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Referat

Einleitung
Epidemiologische Studien weisen darauf hin, dass laryngopharyngealer Reflux als Risikofaktor

flr die Entstehung von Larynx- bzw. Hypopharynxkarzinomen wirken kann. Hierbei scheinen
sowohl saure als auch bilidre Refluxatbestandteile eine Rolle zu spielen. In unterschiedlichen in
vitro Modellen wurde der Einfluss einzelner Magensaftbestandteile auf die DNA Stabilitat
ausgewachsener Epithelzellen (EpC) und Miniorgankulturen (MOC) untersucht.

Material und Methoden

Epithelzell- und Miniorgankulturen aus Nasenmuschelepithelien wurden mit nativem und
kinstlichem Magensaft bei pH 3,0; 4,5; 5,5; 6,5 sowie unter Zusatz von Pepsin und
Gallensalzen in unterschiedlichen Konzentrationen inkubiert. AnschlieRend erfolgte die
Quantifizierung der DNA-Schéadigung in Form von Einzelstrangbriichen, alkalilabilen Stellen
und inkompletter Exzisionsreparatur mithilfe des Comet Assay.

Ergebnisse

Sowohl nativer als auch artifizieller Magensaft verursachen DNA-Strangbriiche. Mit sinkendem
pH — Wert wurden steigende OTM-Werte gefunden. Die starkste DNA- Fragmentierung war
nach Inkubation mit nativem Magensaft messhbar. Die Analyse nach MOC- Inkubation mit
einzelnen Refluxatbestandteilen zeigte fir Glycochenodeoxycholat (GCDA) das grofite
Schédigungspotential, gefolgt von Pepsin. Durch Hitzeinaktivierung des Enzyms, waren die
Werte mit der pH-Kontrolle nahezu identisch. Ein signifikanter Einfluss der Veradnderung der
Pepsinkonzentration war nicht nachweisbar. MOCs und EpC zeigten das gleiche
Schéadigungsmuster.  Spenderspezifische Vorbedingungen wie Alter und Geschlecht
beeinflussten die Hohe der OTM signifikant.

Diskussion und Schlussfolgerungen

Im in- vitro- Modell konnte mithilfe des Comet Assays der DNA- schadigende Einfluss von
Magensaft und seinen Bestandteilen unter aziden Bedingungen auf die DNA-Stabilitat
nachgewiesen werden. Das komplexe Primarkultur-in- vitro- System ist der in- vivo- Situation
sehr nah. In weiterfiihrenden Studien sollten die der DNA- Schadigung zugrunde liegenden

Mechanismen auf der Zellkulturebene analysiert werden.

Ilert, Juliane: Analyse der DNA Stabilitat bei Miniorgankulturen unter dem Einfluss von
Refluxbestandteilen, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 68 Seiten, 2016



Verzeichnis der Abkiirzungen

Abb. Abbildung

AECG Airway epithelial cell growth medium
Akt. Aktivitat

BATP Artifizieller Magensaft

BCL B- Zell- Lymphom- Protein

BSA Bovine serum albumin

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

ca. circa

CCL C-C Chemokin- Ligand

CCR C-C Chemokin- Rezeptor

Cl Chlorid

Cl Konfidenzintervall

cm Zentimeter

CO; Kohlendioxid

CXCL C-X-C Chemokin- Ligand

d Tag

DMEM Dulbecco’s modified eagle medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EpC Epithelzelle

etal. und andere

FCS Fotales Kalberserum

GCDA Glycochenodeoxycholate

GBSS Gey’s balanced salt solution

GDR Gastroduodenaler Reflux

GER Gastroesophageal Reflux (Gastrodsophagealer Reflux)
GERD Gastroesophageal Reflux Disease (Gastrodsophageale Refluxkrankheit)
GIT Gastrointestinaltrakt

glg. gelegentlich

H,O Wasser

H,0, Wasserstoffperoxid

HCI Salzsdure

hGj humaner Magensaft



HNO Hals- Nasen- Ohren- Heilkunde

ID Identifikator

IL Interleukin

LMP Low melting point (niedriger Schmelzpunkt)
LPR Laryngopharyngealer Reflux

m méannlich

mg Milligramm

min Minute

MD Mean Deviation (mittlere absolute Abweichung)
ml Milliliter

ug Mikrogramm

ul Mikroliter

mA Milliampere

mm Millimeter

mmol Millimol

MOC Miniorgankultur

mosm Milliosmol

MW Mittelwert

NaCl Natriumchlorid (Kochsalz)

Na,EDTA Dinatrium- EDTA

NaOH Natriumhydroxid

neg. negativ

neg. K. Negativprobe

N Normal

NF-«xB Nuklear Faktor 'kappa-light-chain-enhancer' von aktivierten B- Zellen
nm Nanometer

NMP Normal melting point (normaler Schmelzpunkt)
OADT Oberer Aerodigestivtrakt

00s Oberer Osophagussphinkter

OP Operation

OSAS Obstruktives Schlafapnoe Syndrom

oT Objekttrager

OTM Olive Tail Moment

PBS Phosphate buffered saline

PenStrep Penicillin- Streptomycin- Losung

pH Negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration



Pos. K.
PPI
prot

proteolyt.

