM-\eriach Inkubation mit BDPE ohne Reparatur

Der OTM-Mittelwert der Gesamt-DNA nach 24-stindig&paraturphase lag bei 12,7. Der
MCTM fur das EGFR-Gen und das Zentromer von Chramng ergab Mittelwerte von 14,8

(EGFR-Gen) und 7,0 (Zentromer-Chr.7). Mittels WHoa-Test fur abhangige Stichproben
wurden diese Mittelwerte mit den OTM- bzw. MCTM-Wear der BPDE-Inkubation ohne

anschlieBende Reparaturphase verglichen. AlleirGaisamt-DNA reparierte die induzierten
DNA-Schaden mit statistischer Signifikanz. (vglbT&)



3 Ergebnisse 55

Tab. 6: p-Werte im Wilcoxon-Test fur den Vergleich der BPIhduzierten DNA/Gen-Schadigung mit und
ohne 24h Reparatur (tumorfreie Studiengruppe n)= 15

Non-Ca Reparatur vs. Non-Ca BPDE p<0,01
Non-Ca Reparatur EGFR vs. Non-Ca BPDE EGFR p = 0,026
Non-Ca Reparatur Chr.7 vs. Non-Ca BPDE Chr.7 p =0,041

Das lokale Signifikanzniveau nach Bonferroni-Holrofkektur wurde mit p< 0,025 definiert

Erlauterungen:
Non-Ca Reparatur = OTM-Mittelwerte der Gesamt-DNA nach Inkubatioiit BDPE und anschlieBende

-

24 h Reparatur bei der tumorfreien Studiengruppe
Non-Ca Reparatur EGFR = MCTM-Mittelwerte des EGFR-Gens nach Inkubationt ®DPE und

anschlieBender 24 h Reparatur bei der tumorfretiediégruppe

Die Reparaturkapazitat ist die individuelle FahigkBNA-Schaden zu reparieren. Die
Quantifizierung erfolgt in Prozent, d.h. der Prdwet gibt an, wie viel DNA-Schaden in
Relation zur Ausgangsschadigung repariert werdenntieo Die Kapazitaten in der
tumorfreien Vergleichsgruppe hatten Mittelwerte \&5H0% fur die Gesamt-DNA, 21,5% im
EGFR-Gen und 25,1% im Zentromer-Chr.7. Im Vergleddr Reparaturkapazitat fur die
Gesamt-DNA mit den Kapazitaten fir das EGFR-Gen desl Zentromer-Chromosom7, wie
auch bei der Gegeniberstellung der Reparaturfaibigkes EGFR-Gens mit der des
Zentromers 7, ergab sich keine statistische Skamfz (vgl. Tab7).

Tab. 7: Vergleich der Reparaturkapazitdten der Gesamt-DWAs EGFR-Gens und des Zentromers 7

(tumorfreie Kontrollgruppe)

Non-Ca RC EGFR vs. Non-Ca RC Gesamt-DNA p=0,691
Non-Ca RC Chr.7 vs. Non-Ca RC Gesamt-DNA p = 0,096
Non-Ca RC EGFR vs. Non-Ca RC Chr.7 p=0,125

Das lokale Signifikanzniveau nach Bonferroni-Hdtmrrektur wurde mit p< 0,0167 definiert

Erlauterungen:
Non-Ca RC Gesamt-DNA= Mittelwerte DNA-Reparaturkapazitat der Gesamt-DN& der tumorfreier

Studiengruppe

Non Ca RC EGFR= DNA-Reparaturkapazitat des EGFR-Gens bei daptfreien Studiengruppe
Non Ca RC Chr.7 = DNA-Reparaturkapazitdt des Zentromers von CHyel der tumorfreien
Studiengruppe
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3.2.2 DNA-Schéadigung und Reparatur in der Karzinomgruppe

3.2.2.1DNA-Schadigung

30
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DMSO-Ca (OTM) BPDE-Ca (OTM) BPDE-Ca BPDE-Ca
(MCTM) (MCTM)

Abb. 19: AusmalR der DNA-Schadigung bei Karzinompatientenl®). Vergleich der OTM-Werte mit den
MCTM-Werten nach Inkubation mit BPDE und Vergleicer OTM- bzw. MCTM-Werte nach BPDE-
Inkubation mit der Negativkontrolle DMSO.

BPDE verursachte sowohl in der Gesamt-DNA als daoclEGFR-Gen und im Zentromer
von Chromosom 7 signifikant héhere DNA-Schaden daés Negativkontrolle mit DMSO
(vgl. Tab 8 +9).

Tab. 8 OTM-Mittelwerte nach Inkubation mit BPDE bzw. DIM@SKarzinomgruppe)

Geschadigter DNA- Schéadigendes Agens Quantifizierungseinhei OTM/MCTM
Abschnitt Mittelwert
Gesamt-DNA BPDE OT™M 15,6
EGFR-Gen BPDE MCTM 17,5
Zentromer Chr.7 BPDE MCTM 8,7
Gesamt-DNA DMSO OT™M 0,6
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Tab. 9: p-Werte im Wilcoxon-Test fur den Vergleich DMSQ+ BPDE-Schéadigung (Karzinomgruppe)

Ca DMSO vs. Ca BPDE $0,001
Ca DMSO vs. Ca BPDE-EGFR 0,001
Ca DMSO vs. Ca BPDE-Chr.7 0,001

Das lokale Signifikanzniveau nach Bonferroni-Holroskektur wurde mit < 0,05 definiert

Erlauterungen:

Karzinomgruppe

der Karzinomgruppe

Ca DMSO = OTM-Mittelwerte der Negativkontrollen mit DMSQGebder Karzinomgruppe
Ca BPDE= OTM-Mittelwerte der Gesamt-DNA nach Inkubatimit BDPE bei der Karzinomgruppe
Ca BPDE-EGFR = MCTM-Mittelwerte des EGFR-Gens nach Inkubationt rBDPE bei der

Ca BPDE Chr.7 = MCTM-Mittelwerte des Zentromers von Chromosomach Inkubation mit BDPE bei

Der Vergleich zwischen der BPDE-Schadigung der @é$aNA und der Schadigung im
EGFR-Gen ergab keinen statistisch signifikantenetéthied. Signifikante Ergebnisse ergab

jedoch die Gegeniberstellung der OTM-Mittelwerte 8ehadigung der Gesamt-DNA mit

den MCTM-Mittelwerten des Zentromers von ChromospmAuch der Wilcoxon-Test fir
abhangige Stichproben mit den MCTM-Mittelwerten d&SFR-Gens und den Werten der

Schadigung des Zentromers 7 ergab eine statisti&igindfikanz (vgl. Tab 10).

Tab. 10: p-Werte im Wilcoxon-Test fur den Vergleich BDPER&digung der Gesamt-DNA zu BPDE-

Schéadigung im EGFR und Chr.7 sowie Vergleich zwéscHer Schadigung im EGFR-Gen und im Zentromer

von Chr.7 (Karzinomgruppe)

Ca BPDE-EGFR vs. Ca BPDE p = 0,140
Ca BPDE-Chr.7 vs. Ca BPDE 00,001
BPDE-EGFR vs. Ca BPDE Chr.7 <0,001

Das lokale Signifikanzniveau nach Bonferroni-Holmfkektur wurde mit p< 0,05 definiert
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3.2.2.2DNA-Reparatur und DNA-Reparaturkapazitat
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Abb. 20: Ausmali der 24h DNA-Reparatur der Gesamt-DNA, de5REGens und des Zentromers von Chr.7
bei Karzinompatienten (n = 15).Vergleich der OTM&WM-Werte nach BPDE-Inkubation und anschlieender
24h Reparatur mit den OTM-/MCTM-Werten nach Inkidratmit BDPE ohne Reparatur