RKI
rpm
s
SPSS
Tab.
TAE
TGF
Tris
uos
uv
U

\%

VS.

z. B.

Positivprobe
Protonenpumpeninhibitor

Protein

Proteolytisch

Robert- Koch- Institut

Revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute)
Standardabweichung

Statistical package for social sciences
Tabelle

Tris- Acetat- EDTA
Transformierender Wachsumsfaktor
Tris (hydroxymethyl)- aminomethan
Unterer Osophagussphinkter
Ultraviolett

Units

Volt

Versus

weiblich

Woche

zum Beispiel



Inhaltsverzeichnis

R ] T 0] T RSOSSN 1
1.1 RISTKOTAKEOTEN ...ttt bbbttt 1
1.2 RETIUX ettt ettt be e nre s 2
1.3 IMAQENSATT. .....eeveeie et et a e aenre s 3
1.4 DUOAENAISATT ...t bbb 4

141 GAlIENSAUIEIN ...ttt ettt b e s e b et besneenreas 4
I I Y/ 1] | OSSPSR 5
1.5 DINA- SCREGRN ...ttt bbb 5
1.6 COMEL ASSAY ...ttt b e b et b e nne s 6
1.7 MiINIOrganKUITUIEN ......cooviiie et sre s 6

P A 1= 15 (=1 | 13T OSSPSR 8

3 Material Und MetNOUEN.........ooieieie et enes 9
IR 2 (- To =] 7 T o USSR 9
32 GBIALE ...ttt R e b e e n e ne e r e 10
3.3 Kulturmedium und GeleleKtrophorese...........cccvveiiiiiiiieieiesesc e, 11
A PatiENIENGUL ....ecvveiieee et re e e e e re e beenaenne s 12
3.5 MINIOrganKUITUIEN ......c.veiieiiece et ene s 15

3.5.1 Material geWINNUNG .....cvoiiiiiiiei e 15
3.5.2 PrAPAIALION ....c.veiveiiieee ettt ettt re e be e nre s 16
3.5.3 KUILIVIEIUNG ...ttt sreas 16
3.5.4 SCRAAIGUNG.....oeiieeciiieee e 17
3.6 EINZEIZEIIGEWINNUNG.......cviiiieiece et ene s 21
BT VITAITALSTEST ...ttt 21
3.8 Epitheliale Zellen ... 22
3.8 L KUIIVIBIUNG ..t 22
3.8.2 Schadigung epithelialer Zelen ...........ccooveeiieiiccsece e 22
3.9 Einzelzell- GeleleKtrophorese..........coviiiiiieii e, 23
3.9.1 Beschichtung der ODJEKIrAGEr .......coveieieieieeeee e 23
3.9.2 Lyse der Zell- und Kernmembran..........ccccceiveieiiieieese e 23
3.9.3 EIEKIIOPNOIESE ... 24
3.10 Ergebnis- ANAIYSE.......ooiiiiieiieiese s 24
3.10.1 Quantifizierung der ErgebniSSe .........cocveiieeiiiiiiiciie e 24
3.10.2 SEALISIK ©.evveveieciecie ettt 26

4 EFQRINISSE ...ttt bbbt bbbt 28

o Y [T To o - g L= PSP 28



4.1.1 Artifizieller und humaner Magensaft............cccocveveiiieie s 29

4. 1.2 SAIZSAUIE ..ottt bbb 33
B 1.3 PEPSIN ...ttt bbbt 34
4.1.4 PepsSinKONZENTratiON........cccveiiiieiece et sre s 36
4.1.5 GAlIENSAUIEIN .....oviiiiiiiieie ettt bbb 37
A.1.6 THEYPSIN ittt bbbt bbbt 40
4.2 EPINEIZEIIEN ... 40
4.3 Spenderspezifische EINFIUSSE........cccveiv e 42
4.3.1 GESCNIBCNT.......eiiiie e nreas 42
B.3.2 AITEE oot 43
A.3.3 AHIEIGIEN ... 44
A.3.4 ATKONOI ... et 45
4,35 NTKOTIN 1ottt b 46
5 DIHSKUSSION.....evieiieie sttt et bbbt n e ne e nes 47
5.1 Gastrodsophagealer REFIUX.........c.ociiiiiiiiiiee e 47
5.2 MINIOrgankUITUIEIN .........ooviiieece e ae e sne s 48
IR I 0] 1 1 [ N T TP TPRRR 49
5.4 MAGENSATT. ...t 49
TR B I =T 1] | PSSR ROUSURI 50
5.5 DUOUENAIES SEKIEL .....ocviiiiieiiie et 51
D5, L TIYPSIN et 51
5.5.2 GAlIENSAIZE ..o 52
5.6 Auswertung anamnestischer Merkmale............ccccoveviiiiiieie s 53
6 ZUSAMMENTASSUNG ...ttt b bbbt 55
A 1 L RSP PP PRPRPRPRRN 56
ST AN ] - o =1 o DSOS 62
8.1 OTM- MITEIWEIT ...t nne e 62
8.2 Konfidenzintervalle der MESSWEIE ..........cueiveriiieiiiesieieie e 64
TR [0 T=T 7T RSP PP PRPRPRRN 68
SelbststAndigKeitSErkIAIUNG .........cccoiiiiiiiie e
DL 101 T o U g o SRS



1 Einleitung

Krebserkrankungen gelten, nach Angaben des statistischen Bundesamtes (Statistisches
Bundesamt, 2014), nach den Herz- Kreislauferkrankungen als die zweithdufigste Todesursache
in Deutschland. Absolute, flachendeckende Haufigkeitsangaben stehen leider nicht zur
Verfligung, da die Krebsregister noch immer groBtenteils landesspezifisch gefihrt werden.

Kopf-Hals-Tumore, beschreiben als Uberbegriff eine Vielzahl von verschiedenen Tumoren,
insbesondere aber maligne Erkrankungen der Mundhohle, des Larynx und des Pharynx.
Malignome im oberen Aerodigestivtrakt machen ca. 5% aller Tumorerkrankungen aus und sind
durch eine ca. 4:1 Pradilektion des mannlichen Geschlechtes gekennzeichnet. Die Inzidenz in
Deutschland betragt ca. 7/100.000. Sowohl die Inzidenz als auch die Mortalitdt haben sich in
den letzten Jahrzehnten vervielfacht (RKI, 2012). Bezuglich der Heilungsraten hat man seit 30
Jahren nur geringe Fortschritte erreicht (Forastiere et al., 2001). Verbesserungen in der Therapie
und vor allem in der rechtzeitigen Erkennung liegen deshalb verstarkt im Interesse der

Krebsforschung.

1.1 Risikofaktoren

Derzeitig gelten als verantwortliche Hauptfaktoren fiir das Auftreten von Plattenepithelzell-
Karzinomen im Kopf- Halsbereich Tabakrauchen, Alkoholmissbrauch, genetische
Prédispositionen, Erndhrungsdefizite, berufliche Faktoren und die Exposition mit viralen und
toxischen Agenzien (Sassen et al., 2005; Seitz et al.; 2007, Maier, 1999). In der Arbeit von
Harréus et al. ,,Zur Untersuchung von genotoxischen Effekten von Umwelt- und Arbeitsstoffen
an humanen Schleimhautzellen* wurde beschrieben, dass Vertreter der Stoffgruppen Metalle
und polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe erhebliche genotoxische Schdaden
verursachten. Weiterhin war aufféllig, dass Nasenschleimhautzellen von weiblichen Spendern
empfindlicher auf Schadstoffeinwirkungen reagierten. An der Schleimhaut von Probanden mit
chronischem Alkoholkonsum (>40g/ Tag) liel? sich ebenfalls ein hoherer genotoxischer Effekt

nach Schadstoffexposition nachweisen (Harréus et al., 1999).

In den letzten Jahren wurde vermehrt ein Augenmerk auf gastrodsophagealen Reflux als
unabhéngigen kanzerogenen Faktor und Co- Kanzerogen in Verbindung mit Alkohol- und

Nikotin- Konsum gerichtet. Nikotin vermindert den mittleren Druck des unteren 6sophagealen
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Sphinkters (UOS), die Magenfiillung ist reduziert und die basale Magensaureproduktion wird
stimuliert. Zusatzlich wirkt Alkohol auch auf den Tonus des UOS, so dass die Magenentleerung
verlangsamt und die 6sophageale Motilitat reduziert wird (Vitale, 1987).

Da den malignen Neubildungen meist eine multifaktorielle Atiologie zugrunde liegt, konnten
einzelne ursachliche Faktoren bisher nicht identifiziert werden.

Die Invasivitat und das Metastasierungsverhalten stellen bei der Behandlung von Tumoren die
grofiten Probleme dar. Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung liegen bei vielen Patienten bereits
lymphogene Metastasen und zum Teil auch schon Fernmetastasen vor oder die entsprechenden
Organe sind derart infiltriert, so dass eine chirurgische Therapie nicht adaquat durchgefuhrt
werden kann (Zimmermann et al., 2003).

Eine Friherkennung bosartiger Neubildungen konnte die Diagnostik in einem niedrigeren
Stadium ermdglichen und die Prognose deutlich verbessern.