Der OTM-Mittelwert der Gesamt-DNA nach 24-stundidg&paraturphase lag bei 13,0. Der
MCTM fur das EGFR-Gen und das Zentromer von Chramog ergab Mittelwerte von 15,2
(EGFR-Gen) und 6,7 (Zentromer-Chr.7). Mittels Wioa-Test fur abhangige Stichproben
wurden diese Mittelwerte mit den OTM- bzw. MCTM-Wesr der BPDE-Inkubation ohne
anschlieBende Reparaturphase verglichen (vgl. 8aiNur die Gesamt-DNA, nicht aber das
EGFR-Gen und das Zentromer von Chromosom 7, refeuike induzierten DNA-Schaden

mit statistischer Signifikanz. (vgl. Tab. 11)

Tab.11: p-Werte im Wilcoxon-Test fiir den VergleBNA/Gen-Schadigung mit und ohne 24h Reparatur bei d
Karzinomgruppe

Ca Reparatur vs. Ca BPDE p<0,001
Ca Reparatur EGFR vs. Ca BPDE EGFR p = 0,026
Ca Reparatur Chr.7 vs. Ca BPDE Chr.7 p =0,041
Das lokale Signifikanzniveau nach Bonferroni-Holrofkektur wurde mit p< 0,025 definiert
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Erlauterungen:
Ca Reparatur = OTM-Mittelwerte der Gesamt-DNA nach Inkubatiofit BDPE und anschlieRender 24 h

Reparatur bei der Karzinomgruppe
Ca Reparatur EGFR = MCTM-Mittelwerte des EGFR-Gens nach Inkubatiorit BDPE und

anschlielBender 24 h Reparatur bei der Karzinomgrupp

Die DNA-Reparaturkapazitaten in der Studiengruppét marzinompatienten hatten
Mittelwerte von 17,1% fir die Gesamt-DNA, 13,3% iBGFR-Gen und 23,7% im
Zentromer-Chr.7. Im Vergleich der Reparaturkapgeitafir die Gesamt-DNA mit den
Kapazitaten fur das EGFR-Gen und das Zentromerf@bsom?7 zeigte sich keine statistische
Signifikanz. Auch die Durchfihrung des Wilcoxon-®esnit der Reparaturfahigkeit des
EGFR-Gens und mit der Kapazitat des Zentromers gabekeine statistisch signifikant
geringere Reparaturkapazitat fir das Gen des E@§RTab 12).

Tab. 12: Vergleich der Reparaturkapazitaten der Gesamt-DNé&s EGFR-Gens und des Zentromers 7

(Karzinomgruppe)

Ca RC EGFR vs. Ca RC Gesamt-DNA p=0,221
Ca RC Chr.7 vs. Ca RC Gesamt-DNA p =0,158
Ca RC EGFR vs. Ca RC Chr.7 p = 0,046

Das lokale Signifikanzniveau nach Bonferroni-Holroskektur wurde mit p< 0,0167 definiert

Erlauterungen:
Ca RC Gesamt-DNA= Mittelwerte DNA-Reparaturkapazitat der Gesamt-DbE\ der Karzinomgruppe

Ca RC EGFR = DNA-Reparaturkapazitat des EGFR-Gens bei dezikamgruppe
Ca RC Chr.7 = DNA-Reparaturkapazitat des Zentromers von Cheider Karzinomgruppe
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3.2.3 Vergleich der Karzinomgruppe mit der tumorfreien Kontrollgruppe in Bezug
auf DNA-Schadigung und Reparaturverhalten

3.2.3.1Vergleich der DNA-Schadigung zwischen Karzinomgrupp und Kontrollgruppe

DNA-Schadigung
30 durch BPDE bei
Karzinompatienten
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Abb. 21: Ausmall der BPDE induzierten DNA-Schadigung bemdrpatienten (n = 15) und tumorfreien
Patienten(n = 15).

Die Durchfihrung des Mann-Whitney U-Tests flur verntbene Stichproben ergab weder in
der Schadigung der Gesamt-DNA, noch in der geretisSchadigung des EGFRs bzw. des
Zentromers von Chromosom 7 statistisch signifikariteterschiede zwischen der

Karzinomgruppe und der tumorfreien Kontrollgruppel( Tab 13).

Tab. 13: p-Werte im Mann-Whitney-U-Test fir den VergleicerBDPE-Schadigungen der Gesamt-DNA, des
EGFR-Gens und des Zentromers von Chromosom .7 lirkdezinomgruppe mit den Schadigungen in der

tumorfreien Kontrollgruppe

Ca BPDE vs. Non-Ca BPDE p =0,389
Ca BPDE-EGFR vs. Non-Ca BPDE-EGFR p = 0,595
Ca BPDE-Chr.7 vs. Non-Ca BPDE-Chr.7 p=0,461

Das lokale Signifikanzniveau nach Bonferroni-Holrofkektur wurde mit p< 0,0167 definiert
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3.2.3.2Vergleich der DNA-Reparaturen zwischen Karzinomgrugpe und Kontrollgruppe

BPDE Schadigung
25 = Gesamt-DNA
BPDE SChadigung
Gesamt-DNA nach
24 h Reparatur
20— S
= 15
(@)
10 T
5 T T
Gesamt-DNA Gesamt-DNA
(Kontrollgruppe) (Karzinomgruppe)

Abb.22: Vergleich des Reparaturverhaltens der Gesamt-DMAschen den Karzinompatienten und den
tumorfreien Patienten

Bei der Gesamt-DNA konnte im Hinblick auf die DNAeparaturkapazitaten kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen der Karzinomgeipund der Kontrollgruppe gefunden
werden (vgl. Tab 14).

Tab. 14: p-Werte im Mann-Whitney-U-Test fur den Vergleiobr dReparaturkapazitdten der Gesamt-DNA in der
Karzinomgruppe mit den Reparaturkapazitaten intai@orfreien Kontrollgruppe

RC Non-Ca Gesamt-DNA vs. p = 0,436
RC Ca Gesamt-DNA

Das Signifikanzniveau wurde mit$0,05 definiert

Sowohl fir das EGFR-Gen, als auch fur das Zentrowoer Chromosom 7 konnte beim
Vergleich der beiden Studiengruppen kein signiftearinterschied der jeweiligen DNA-
Reparaturkapazitaten festgestellt werden (vgl. 23ou. Tab. 15).

Tab. 15: p-Werte im Mann-Whitney-U-Test fur den Vergleiotr dReparaturkapazitdten der Gesamt-DNA in der
Karzinomgruppe mit den Reparaturkapazitdten ina@orfreien Kontrollgruppe
RC EGFR Non-Ca vs. RC EGFR Ca p = 0,285
RC Chr.7 Non-Ca vs. RC Chr.7 Ca p = 0,806

Das lokale Signifikanzniveau nach Bonferroni-Holroskektur wurde mit p< 0,025 definiert
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Abb.23: Vergleich der DNA-Reparaturen im EGFR-Gen bzw..Clzwischen Karzinomgruppe und tumorfreier
Kontrollgruppe
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3.3 Untersuchung zur Amplifikation des EGFR-Gens an makoskopisch
gesunder Schleimhaut von Tumorpatienten

Fur den Nachweis bzw. den Ausschluss einer Ampliftn des EGFR-Gens wurden die
mikroskopischen Schnittpraparate deparaffinisiexd die Zellmembranpermeabilitat fur die
DNA-Praparation optimiert. AnschlieRend wurde diedfeszenz in situ Hybridisierung mit
einer speziellen DNA-Sonde fur das EGFR-Gen duriéhge Die restliche DNA wurde mit
DAPI gegengefarbt.

Unter dem Fluoreszenzmikroskop entstand somit diaseihes Zellverbandes, bei dem sich

das Gen des EGFR als rotes Signal, das zum Venglisenende Zentromer von Chromosom

7 als gruines Signal darstellt (vgl. Abb. 24).