Die Detektion, Evaluierung und Pravention bestehender Risikofaktoren kénnten wiederum eine

Tumorentstehung sogar vermeiden.

1.2 Reflux

Unter Gastrodsophagealem Reflux (GER) versteht man den Rickfluss von
Magensaftbestandteilen in die Speiserdhre. Dieser kann zu 6sophagealen und extradsophagealen
Symptomen fuhren. Er ist ein multifaktorielles Geschehen, wobei urséchlich vor allem eine
Storung der Motilitat mit einer herabgesetzten Funktion des unteren 6sophagealen Sphinkters ist
(Sifrim et al., 2001).

Koufman beschreibt einen Rickfluss bis in den Larynx und Pharynx, welcher dann als laryngo-
pharyngealer Reflux (LPR) bezeichnet wird. In Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass
dieser vor allem tagsuber in aufrechter Position auftritt (Postma et al., 2001). Dabei wird
zusétzlich eine Schwache des oberen Gsophagealen Sphinkters angenommen. LPR wird als
Ursache fur bis zu 60% aller Kehlkopf- und Stimmprobleme bei HNO- Patienten verantwortlich
gemacht (Koufman, 1991). Im Bereich der Atemwege fehlen im Gegensatz zum Osophagus
Schutzmechanismen gegentiber Magensaft und dessen Bestandteilen. Es wird beschrieben, dass
bereits einzelne Refluxepisoden Sch&den im respiratorischen Epithel verursachen konnen
(Pearson et al., 2011).

Die klassischen Symptome der gastro6sophagealen Refluxerkrankung (GERD) zeigen sich in

Sodbrennen, Regurgitation und saurem Aufstollen, welche insbesondere nachts, in liegender



Position auftreten. Seltener findet man epigastrischen Schmerz oder Brustschmerz, sowie
Dysphagie. Doch nicht immer ist GERD symptomatisch und kann nicht selten als okkulter
Reflux auftreten. Marshall et al. zeigten in Untersuchungen, dass insbesondere saurer Reflux
im Gegensatz zu bilidfrem Reflux subjektive Beschwerden verursachte (Marshall et al., 1997).
Extradsophageale Refluxsyndrome involvieren verschiedene Bereiche, wie zum Beispiel die
Lunge (Bronchiolitis, chronischer Husten, Asthma), otolaryngeale Symptome (Otitis media,
Laryngitis, Adenoide, Karzinome), sowie orale und dentale Erosionen. Im oberen
Aerodigestivtrakt sind die typischen Symptome ein trockener oder rauer Hals, Globusgefiihl,
Heiserkeit, Reizhusten, Dysphagie und Zungenbrennen. Bei der HNO- arztlichen
Spiegeluntersuchung finden sich priméar jedoch selten pathologische Korrelate. Meist zeigen
sich nur geringfiigige Veranderungen wie Erythem und Odem im Bereich des Larynx (Issing et
al., 2001).

Die Standardtherapie bei refluxassoziierten Beschwerden im HNO- Bereich beinhaltet diatische
MaBnahmen, Alkohol- und Nikotinkarenz, Veranderung der Schlafposition und die
medikamentdse Therapie mit Protonenpumpeninhibitoren (PPI). Dabei zeigt sich jedoch nur ein
therapeutisches Ansprechen von 60-90% auf PPI, was darauf schlieBen l&sst, dass nicht nur
saurer Reflux flir oben genannte Symptome verantwortlich ist (Saber et al. 2012).

Viele Studien untersuchen die Auswirkungen von extradsophagealem Magensaft, die genauen
Tragweiten von GER im Bereich der oberen Atemwege sind hingegen noch nicht ausreichend
beschrieben.

1.3 Magensaft

Die Zusammensetzung des Magensafts variiert je nach Phase der Verdauung. Im
Nichternzustand erfolgt die kontinuierliche Sekretion von Bikarbonat und Muzinen. Bei
Nahrungsaufnahme kommt es im Magen zur Sekretion von Salzséure (HCI), Pepsinogenen und
Intrinsic Factor.

Pepsinogen (MG 42500) ist eine Proteasenvorstufe welche in den Hauptzellen der
Magenmukosa gebildet und nach Sekretion durch Magensalzséure zu proteolytisch wirksamen
Enzymen durch Abspaltung eines 40kDa grof3en Peptids vom N- Terminus aktiviert wird. Das
pH- Optimum von Pepsin (MG 34500) liegt bei 1,0 bis 4,0, wobei die maximale Enzymaktivitat
bei pH 1,5 erreicht wird (Worthington Enzyme Manual). Bei pH 6,5 ist Pepsin inaktiv, jedoch
bis pH 7 stabil fur mindestens 24h. Fallt der pH- Wert auf 2 ab kann das Enzym reaktiviert
werden. Dabei bleiben bis zu 79% der urspriinglichen Aktivitét erhalten (Crapko et al., 2007).



Die durchschnittliche basale Pepsinsekretion betragt bei Mé&nnern 19kU/24h, bei Frauen
29kU/24h (Dennebaum, 2008a).

1.4 Duodenalsaft

Auch die Zusammensetzung des Duodenalsaftes variiert stark in Abhéngigkeit von der
Verdauungsphase. Neben einer Reihe von Elektrolyten und Proteinen, finden sich
Pankreasenzyme und Gallensalze im duodenalen Sekret. Der mediane pH- Wert liegt bei pH 7,2
(5,3 — 8,1), wobei die alkalischen Eigenschaften des Hydrogencarbonats im Pankreassaft zur
Neutralisierung des Mageninhalts beitragen (Dennebaum, 2008b).

Treten duodenale Bestandteile (Gallensaft, Pankreasenzyme) in den Magen oder in manchen
Fallen in den Osophagus spricht man von gastroduodenalem Reflux (GDR). Dabei sind
Einzelepisoden physiologisch. Ein kontinuierlicher Kontakt der Magen- oder Osophagusmukosa
mit Duodenalsaft kann ulzerogen und mdglicherweise sogar kanzerogen wirken (Freedman et
al., 2001). Atiopathologisch kann primirer GDR von sekundarem unterschieden werden.
Primarer GDR wird verursacht durch nicht- koordinierten Pylorusschluss und eine duodenale
Kontraktion aufgrund einer erhéhten Sphinktermotilitat (idiopathisch oder sekundar nach
Cholezystektomie, Cholezystolithiasis, Helicobacter- pylori- Infektion). Sekundarer GDR tritt
bei dauerhaft beeintrachtigter Funktion des Pylorus auf, wie zum Beispiel nach Magenresektion
oder Pyloroplastik (Madura, 2003).

1.4.1 Gallensauren

Gallensalze werden in der Leber aus Cholesterol synthetisiert und konjugiert. Nur ein Bruchteil
aller Gallensduren tritt unkonjugiert im Gallensaft auf. Die durchschnittliche Konzentration der
Blasengalle betragt 172 + 14 mmol/l. Davon sind 80 * 9% Glycin- und 19 + 10%
Taurinkonjugate (Dennebaum, 2008c¢).

Die Zusammensetzung der Gallensduren ist zum einen abhangig von der Nahrungsaufnahme,
zum anderen veréndert sie sich bei bestimmten Vorerkrankungen. So berichtete Sjovall beim
Gesunden (ber einen durchschnittlichen Anteil von 41% Cholate, 37% Chenodeoxycholate und
22% Deoxycholate, welche hauptsdchlich in konjugierter Form mit Taurin oder Glycin
vorlagen. Bei langandauerndem obstruktiven Ikterus, akuter Hepatitis oder Leberzirrhose war
wenig bis gar keine Deoxycholsaure messbar (Sjévall, 1960).

Deoxycholsédure und Chenodeoxycholsaure gehéren zu den Hauptkomponenten von

Gallenséuren bei Patienten nach totaler oder subtotaler Gastrektomie mit endoskopisch



gesicherter Osophagitis. Dabei lag der durchschnittliche Anteil von Cholaten bei 29%,
Chenodeoxycholaten 37,1% und Deoxycholaten 33,5% (Matikainen et al., 1982).

Der pH- Wert der Gallenflissigkeit liegt zwischen 6,9 und 7,7 und ist damit neutral bis
alkalisch.

Als Nachweis gallensdurehaltigen Magensaftes hat sich Bilirubin als Marker etabliert.

Bilirubin hat ein charakteristisches Absorptionsspektrum bei 453nm und l&sst sich mittels
Bilitec 2000, einer fiberoptischen Spectrophotometrie, kontinuierlich im Refluxat messen
(Baldini et al., 2000).

1.4.2 Trypsin

Als Endopeptidase wird Trypsin (MG 23800) in den exokrinen Azinuszellen des Pankreas aus
der inaktiven Enzymvorstufe, dem Trypsinogen (MG 24000), synthetisiert. Sein pH- Optimum
liegt bei pH 7-8. Es hydrolysiert Peptide substratspezifisch nach Arginin- und Lysinresten. Das
aktivierte Trypsin wirkt autokatalytisch und aktiviert auch andere Proteasen, wie zum Beispiel

Chymotrypsinogen, Proelastase und Carboxypeptidase A und B (Kalbitzer, 2014).

1.5 DNA- Schaden

Die DNA kann durch zelleigene oder zellfremde Prozesse geschadigt werden.
Hauptverantwortliche Faktoren sind dabei die nicht- enzymatische Hydrolyse, reaktive
Sauerstoffverbindungen, alkylierende oder quervernetzende Agenzien, sowie kurzwellige
elektromagnetische Strahlung. Die dabei erzeugten Schéaden lassen sich unterteilen in rdumliche
DNA- Modifizierungen, mit oder ohne Stdrungen der Doppelhelixstruktur, und DNA-
Strangbriiche (Schwarz und Bock, 1998).