Abb.24: Oropharyngeale Schleimhautschnitte eines Tumanpi&in nach Durchfihrung des Interphase-FISH.
Der gelbe Stern markiert eine Zelle mit einer Arfildition im EGFR-Gen (EGFR-Gen/Zentromer Chr.7 Rati
>2). Die ubrigen Zellen weisen kein Amplifikationsster auf (EGFR-Siganle = 2, Chr.7-Siganle = 2 bzw.
EGFR/Chr7 Ratio < 2).

Fur die Evaluierung einer eventuellen Gen-Amplifiak wurden von jedem Patienten 20
Zellen und deren Signale fir das EGFR-Gen und Zf=asromer von Chromosom 7
ausgezahlt. Anschlieend wurde die Gen/ZentroméoR# jeden Patienten berechnet. Als
Einschlusskriterium flr eine Amplifikation wurde nei Ratio von>2 festgelegt. Die
gebildeten Verhaltnisse beider Studiengruppen wumdé dem Mann-Whitney-U-Test flr
zwei unabhéngige Stichproben verglichen und bzghtissischer Signifikanz gepriift.
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Ausgewertet wurden insgesamt 26 von 30 Studiengatie Bei 4 Patienten verhinderten

schwache Gen-Signale eine zuverlassige Interpoatati
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Abb.25 : EGFR-Gen/Zentromer CHr.7 Ratio bei tumorfreien #oli+ (n = 13) bzw. der Karzinomgruppe (n =

13)

Der Mittelwert der Gen/Zentromer Ratio lag in dembrfreien Kontrollgruppe bei 1,26, in

der Gruppe mit Karzinompatienten bei 1,5. Die Gépenstellung beider Ratio’s ergab

statistisch signifikant hohere Werte fur die Tumrappe (vgl. Tab 16). Der Anteil von

Patienten mit einer Amplifikation im EGFR-Gen lagder Kontrollgruppe bei 0%. Dagegen

war eine Amplifikation bei 7,7% der Karzinompatientzu finden.

Tab. 16: p-Werte im Mann-Whitney-U-Test fiir den Vergleichrdsen/Zentromer Ratio’s in der Tumorgruppe

mit denen der tumorfreien Kontrollgruppe

Ratio Non-Ca vs. Ratio Ca

p =0,012

Das Signifikanzniveau wurde mit$0,05 definiert
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3.4 Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchung e&EGFR-
Expression

In der vorliegenden Arbeit wurden Feinschnittpraéparvon 30 Patienten (makroskopisch
gesunde Schleimhaut von Tumorpatienten n = 15;e8uhkaut tumorfreier Patienten n = 15)
der immunhistochemischen Untersuchung zur EGFRdSgwn unterzogen. Nach
vorausgegangener Deparffinisierung der Objekttragend der Freilegung der
Antigenbindestellen durch Spaltung von formalinbegtén Aldehydquervernetzungen, wurde
die endogene Peroxidaseaktivitdit der Schleimhabgmro durch Zugabe von
Wasserstoffperoxid geblockt. AnschlieRend erfolgtdie Inkubation mit dem
Primarantikorper. Die Darstellung der Antigene gpadcindirekt tGber die Zugabe eines gegen
den Priméarantikorper gerichteten Sekundarantik@ipder bei der Polymer-Methode mit
einem Dextran-Polymer bestiickt ist. Dieses Polywear wiederum mit Peroxidase beladen.
Nach Zugabe von Wasserstoffperoxid reagierten dee dger Substrat-Peroxidase-Reaktion
entstandenen Protonen mit dem Chromogen DAB, wasreim bréaunlichen Niederschlag an
der Bindungstelle des primaren Antikérpers fuhdehdher die EGFR-Expression war, desto

intensiver stellte sich eine braunliche Farbung@ewebes ein.
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Als MaR fiir die EGFR-Expression wurde unter Anlaimuan das EGFR pharmB%
Interpretationsmanual eine semiquantitative Einstgf in vier Expressionsgrade
vorgenommen:

* Grad O =keine oder unspezifische Anfarbung / Expression des EGFR

* Grad +1 =schwacheAnfarbung / Expression des EGFR’s

e Grad +2 =mittelmafige Anfarbung / Expression des EGFR’s
« Grad +3 =starke Anféarbung / Expression des EGFR’s

Abb. 26: Feinschnitte von Miniorgankulturen nach immunbdéstemischer Farbung und semiquantitative
Einstufung der EGFR-Expression.

Die Bilder A bis D zeigen mikroskopische Bilder vBrinschnittpraparaten oropharyngealer Schleimmeaath
Durchfithrung der immunhistochemischen Farbung rein EGFR pharm DX. Mukosazellen stellen sich
durch eine Hamatoxylingegenfarbung blau dar. DeFE@sst sich durch die Protonen-Chromogenrealisn
brauner Niederschlag erkennen. Dem Interpretatiansiad zufolge und nach eigener Erfahrung farlt die
Basalmembran des Oropharynxepithels unabhangig imdividuellen Expressionsgrad regelmafig mit eiper
dem Grad +3 zu vergleichenden Intensitdt an. Bildzéigt den Feinschnitt einer Miniorgankultur gus
Tonsillenschleimhaut eines tumorfreien Patientendem EGFR-Expressionsgrad O. Auf Bild B erkenainm
Mukosa eines tumorfreien Patienten mit einemvsai exprimierten Rezeptor (Grad +1). Ein Beisfiel
eine mittelere Expression vom Grad +2 zeigt Bild @jt einem Feinschnitt eines Patienten mit
Oropharynxkarzinom. Bild D veranschaulicht einalstaExpression mit intensiver Braunfabung nahezlej

Zelle.
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Der Vergleich der EGFR-Expressionsgrade von tureifr Patienten und Tumorpatienten
ergab folgendes Bild:

Immunhistochemische Evaluierung der EGFR-Expression @
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O Kontrolpatienten (n=19 Tumorpatienten (n=15)

Abb.27:  Semiquantitative  Darstellung der EGFR-Expressionn imakroskopisch  gesunder

Oropharynxschleimhaut von Tumorpatienten und turegh Patienten

In der tumorfreien Kontrollgruppe zeigten 4 Patinkeine (Grad = O), 9 Patienten eine
schwache Expression des EGHBrad = +1). 2 Patienten wiesen eine mittelgradige
Expression auf (Grad = +2) und bei keinem der Kaulgatienten konnte eine
Rezeptorprasenz im Sinne eines Expressionsgraigsfttnden werden (vgl. Abb. 30 + Tab
17).

Tab. 17: EGFR-Expression in Schleimhaut tumorfreier Patier{h = 15)

n %

EGFR-
Expressiondevel

4 26,6
Grad O

9 60,0
Grad +1

2 13,3
Grad +2

0 0
Grad +3

In der Studiengruppe mit Karzinompatienten zeididPatienten keine Expression (Grad = 0)
und lediglich 5 Patienten hatten eine schwache ésgion (Grad = +1). 6 Patienten konnte
eine mittelmalige (Grad = +2) und 4 Patienten est@rke Expression des EGFR
zugeschrieben werden (vgl. Abb. 30 + Tab 18).
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Tab. 18: EGFR-Expression in makroskopisch gesunder Oropixachleimahut von Tumorpatienten (n = 15)

n %

EGFR-
Expressionsevel

0 0
Grad O

5 33,3
Grad +1

6 40
Grad +2

4 26,6
Grad +3

Die Patienten mit Expressionsgrad 0 und +1 wurdgeder der beiden Gruppen als niedrig-
bis normalexprimierte Patienten und diejenigen min Graden +2 und +3 als

hochexprimierte Patienten zusammengefasst und dezemtuale Anteil dieser beiden

Untergruppen zwischen den beiden Studienkollektixerglichen (vgl. Abb. 28)

Immunhistochemische Evaluierung der EGFR-Expression (2)
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Abb 28: Prozentualer Anteil niedrig- und hochexprimier®atienten in der tumorfreien Kontrollgruppe und in

der Karzinomgruppe

In der tumorfreien Kontrollgruppe hatten 86,6 % Betienten einen Expressionsgrad O oder
+1, in der Karzinomgruppe waren dies lediglich 33%6pei dieser Anteil alleinig auf den
Expressionsgrad +1 abfiel. 66,6% der Karzinompétgierwiesen eine erhOohte Expression
(Grad +2 0. +3) des EGFR auf. Dies war bei nur g¥tumorfreien Patienten der Fall (vgl.
Abb. 28).
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4 Diskussion

4.1 Patienten

4.1.1 Auswahl der Patienten

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Gewebleen wurden von Patienten der Klinik
und Poliklinik fir Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunder Ludwig-Maximilians-Universitat
Munchen gespendet. Zur Vermeidung koexistenzielEmflussfaktoren auf die
Untersuchungsergebnisse wurde nur das Gewebe \tmmtéa verwendet, die neben der zur
Operation indizierten Grunderkrankung unter keimeziteren chronischen Infektions- bzw.