Es gibt eine Vielzahl komplexer Reparaturmechanismen fiur alle Arten von DNA- Schaden.
Basenmodifizierungen und -verluste werden durch Basenexzisionsreparatur repariert (Seeberg
et al., 1995). Dabei werden nach Entfernung fehlerhafter Basen diese durch ein neues Nukleotid
ersetzt. GrolRere DNA- Schéadigungen werden vor allem durch die Nukleotidexzisionsreparatur
entfernt (Nouspikel et al., 2002). Einzelstrangbriiche werden durch ,,Single strand break repair*
geschlossen (Whitehouse et al., 2001).

Kommt es zu einer partiellen oder vollstdndigen Fehlfunktion dieser Reparaturmechanismen,
kann dies zu Verénderungen im Genom und zu Translokationen fiihren, welche Onkogene

akivieren und damit die Krebsentstehung beginstigen kénnen (Agarwal et al., 2006).



1.6 Comet Assay

Der Comet Assay, auch Einzelzellgelelektrophorese genannt, ist eine Form der
Gelelektrophorese zum Nachweis von DNA- Schadigungen in einzelnen Zellen verschiedener
Spezies. Benannt ist er nach der Form der geschadigten Zellen, welche nach Durchwanderung
im elektrischen Feld, UV- lichtmikroskopisch, mit einem Schweif aus DNA- Fragmenten, das

Aussehen eines Kometen haben.

Rydberg und Johanson entwickelten 1978 als erste eine Methode zur Quantifikation von DNA-
Schéden in Einzelzellen (Rydberg und Johanson, 1978).

Sie lysierten unter alkalischen Bedingungen in Agarose eingebettete Zellen und ermdglichten
damit das partielle Entwinden der DNA- Einzelstrange. Nach Anfarben wurden die
fluoreszierenden Zellen gezahlt. Um die Sensitivitat der Messung von DNA- Schaden zu
verbessern, entwickelte das gleiche Labor 6 Jahre spater eine Mikrogel- Elektrophorese-
Technik unter neutralen Bedingungen (Ostling et al. 1984).

Die im elektrischen Feld migrierte DNA wird im Anschluss mit Ethidiumbromid eingefarbt und
unter dem Fluoreszenzmikroskop wird die Intensitat der Fluoreszenz gemessen. Damit kdnnen
ausschlieBlich Doppelstrangbriiche detektiert werden.

Die am besten geeignete Version des Comet Assay zur ldentifikation von genotoxischen
Substanzen ist der Alkaline Comet Assay (pH >13), welcher 1988 von Singh et al. entwickelt
wurde (Singh et al., 1988). Mittels dieser Methode kénnen DNA- Einzelstrangbriiche, alkali-
labile Stellen, DNA-DNA-/ DNA-Protein- Vernetzung und inkomplette
Exzisionsreparaturstellen detektiert werden.

Andere Techniken zur Detektion von DNA- Schiden sind die ,,unscheduled DNA synthesis*
oder der ,,Alkaline Elution Assay*.

1.7 Miniorgankulturen

Bei den Miniorgankulturen handelt es sich um einzelne Gewebefragmente welche in
Né&hrmedium kultiviert und mit Noxen geschadigt werden konnen. Sie sind bei vielen
Gewebearten anwendbar (Bauer und Herzog, 1988) und wurden erstmals durch Steinsvag et al.
fur respiratorische Mukosa beschrieben (Steinsvag et al., 1991). Im Gegensatz zu Einzelzellen
stellen sie ein geeigneteres Modellsystem dar, um Zellen in Ihrem Zellverband zu untersuchen,
da man davon ausgeht, dass isolierte Zellen Verdnderungen in der metabolischen Kompetenz,
in den Reparaturfdhigkeiten und mdglicherweise auch in der Empfindlichkeit der DNA
aufweisen (Teissier et al., 1998).



Das initial von Kleinsasser und lhbe verwendete Modell zur Testung der Genotoxizitat von
Umweltstoffen anhand von Miniorgankulturen (lhbe, 2004) wurde durch vorangegangene
Arbeiten unserer Arbeitsgruppe etabliert und zur Frage der DNA- Stabilitat humaner
respiratorischer Mukosa bei unterschiedlichen pH- Bedingungen weiterentwickelt (Oertel,
2008).



2 Zielstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, in einem in- vitro- Modell genotoxische Effekte von
Magensaft und dessen Bestandteilen bei unterschiedlichen pH- Bedingungen zu untersuchen.
Als in- vitro- Modell dienten Minorgankulturen von Nasenmuschelepithelien. Das genotoxische
Potential des Refluxats und einzelner Komponenten wurde durch Analyse der DNA- Integritat
mittels Comet Assay bestimmt.