Systemerkrankungen litten.

4.1.2 Patienten als Spender oropharyngealer Schleimhaut

Die oropharyngealen Schleimhautzellen tumorfreiaatiddten konnten aus schmalen
Gewebestreifen gewonnen werden, die nach Tonsleltn dem Operationsgebiet
randstandig anliegen. Diese operativen Entfernundgn Gaumenmandeln erfolgten zum
einen auf Grund chronisch rezidivierender Infek#ion sodass eine entzindungsbedingte
Veranderung des Spendergewebes nicht vollkommegeacdklossen werden konnte. Jedoch
derartige Eingriffe in einem mdglichst infektfreidntervall durchgefuhrt. Eine weitere
medizinische Indikation zur Operation wurde im Zusa@nhang mit Hyperplasien der
Tonsillen bei obstruktiven Schlaferkrankungen dgéiste

Die Patienten mit Oropharynxkarzinomen wiesen wetgedliche Schweregrade und Stadien
der Erkrankung auf. Aufgrund der Zentrumsfunkti@n dudwig-Maximilians-Universitat fur
solche Erkrankungen entsteht ein vergleichsweideef©iddufkommen der zu behandelnden
Falle. Es handelte sich in dieser Arbeit ausnahsnsio erstdiagnostizierte Falle ohne

vorausgegangene Radio- oder Chemotherapie.
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4.2 DNA-Schaden durch Benzo[a]pyren-7,8-diol-9,10-epodi

Eine Kontamination des Menschen mit polyzykliscrenmatischen Kohlenwasserstoffen
erfolgt haufig tber Inhalation von Zigarettenrauaiobei die partikuldare Phase und nicht die
reine Gasphase des Tabakrauches tumorinduzieregit[@ontenville M., 1974; Hoffmann
et al., 1983]. Eine weitere Mdglichkeit der aerageufnahme ist die Inhalation von PAH,
die in der Luft an Feinstaubpartikel gebunden sind hauptsachlich bei Verbrennungspro-
zessen fossiler Energietrager entstehen. Andetgisinen diese in der Luft vorkommenden
PAHs auf den Boden absinken und damit das Erdrelahl, Trinkwasser und letztendlich
Futter- und Lebensmittel belasten, was zu einert&uomation des Menschen via Ingestion
fuhren kann [Shabad LM, 1967].

Sowohl bei der inhalativen als auch bei der ingestiAufnahme in den menschlichen Korper
ist die Schleimhaut des oberen Aerodigestiviraktles erste Kontaktorgan fir die
Karzinogenese. Durch ihr ubiquitdres Vorkommen en duft und im Tabakrauch gehéren
die PAH zu den bedeutendsten Karzinogenen fir demskhen [Akin et al., 1976; Hoffmann
et al., 1983; De Marini, 2004].

Als Leitsubstanz der PAH mit der héchsten biologést Aktivitat gilt das Benzo[a]pyren
(BaP), das jungst zum Gruppe 1- Karzinogen hoch@festurde und somit als sicheres
humanes Karzinogen gilt [IARC Monograph Vol.92, 2D@BaP wird im Organismus in der
Phase 1 der Biotransformation tiber Cytochrom-P4b@uagige Reaktionen an verschiedenen
Positionen epoxidiert und durch mikrosomal gebuedeépoxidhydroxlasen zu Dihyrodiolen
hydrolisiert. Befindet sich ein Dihyrodiol an eineterminalen Benzo-Ring, kann das
Intermediat durch  weitere  Cytochrom  P450-abhé&ngigépoxidierungen  zum
Dihyrodiolepoxid umgesetzt werden. Bei dieser Rieakthandelt es sich um den
pathobiologisch relevantesten Vorgang, da das Useeatstehende (+)-anti-Benz0[a]-pyren-
7,8-dihyrodiol-9,10-epoxid (BPDE) den Metabolit d@aP mit der hochsten genotoxischen
Aktivitat darstellt.

Durch kovalente Bindung des BPDE mit verschiedebbiiA-Basen, vor allem aber mit 2°-
Desoxyguanin, entsteht das stabile DNA-Addukt (#)Bfa]P-diol-epoxid-trans-dGuanosin
[Luch A., 2005;]. Durch eine inkomplette oder faide Nukleotidexzisionsreparatur kann es
nun in der nachsten Replikationsphase der DNA nzdistrangbriichen oder durch einen
Fehleinbau von Nukleobasen zu einer Punktmutatmmriken. Diese kbnnen, wenn sie in
bestimmten Sequenzen der DNA vorkommen, Tumorsspprgene deaktivieren oder
Protoonkogene aktivieren und so mafigeblich zurdvalinenstehung beitragen [Liang et al.,
2003; Denissenko et al., 1996].
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In zahlreichen epidemiologischen Studien konnteZeisammenhang zwischen dem Verzehr
von gegrillten bzw. geraucherten und somit PAH+ibalt Speisen und der Enstehung von
Karzinomen des Pankreas und des Magen-Darm-Tréddagestellt werden [Fritz und Soos,
1980; Li et al., 2007]. Ein erhohtes Risiko fur dmtstehung von Malignomen durch
Inhalation von BaP wies die Arbeitsgruppe um Ketaal. 1978 an Hamstern nach [Ketkar
et al., 1978]. Auch die ingestive Aufnahme von BPiEfursachte bei Mausen ein erhdhtes
Risiko fur die Krebsentstehung [Culp und Beland)4]9

An humanen Lymphozyten konnte eine Assoziation BRDE mit einer Erhéhung des
Lungenkrebsrisikos beschrieben werden [Wie et B96]. Hanelt et al. konnten bei
Untersuchungen an humanen Fibroblasten zeigen, BBRE&E nach Kurzzeitbehandlung
DNA-Addukte und Einzelstrangbriche hervorruft. Hidtihrte BPDE zu einem
konzentrationsabhangigen Anstieg der DNA-MigraiimnComet Assay [Hanelt et al., 1997].
Auch an humanen Miniorgankulturen nasaler SchleuhHannten nach Inkubation mit
BPDE signifikante DNA-Schaden beobachtet werdenl[vgaet al., 2005].

4.3 Diskussion der Methodik

4.3.1 Comet FISH

Die Grundlage fur die Transformation einer gesundehe in eine maligne Tumorzelle ist
die Akkumulation einer Mehrzahl von Alterationen ganetischen Material. Dieser Prozess
wird auch als “multistep” Karzinogenese bezeicH@lifano et al., 1996]. Gesunde Zellen
profitieren von einem ausgewogenen Verhdaltnis vonrotd®dnkogenen und
Tumorsuppressorgenen, die die Zellfunktionen, wreliferation, Apoptose, genetische
Stabilitat, Angiogenese, Invasion und Metastasigrpositiv (Protoonkogene) bzw. negativ
(Tumorsuppressorgene) beeinflussen [Hanahan undbafeg, 2000]. Die Akkumulation
genetischer Alterationen, die eine Aktivierung vOnkogenen oder einen Funktionsverlust
von Tumorsupressorgenen bewirken, sind somit den@tein der Karzinomentstehung.
Onkogene konnen durch Bildung von DNA-Addukten,ochosomalen Transformationen
oder Inversion aktiviert werden [Copper et al., 399Im Gegensatz dazu erfolgt die
Deaktivierung der Tumorsupressorgene durch DNA-Rietlung, beispielsweise einen
Allelverlust.

Die Lokalisierung solcher Veranderungen erfordextiiniken, die den Nachweis genetischer
bzw. chromosomaler Alterationen ermdglicht. Basidraierauf wurde der Comet Assay mit

der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) koméit, um das Schadigungs- und DNA-
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Reparaturverhalten des EGFR-Onkogens an humanégir8bhutzellen zu untersuchen.

In der Vergangenheit konnte die kombinierte Methdde Comet-FISH an Lymphozyten fir
die Markierung von p53 eingesetzt werden [McKelvgrtin et al. 1998]. Menke et al.

konnten an Pflanzenzellen mit der Methodenkombomatiien Stellenwert verschiedener
chromosomaler Domanen bei der Induktion von DNAa&gbrichen durch mutagene
Substanzen nachweisen [Menke et al., 2000]. Im Aosenhang mit der Genese von
Karzinomen des oberen Aerodigestiviraktes wurde hamanen Schleimhautzellen die
Mutagensensitivitat der Chromosomen 1,3,5 und 8hdden Comet-Fish evaluiert [Harréus
et al., 2004]. Des Weiteren wurde die Methodik avayedt um oxidativen Stress flr relevante
Gene des Kolonkarzinoms zu untersuchen [Glei e@0D7]. Die Arbeitsgruppe um Escobar
konnte einen schadigenden Effekt verschiedener Gtimrapeutika auf spezifische
Chromosomenregionen, die bei der Entstehung deteakmyeloischen Leukdmie beteiligt

sind, nachweisen [Escobar et al., 2007].

4.3.2 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Erste in situ Hybridisierungen wurden bereits im dgaten 60er Jahren mit radioaktiv
markierter DNA durchgefihrt [Pardue und Gall, 1968¢vor im Jahre 1986 Pinkel et al.
erstmals einen fluoreszierenden Farbstoff ansééfles Radionuklids einsetzten [Pinkel et al.,
1986]. Die Flureszenz in situ Hybridisierung stellhe moderne molekularzytogenetische
Methode dar, die zur Aufdeckung von Alterationemzga Chromosomen und spezifischer
chromosomaler Regionen (Gene) dient. Im Untersclzied klassischen zytogenetischen
Analytik liegen die Vorteile der FISH in einer sdfleren Prozessdauer und sie besitzt zudem
eine hohere Sensitivitdt und Spezifitat [Jain, 3004

Zur Untersuchung struktureller DNA-Veranderung ier dMetaphase, wie z.B. Inversion,
Deletion und Transformation, kommt die Technik Metaphase-FISH zum Einsatz, da nur
in diesem Abschnitt des Zellzyklus die Chromosomginalisiert vorliegen und so als Ganzes
sichtbar gemacht werden kénnen. Fir alle anderageStellungen, bei denen es auf die
Anzahl von Chromosomen bzw. bestimmter chromosanRégionen ankommt, wird die
Interphase-FISH angewendet. Ein grof3er Vorteil atiellethode liegt darin, dass die
Untersuchung von Proben mdoglich ist, die keine adamig teilungsbereite Zellen enthalten.
Das ist vor allem bei Fruchtwasser der Fall, wedcheim pranatalen Schnelltest verwendet
wird, oder bei Paraffinschnitten flr tumorzytogesete Untersuchungen.

Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung findet inrdeedizinischen Diagnostik eine

facettenreiche Anwendung. In der préanatalen Diatjn&®nnen vor allem die Trisomien 13,
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18 und 21 schnell und mit einer hohen Sensitigtitie einer hohen Spezifitat nachgewiesen
werden [Ogilvie, 2003; Tepperberg et al., 2001heEaul3erst wichtige Rolle spielt die FISH
auch bei der Praimplantationsdiagnostik [Ogilvielet2005] und der Aufdeckung heriditarer
Gendefekte bei Kindern [Steafnou et al., 2002]

Onkologisch wird die Methode dazu benutzt, Pate@n, die an einem Mammakarzinom
erkrankt sind, standardmafig auf eine Amplifikation Her2/neu-Gen zu screenen, um sie
bei positivem Befund einer lebensverlangernden tlizasnab (Herceptit)-Therapie zu
unterziehen [Ramond et al., 2005; Wolff et al., Z00

An sich sind die onkologischen Anwendungsgebieten vBGomet-Fish/FISH nahezu
unbegrenzt, da beinahe samtliche Genloci, die ind&ht stehen, in der Karzinogenese
mitzuwirken, bis zu einer minimalen Grél3e von 1 &Bgefarbt werden kénnen [Teixera,
2002].

4.4 Auswahl des EGFR-Gens

Das Protein des in dieser Arbeit ausgewahlten EGERs spielt eine wichtige Rolle in der
Proliferation, dem Wachstum, der Zelldifferenziegunnd dem Uberleben von Zellen
epithelialen Ursprungs [Reuter et al., 2007]. Died8utung fir das Zellwachstum und das
Uberleben und letztlich die Komplexitat der EGFRu&iltransduktionswege unterstreichen
die potentielle Rolle von EGFR-Alterationen in déenese von Plattenepithelkarzinomen
[Bianco et al., 2007].

Die ersten Hinweise dafur, dass Storungen in derFR=Signalwegen zur malignen
Transformation von Zellen beitragen, lieferten $#adder Arbeitsgruppen von De Larco
1980 und Downward 1984. Sie konnten nachweisers das “avian erthroblastosis virus®
eine onkogene Version der EGFR, das v-erbB-Onkdgigt. Dieses Gen kodiert fur ein
verkurztes Protein, das strukturell dem humanen FEGEhr &hnlich ist. Es besitzt eine
transmembrane Domane sowie eine Domane, die bebuimulation der Zellproliferation
mitwirkt [De Larco et al., 1980; Downward et al984].

Aktuellere Untersuchungen beweisen, dass eineaiierEGFR-Signalkaskade Epithelzellen
alle Schlisseleigenschaften zur karzinomatésenrtanta und zum Tumorwachstum, wie
z.B. autonome Zellproliferation, Invasion, Angiogsen und die Fahigkeit zur
Metastasierung, verleiht [Herbst und Shin, 2002ndtdsohn, 2001; Yarden und Sliwkowski
2001; Reuter et al., 2007].
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Die Dysregulation im Sinne einer Uberaktivierung @&SFR kann mehrere Ursachen haben.
Zu nennen sind hier die permanente Aktivierung kvutationen im EGFR, die autokrine
Aktivierung durch Ligandenlberexpression, eine rdgnunabhangige Aktivierung durch
andere Rezeptorsysteme, der Verlust negativer Regusmechansimen, eine Amplifikation
des EGFR-Gens und die intensiv untersuchte Ubegegjan des Rezeptorproteins [Rogers,
2005; Kalyankrishna und Grandis, 2006; Reuter.e2807]. Eine Uberexpression des EGFR
konnte bei einer Vielzahl von humanen Tumoren, dém Plattenepithelkarzinomen des
oberen Aerodigetivtraktes, dem Glioblastom, denhtrikieinzelligen Lungenkarzinom, dem
kolorektalen Karzinom und bei urogentialen Karzimongefunden werden [Mendelsohn und
Baselga, 2006; Salomon et al., 1995]. Bei Kopf-Hk&dszinomen weisen 80-90% der
Patienten eine EGFR-Uberexpression auf [Ford urah@s, 2003; Dassonville, 1993]. Eine
erhohte Expression des EGFR korreliert mit einerkiugten krankheitsfreien Intervall, einer
schlechteren Prognose und einem erhdhten RezidivMetastasierungsrisiko [Nicholson et
al., 2001; Scaltriti und Baselga, 2006]. Eine Sturkigte, dass die Uberexpression des EGFR
einen groReren Einfluss auf das Uberleben dermatiehat als das Tumorsuppressorgen p53
[Etienne, 1999]. Des Weiteren konnte eine Uberesgiom des EGFR bzw. eine vermehrte
MRNA in histologisch gesunder Schleimhaut und ispligstischem Gewebe von Patienten
mit Kopf-Hals-Karzinomen gefunden werden, was dahaoweist, dass die Aktivierung des
EGFR-Onkoproteins ein frihes Ereignis in der Ehistg von Karzinomen des oberen
Aerodigestivtraktes ist [van Oijen et al., 1998a6ulis et al., 1993].
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4.5 Diskussion der Ergebnisse