Neben Magensaft bzw. artifiziellem Magensaft wurden in der vorliegenden Studie Salzséure,
Pepsin und Gallensalze als wichtigste Bestandteile des Magensafts ausgewahlt, um deren
Einfluss unter verschiedenen pH- Konditionen auf die Stabilitit der DNA zu untersuchen.
Dariiber hinaus wurden anamnestische Daten zur Frage einer mdglichen Vorschadigung und
einem Einfluss auf das Schadigungsausmall ausgewertet.

Es galt zu ermitteln inwiefern laryngopharyngealer Reflux im Allgemeinen und einzelne
Komponenten im Speziellen die Entwicklung eines Malignoms im oberen Aerodigestivtrakt

begunstigen oder gar verursachen kénnen.



3 Material und Methoden

3.1 Reagenzien

Tabelle 1: Reagenzien

Artikel Firma Sitz
AECG- Medium Promo Cell Heidelberg
Agarose LMA Peq lab Erlangen
Agarose NMA Biozym Erlangen
Antibiotikum PenStrep Biochrom AG Berlin
Collagenase Gibco/Invitrogen Karlsruhe
DMEM Gibco/Invitrogen Karlsruhe
DMSO Merck Darmstadt
EDTA Roth Karlsruhe
Ethidiumbromid Roth Karlsruhe
Ethanol Sigma Steinheim
Formaldehyd 4% Fischar Saarbriicken
Fotales Kalberserum Biochrom AG Berlin
GBSS Sigma Steinheim
GCDA Sigma Steinheim
Gallensaure- Mix Sigma Steinheim
H,0, Universitatsapotheke Halle
Hamatoxylin- Eosin Roth Karlsruhe
Hyaluronidase Serva Heidelberg
N- Laurylsarcosinat Sigma Steinheim
2- Mercaptoethanol Ferak Berlin GmbH Berlin
Natriumchlorid Applichen Darmstadt
Natronlauge Roth Karlsruhe
PBS Gibco/ Invitrogen Karlsruhe
Pepsin (2000U/ml) Sigma Steinheim
Pronase Sigma Steinheim
Salzsdure Merck Darmstadt
Supplement Promo Cell Heidelberg
Tris HB Labor- und Apolda
Feinchemikalien
Triton Merck Darmstadt
Trypanblau Sigma Steinheim
Trypsin Sigma Steinheim




3.2 Gerate

Tabelle 2: Gerate und Software

Artikel Firma Sitz

Brutschrank function line Heraeus Hanau

Comet 5.5 Kinetic Imaging ® Liverpool, GroRbritannien
Deckglaschen Marienfeld Lauda- Kénigshafen
Elektrophoresekammer BioRad Hercules, Californien, USA

Excel 2010

Microsoft Corporation

Redmond, USA

Feinwaage, MC1 Analytic, AC Sartorius AG Gottingen

2108

Fotosoftware Nis Elements 2.10 Novell Waltham, Massachusetts,
USA

Heizplatte mit Rihrer, PMC Neo lab Heidelberg

Kulturplatten

Nunc/ Nalge Nunc Int.

Roskilde, Ddnemark

Mikroskop- Filter

Carl Zeiss

Jena

Mikrotom jung biocut Leica jung Nuflloch
Mikroskop Axiovert 135 Carl Zeiss Jena
Mikroskop Axioskop Carl Zeiss Jena
Mikroskop (Licht) Carl Zeiss Jena
Mikroskop Eclipse E 400 Nikon Japan
Mikroskop (OP) S88 Carl Zeiss Jena

Multi Safe Seal Tubes Peq lab Erlangen
Objekttrager Marienfeld Lauda- Konigshafen
pH- Meter, Multi Cal ® WTW Weilheim
Pipetten Eppendorf Hamburg
Pipettenspitzen Eppendorf Hamburg

PP- R6hrchen Greiner Kremsmiinster
Schittler Promax 1020 Heidolph Instruments Schwabach
Skalpell (Cutfix Fig.20) Aesculap Tuttlingen
Sterilbank Herasafe Heraeus Hanau

SPSS Statistics 17.0 SPSS Stanford, USA
Warmeplatte Medax Kiel
Wasserbad BINZ liImenau

Zahlkammer

Fuchs- Rosenthal

Bad Blankenburg

Zentrifuge

Heraeus

Hanau
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3.3 Kulturmedium und Gelelektrophorese