4.5.1 Mutagensensitivitdt und DNA-Reparaturkapazitat desEGFR-Gens als

endogener Risikofaktor bzw. Ursache der Rezeptorilvexpression

4.5.1.1Mutagensensitivitat

Mutagensensitivitat beschreibt die individuelle Hmgblichkeit eines Patienten gegeniber
einer Fremdstoffexposition [Cloos et al. 1996]. gwind seiner Eigenschaft als primares
Kontaktorgan fir Xenobiotika wurden Schleimhaueeltles Oropharynx als Testmaterial in
dieser Fall-Kontroll-Studie gewahlt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die DNA von Schibautproben des Oropharynx von
Tumor- und tumorfreien Kontrollpatienten mit HiNen Comet-FISH untersucht. Die DNA-
Fragmentierung der Gesamt-DNA durch BPDE war inl&eiSpendergruppen vergleichbar.
Damit konnten die Ergebnisse bisheriger Studien Mutagensensitivitdt der Geamt-DNA
von Lymphozyten und von Schleimhautzellen aus Mugaokulturen bestéatigt werden
[Kleinsasser et al., 2001; Harréus et al.,, 2004h Gegensatz hierzu stehen einige
Lymphozytenstudien, die eine erhOhte Mutagenserisiti gegentber Xenobiotika
postulieren. So beschrieben Wu et al. eine erhdhtgagensensitivitat als endogenen
Risikomarker fur pramaligne Lasionen des Kopf-Haéseichs, nachdem sie Lymphozyten
mit BPDE und Bleomycin geschadigt hatten [Wu et2802]. Eine erhdhte Sensitivitat von
Lymphozyten gegenuber Bleomycin bzw BPDE wurde auocki Patienten mit
Lungenkarzinom festgestellt und als Biomarker féis duftreten von Zweitmalignomen nach
Karzinomen des oberen Aerodigestivtrakts idensgfiziWu et al., 2006; Wu et al., 2007].
Diese Unterschiede zwischen den Studien mit Lympteoz und Schleimhautzellen aus
Miniorgankulturen unterstreichen die metabolischempetenz und der in vivo nahen
Situation der Miniorgankulturen [Wallner et al., ().

In der vorliegenden Arbeit wurde die Mutagensewsiti erstmals auf Genebene, im
Speziellen auf der des EGFR-Gens, untersucht. Gagedhierfiir waren vorausgegangene
Arbeiten auf chromosomaler Ebene und Untersuchurspezieller Chromosomenloci, die
signifikante Erhéhungen der Mutagensensitivitdtzaigiten. So konnte in einem zu dieser
Arbeit analogen Methodenaufbau eine erhdhte BPDisifetat fir die Chromosomen 5 und
8 in makroskopisch gesunder Schleimhaut von Patentit oropharyngealen Karzinomen
nachgewiesen werden [Harréus et al.,, 2004]. BestEheLymphozytenstudien von
Tumorpatienten zeigten eine erhohte Sensitivitdt @eromosomenlocus 3p21.3 nach DNA-

Schadigung mit BPDE bzw Bleomycin und beschriebéesah Locus als endogenen
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Risikomarker fur Karzinome des oberen Aerodigesiktes [Wu et al.,, 2002; Zhu et al.,
2002]. Ahnliche Ergebnisse konnten fiir den AbscHtiitdes kurzen Arms von Chromosom
9 fur Patienten mit Blasenkarzinomen festgesteditden [Hazra et al., 2004].

Fur das Gen des EGFR konnte zwischen den beidedie8gruppen kein signifikanter
Unterschied der Mutagensensitivitdt fur BPDE ge@mdwerden. Auch innerhalb der
Gruppen war eine vergleichbare DNA-Fragmentierungler Gesamt-DNA und im EGFR
festzustellen. Da die vorliegenden Ergebnisse akroskopisch tumorfreiem Material von
Karzinompatienten erzielt wurden und eine Uberesgiom des EGFR in einem solchen
Material beschrieben und auch im Tumorgewebeearosbhhend ist, lasst sich vermuten, dass
eine erhthte Mutagensensitivitat eher eine untedyete Rolle in der Pathogenese einer
solchen Uberexpression des Onkoproteins spielt. \We&eren scheint die Mutagensensiti-
vitdt des EGFR-Gens wohl mit geringer Wahrschehigit ein endogener Risikomarker fur

die frihe Karzinogenese von Kopf-Hals-Tumoren zn.se

4.5.1.2DNA Reparaturkapazitat

Wahrend die Mutagensensitivitat im EGFR wider Etesarwohl keine Ursache fur eine
Proteinlberexpression in unserem Testsystem wadendie DNA Reparatur als ein weiterer
maoglicher Grund fur die erhéhte EGFR-Expressiorersucht.

Als DNA-Reparaturkapazitat (DRC) bezeichnet man iddividuelle Fahigkeit bestehende
DNA-Schaden zu reparieren. Sie beschreibt den Amgearierter DNA nach einer definierten
Fremdstoffschadigung innerhalb eines festgelegmaiims.

Zur Quantifizierung der Reparaturkapazitdt wurden dieser Arbeit oropharyngeale
Schleimhautzellen nach der BPDE-Inkubation einest2dhdigen Reparaturphase zugefihrt
und anschliel3end die OTM-Werte der Gesamt-DNA laher. MCTM mit dem Comet-FISH
ermittelt. Durch den Vergleich der OTM- bzw. MCTM@&Ne fiir die Mutagensensitivitat liefld
sich die DNA-Reparaturkapazitat prozentual errenhne

In der vorliegenden Fall-Kontroll-Studie wurden beiden Studiengruppen die BPDE
induzierten Schaden sowohl in der Gesamt DNA atham EGFR-Gen mit statistischer
Signifikanz repariert.

Beim Vergleich der Karzinomgruppe mit der tumorireiKontrollgruppe ergab sich fiur die
Gesamt-DNA kein signifikanter Unterschied im DNAgReaturverhalten. Dies steht im
Einklang mit Studien an humanen Lymphozyten von ieRtgn mit und ohne
Nasopharynxtumor, wobei hier die DNA der Zellen ohm Nitrosamin NDEA geschadigt

und im Anschluss an variierende ReparaturintendileDRC mit dem Comet-Assay ermittelt
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wurde [Kleinsasser et al., 2005]. Andererseits tetisn zahlreiche Studien, die eine
herabgesetzte DNA-Reparaturkapazitat bei Tumonpirebelegen und diese als endogenen
Risikomarker fur die Karzinogenese des oberen Agestivtraktes empfehlen. Harréus et al.
zeigten eine signifikant geringere DNA-Raparatudat@t fur Schleimhautzellen von
Patienten mit Oropharynxkarzinom, wobei dies beildietersuchung der Lymphozyten nicht
der Fall war [Harréus et al., 2001]. AuRerdem wie€deng et al. 1998 durch Schadigung
von Lymphozyten mit BPDE eine signifikant geringeEENA-Reparaturkapazitat far
Patienten mit Oropharynxkarzinomen nach [Cheng lgt 1898]. Des Weiteren wurden
Polymorphismen von Proteinen, wie dem XPD und XRseschrieben, die eine bedeutende
Rolle in der DNA-Reparatur im Zusammenhang mit #@rzinogenese im Kopf-Hals-
Bereich spielen [Ubersicht in Spitz et al. 2003)d8eott 2003]. Doch existieren aktuelle
Studien, die den bekannten Polymorphismen nur ejeeimgen Einfluss auf die individuelle
DRC zuschreiben [Shen et al., 2006]. Diese Erkesntnd die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit lassen es nicht uneingeschréankt zu, ein@buasetzte DNA-Reparaturkapaziat als
endogenen Risikofaktor fur die Karzinogenese desesb Atmungs- und Verdauungstraktes
zu bezeichnen.

Erste Hinweise auf unterschiedliche KapazitatenReparaturverhalten auf chromosomaler
Ebene konnte unsere Arbeitsgruppe bereits liefeatienten, die ein Oropharynxkarzinom
aufwiesen, zeigten dabei ein signifikant schleadgdReparaturverhalten der Chromosomen 3,
5 8 und 11 als Patienten, die an keinem Malignoes dberen Atmung- und
Verdauungstraktes erkrankt waren [Harréus et @D7P In dieser Arbeit wurde erstmals das
DNA-Reparaturverhalten auf Gen-Ebene auf individuélnterschiede evaluiert. Bei dieser
Untersuchung des EGFR-Gens ergab sich sowohl bengléich der beiden Studien-gruppen
als auch bei der Gegeniberstellung des Onokogen&esamt-DNA innerhalb der beiden
Gruppen kein signifikanter Unterschied im DNA-Regarverhalten. Diese Ergeb-nisse
veranlassen dazu, die Wahrscheinlichkeit eher atsg einzustufen, dass die individuelle
Reparaturka-pazitdt im EGFR-Gen einen Beitrag zereRtoriberexpression leistet. Die
Verwendung der DNA-Reparaturkapazitat des EGFRsGas endogener Risikomarker fur

die Karzinogenese von Kopf-Hals-Karzinomen kannngeschrankt empfohlen werden.
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4.5.2 Nachweis der EGFR-Genamplifikation

Die DNA-Amplifikation im EGFR-Gen wurde als eine iege denkbare Ursache fir die
erhohte Expression des EGF-Rezeptors evaluiertletnhier durchgefuhrten Fall-Kontroll-
Studie wurde erstmals makroskopisch tumorfreie @etilaut von Tumorpatienten mit Hilfe
des Interphase-FISH auf eine Amplifikation im EGBRn untersucht. Dabei wiesen 7,7%
der Tumorpatienten eine Amplifikation auf, wohingag bei keinem Patienten der
tumorfreien Kontrollgruppe eine Vermehrung des EGFé#hs nachgewiesen werden konnte.
Diese Ergebnisse sind mit denen von Studien anrderorschleimhaut von Patienten mit
Kopf-Hals-Karzinomen vereinbar. Hier zeigten sicln@ifikationsraten von 10-17% [Freier
et al., 2003; Koynova et al., 2005; Temam et a0p7. Somit scheint eine EGFR-
Amplifikation bei Entstehung der haufig beobachetEGFR-Uberexpression in einem
gewissen Mald beteiligt zu sein. Auf Grund der jédogeringen Prozentsétze der
Amplifikationen ist es unabdingbar, dass weiterektéi@n in die Uberlegungen eines
erhdhten Onkoproteinvorkommens mit einbezogen werde

Des Weiteren konnte mehrfach eine Korrelation eles einer EGFR-Genamplifikation und
einer schlechteren Uberlebensrate von Patienten Kopf- und Halskarzinomen
nachgewiesen werden [Chung et al., 2006; Temaml.et2@07], was eine zukinftige
Integration des EGFR-Amplifikationsstatus in diesiRostratifizierung als Prognosemarker
fur Tumorpatienten als mdglich erscheinen lasst.

Dariber hinaus steht eine EGFR-Amplifikation als girdher Prognosefaktor fir ein
Ansprechen auf eine Tyrosinkinase-Inhibitor-Theea(@.B Geftinib) bei Patienten mit nicht-
kleinzelligem Lungenkarzinom im Mittelpunkt aktuallForschung. So wurde in zahlreichen
Studien nachgewiesen, dass Patienten mit nichtédigen Lungenkarzinom und einer
zuvor festgestellten EGFR-Amplifikation besser airfer Geftinib-Therapie ansprechen und
eine langere Uberlebensrate haben als Patientea eime@ Vermehrung der Gensequenz
[Cappuzzo et al., 2005; Hirsch et al., 2005; Hirgthal., 2007]. In Anlehnung an diese
Arbeiten erscheint es sinnvoll, die EGFR-Amplifikat bei Kopf-Hals-Karzinomen als einen
maoglichen Prognosefaktor fur das Ansprechen ahelidinerapieansatze mit Tyrosinkinase-
Inhibitoren in Fragestellungen zukinftiger Studmei einzubeziehen.
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4.5.3 EGFR-Expression an makroskopisch benigner Schleimha von Tumorpatienten

Zur Untersuchung des EGFR-ExpressionsverhaltensdemurFeinschnittpréparate der
Miniorgankulturen angefertigt und mit Hilfe der inmmhistochemischen Methodik gefarbt. In
unserer Untersuchung ergab sich bei 67% der Turtienpan eine erhdhte Expression des
EGFR. Dem gegenuber standen 86% der tumorfreideren, die keine oder eine geringe
Expression aufwiesen. Diese Ergebnisse eines eamhol@nkoproteinvorkommens in
tumorumgebender Schleimhaut stehen im Einklanghergits bestehenden Arbeiten, die eine
erhohte mRNA und erhéhte EGFR-Levels in dyplasgsthund histologisch gesundem
Gewebe von Patienten mit Oropharynxkarzinomen tidita konnten [Grandis et al., 1993;
Grandis et al., 1996]. Diese Erkenntnisse lasseaufl@chlieRen, dass die EGFR-Expression
und ihre Ursachen schon frih in der Karzinogeneses dberen Aerodigestivtraktes
mitwirken. So ware es denkbar, die Detektion elB&FR-Uberexpression zukiinftig als
Risikomarker fir die Manifestation von aerodigestivErst- und sogar Zweitmalignomen zu

nutzen.

4.5.4 Schlussfolgerung

Sowohl die Mutagensensitivitat als auch die indielte Reparaturkapazitat im EGFR-Gen
scheinen einen geringen Einfluss auf das Expressgshalten des Rezeptors zu haben. Eine
Genamplifikation tragt zur Genese eines erhdhterielrvorkommens bei; jedoch ist dieser
Effekt eher als moderat einzustufen. Deshalb mussstere Ursachen der Uberexpression
des Epidermal Groth Factor Rezeptors untersuchidemerum eventuell Hinweise zur
Optimierung therapeutischer Strategien lieferrk@onen. Mogliche Mechanismen kénnten
eine erhohte Aktivitatt der EGFR Promoterregion odeme Dysregulation auf
transkriptionaler und posttranskriptionaler Ebeeeé 4Zandi et al., 2007]. Beispielsweise
konnte gezeigt werden, dass der Wildtyp und muatiérarianten des p53 Proteins an
spezifische Bindungsstellen des EGFR-Promoters ebindénnen und so die EGFR-
Transkription aktivieren [Ludes-Meyers et al., 1996eikh et al., 1997]. Da p53 Mutationen
Ublicherweise haufig in Tumorzellen vorkommen [Byket al., 2003], kbnnte dies zu einer
erhohten Aktivierung der EGFR-Promoterregion fiilhrevas eine Uberexpression des
Rezeptors zur Folge haben kénnte. Des Weiterenslegfian Brustkrebs-Zelllinien, die eine
Uberexpression des EGFR aufwiesen, eine spezifRelgeon im EGFR-Gen nachweisen, der
die Funktion eines Transkriptionsverstarkers (=Hwlka) zugeschrieben werden konnte

[Mcinerney et al., 2001]. Zusatzlich zeigte sich desen Zelllinien, dass das Intron 1 des
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EGFR-Gens mehr DNase H1 Stellen beinhaltet aldiziet, die nur eine geringe EGFR-

Expression hatten. Dies gab Anlass zur Vermutuags dlie Chromatinstruktur der EGFR-
Regulationsabschnitte eine Rolle bei dessen Expresspielt. Darlber hinaus scheinen
Wiederholungen von CA Dinukleotiden im Intron 1 de&FR-Gens, wenn sie nahe der
Enhancerregion liegen, einen Einfluss auf die Esgim des EGFR zu haben, da die Tran-
skriptionsaktivitdt mit ansteigender Zahl von CAeatferholungen abnimmt [Buerger et al.,

2004; Amador et al., 2004].
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5  Zusammenfassung

Plattenepithelkarzinome des oberen Aerodigestitéglstellen mit 6-7% aller Malignome
weltweit die sechsthaufigste Art von Karzinomen. dds exogener Riskofaktor fir derartige
Malignome gilt insbesondere der kombinierte Tabakd Alkoholkonsum. Polyzyklische
aromatische Kohlenwasserstoffe und das Benzo(a)pi&diol-9,10-epoxid (BPDE) sind
dabei Tabaksinhaltsstoffe mit herausragender Badguh der Karzinogenese.

Die Bedeutung endogener Voraussetzungen fur disténing von malignem Wachstum im
Kopf-Hals-Bereich ist bisher weitgehend ungeklarieAlings scheint die individuelle
genetische Empfindlichkeit (sog. Suzeptibilitathvioesonderer Bedeutung zu sein. Entsteht
ein Ungleichgewicht zwischen beiden Faktoren, kaies zu Mutationen in Onkogenen
und/oder Tumorsuppressorgenen mit nachfolgenderik@nentstehung fuhren.

EGFR Epidermal Growth Factor Receptorsyehért als Onkogen zur Familie der
Tyrosinkinaserezeptoren und spielt im aktiviertenstdnd eine entscheidende Rolle fur
Zellwachstum, -metabolismus, -differenzierung uriberleben. Zusatzlich verleiht eine
aberrante EGFR-Signal-transduktion den betroffefellen alle Schliisseleigenschaften zur
karzinomatdsen Entartung, sodass die verstarkteeEsion von EGFR in oropharyngealen
Karzinomen ist mit einer schlechten Prognose veibuonist. Diese Tatsache wird bereits
klinisch fur eine adjuvante Behandlung bei Patientet Oropharynxkarzinomen ausgenutzt.
Erste Therapieversuche mit monoklonalen Antikorp@iB. Cetuximab) oder spezifischen
Tyrosinkinase-Inhibitoren (z.B. Gefitinib) sind ixtersprechend. Studien zeigten jedoch
auch, dass nicht die alleinige Uberexpression demefors das Ansprechen der Therapie
bestimmt und deshalb die bisher wenig verstandéisachen der Uberexpression in den
Fokus der Forschung rucken.

Zur Evaluierung der genetischen Empfindlichkeitlar Genese einer EGFR-Uberexpression
wurde in dieser Arbeit die alkalische Einzelzellkktigelelektrophorese (Comet Assay) mit
der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) an Wdsazellen des oberen
Aerodigestivtraktes kombiniert. Nach Inkubation BPDE konnte eine Bestimmung der
DNA-Schadigung und der DNA-Reparaturkapazitdt amFEG&Gen durchgefuhrt werden.
Dabei wurden frisch entnommene, makroskopisch gesiviukosaproben von Patienten mit
Oropharynxkarzinom (n=15) und tumorfreien Patienferl5) verglichen. Im Ergebnis
konnten weder fur die Mutagensensitivitdt nochdig individuelle DNA-Reparaturkapazitat
signifikante Unterschiede zwischen den Tumorpatientind den tumorfreien Kontrollen

nachgewiesen werden.
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Die Zellen wurden zusétzlich an histologischen semittpraparaten mit der Methode des
Interphase-FISH auf eine Amplifikation im EGFR-Geuntersucht, die fur eine
Uberexpression des EGFR in Frage kommt. Bei 7,7% Tdanorpatienten konnte eine
Amplifikation im EGFR-Gen aufgezeigt werden, wobdies bei keinem Patienten der
tumorfreien Kontrollgruppe gelang. Dariiber hinaagte sich in Karzinomen ein signifikant
hoheres EGFR-Gen/Zentromer Chr.7 Verhaltnis atanmorfreien Kontrollen.

Zusatzlich wurde die Schleimhaut beider Gruppen dwf EGFR-Expressionsverhalten
untersucht. Zur Darstellung des Onkoproteins wurdienangefertigten Feinschnittpraparate
mit Hilfe der immunhistochemischen Praparation &udpee und unter dem Lichtmikroskop
semiquantitativ ausgewertet. Dabei wies die tune@fiSchleimhaut von Tumorpatienten in
67% einen erhohten Expressionsgrad des EGFR auGdgensatz hierzu wiesen lediglich
13% der tumorfreien Kontrollgruppe ein erhdhtes iespionsmuster auf.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, eéass Uberexpression des EGFR-Proteins
schon in makroskopisch gesunder Schleimhaut vonofpatienten zu finden ist und diese
somit einen Risikomarker in der frihen Karzinogenesn Erst- bzw. Zweitmalignomen des
Kopf-Hals-Bereichs darstellt. Die genetische Sushépat im EGFR-Gen scheint hierbei
nur von untergeordneter Rolle zu sein. Die Ampéifikn tragt zur Uberexpression des
EGFR’s bei, jedoch ist ihr Anteil an jener Genesalanat. Weitere Untersuchungen missen
ergeben, inwiefern andere Mechanismen, wie z.B.altuten im EGFR-Gen oder eine
aberrante Transkriptionsregulation, an der Entstgheiner EGFR-Uberexpression teilhaben,
um Moglichkeiten fur kinftige praventive und thezapsche Strategien fur Karzinogenese

des oberen Aerodigestivtraktes zu eroffnen.
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7  Anhang

7.1 Abkurzungsverzeichnis

B[a]P

BEGM
BPDE
CA-Nukleotide
Chr
Comet-FISH
DMEM
DMSO

DNA

DRC

EDTA
EGFR

FCS

FISH
GEKID
IARC

ICD 10

LOH
MCTM
MOK
NDEA
OT™M
oT
PAH
PBS
SSC
TSG
TKI

Benzo[a]pyren

Basal Epithelial Groth Medium

Benz[a]pyren- 7,8-diol-epoxid

DNA-Nuleotide aus den NukleobaserdSin und Adenin
Chromosom

Comet Assay kombiniert mit FISH
Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinséure

DNA-Reparaturkapazitat (dna repiar capacity)
Ethylendiamitetraacetat

Epidermal Grwoth Factor Receptor

fotales Kalberserum (fetal calf serum)

Fluoreszenz in situ Hybridisierung
Gesellschaft epidemiologischer Krebsregistedeutschland
International Agency for Research on Cancer
International Statistical Classification Diseases and Related
Health Problems (10. Revision)

Loss of heterozygosity

Munich chromosomal Tailmoment

Miniorgankultur (mini organ culture)

N- Nitrosodiethylamin

Olive Tailmoment

Objekttrager

polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe
Phosphate Buffered Saline

Saline Sodium Citrate buffer

Tumorsuppressorgen
Tyrosinkinase-Inhibitor
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