Tabelle 3: Zusammensetzung der verwendeten LGsungen

Zellkultur
Agarlésung in DMEM 0,75 | g Spezial- Agar, Noble
(Plattenbeschichtung) 50 | ml | DMEM
Ndahrmedium 2,48 | ml | Supplement
1| ml | PenStrep
100 | ml | AECG- Medium
Enzymatischer Verdau
Enzymmix 300 | mg | Kollagenase
300 | mg | Hyaluronidase
600 | mg | Pronase
6 | ml | AECG- Medium
Beschichtung der Objekttrager
1% NMP- Agarose 1l|g NMP- Agarosepulver
(Vorbeschichtung) 100 | ml | Aqua destillata
0,6% NMP- Agarose 36 | mg | NMP- Agarosepulver
(1. Schicht) 6| ml | PBS
0,5% LMP- Agarose 50 | mg | LMP- Agarosepulver
(2. und 3. Schicht) 10 | ml | PBS
Einzelzellgelektrophorese
Lysestammldsung 146,4 | g NacCl (2,5M)
(pH 10) 12 |g Tris (Trishydroxy- methylaminomethan)
37,2 | g | Na,EDTA
10 | g N- Lauryl-sarcosinat 1%
ad1 || Aqua bidestillata
Lysepuffer 1| ml | Triton
10 | ml | DMSO
89 | ml | Lysestammldsung
Elektrophoresepuffer 100 | ml | NaOH- Lésung (3M)
(4°C) 5| ml | Na,EDTA
ad1 || Aqua destillata
Neutralisationspuffer 485 | g Tris (0,4M)
(pH 7,4) ad1 || Aqua bidestillata
Ethidiumbromid 2|l Ethidiumbromid
(Farbelosung) ad1l | ml | Aqua destillata
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3.4 Patientengut

Bei Aufnahme eines jeden Patienten wurde préoperativ ein Anamnesebogen erstellt. Diese
wurden retrospektiv ausgewertet und es stellte sich die Frage inwieweit bestimmte
Risikofaktoren einen Einfluss auf das Entwickeln von Doppelstrangbriichen nach
Noxeneinwirkung haben konnen. Die Patienten wurden unter anderem zu Allergien,
Vorerkrankungen, Beruf, GroRe und Gewicht befragt. In der Auswertung der Daten wurde
gesteigerter Wert auf vorbestehenden Alkohol- und Nikotingenuss, Alter und Geschlecht gelegt.
Die statistische Analyse erfolgte auch hier mittels einer Mixed- Model- Kalkulation unter
Bertcksichtigung doppelter Messungen bei den Patienten.

Das Patientenkollektiv teilte sich in 68,1 % Manner und 31,9 % Frauen. Das Durchschnittsalter
zum Zeitpunkt der Diagnosestellung betrug 41,43 Jahre, der jlingste Patient war 16 und der
alteste 73 Jahre alt (Tab. 4).
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Tabelle 4: Retrospektiv erhobene anamnestische Patientendaten
("-" bedeutet Merkmal nicht vorhanden, ,,glg“ = gelegentlich)

ID | Alter | Ge- Nikotin | Alkohol Allergien Vorerkrankungen Beruf BMI
schlecht (kg/
mz)
1 24 W - - - - Kochin 22
2 |51 M - 1 Bier/d - Hypertonie, Gicht, Lager- 41
Benigne arbeiter
Prostatahyperplasie
3 |24 M 10/d 1 Bier/d - - Schwei- 22
Rer
4 120 M 20/d 2 Bier/d - - Student 19
5 |38 M - glg. Pollen Hypertonie Raffi- 27
nerie
6 45 w - - Pflaster, Migrane, Skoliose, Lehrer 19
Codein Arthritis
7 123 w glg. glg. - - Student 20
8 |22 w - glg. - - Biro 22
42 w glg. glg. Pflaster, M. Crohn, Reflux, - 30
Tomate, Akute Pankreatitis
Laktose,
Erdbeeren
10 | 67 w - glg. Penicillin Hypertonie, Rentner | 25
Carotisplaques,
Reflux
11| 17 M - glg. - - - 19
12 | 46 w 20- - - Varizen, Kranken- | 26
25/d Cholezystektomie pflege
13171 w - - - Adipositas, Rentner | 34
Osteoporose
141 49 M - 1-2 - Hernie Elektro- 29
Bier/d techniker
15 | 45 M glg. glg. - - Modera- | 24
tor
16 | 40 M - glg. - - Gartner 23
17 | 61 M - - - Prostata- Karzinom | - 30
51 M - 2 Bier/d - Hypertonie, - 32
Herzrhythmussto-
rungen,
Hyperlipiddamie
19 | 38 w 20/d - - Diabetes mellitus, - 21
Hypothyreose,
Reflux
20 | 67 M 10/d - - Hypothyreose, - 21
Reflux, Tinnitus
21 | 57 M - glg. Milben Diabetes mellitus, Elektro- 27
Hypertonie monteur
22 | 49 M - glg. Penicillin, Hypertonie, Feuer- 31
Pollen Hyperlipopro- wehr-
teinamie mann
23 | 40 W - - - - - 20
24 | 54 M 15/d 1 Bier/d - Hypothyreose, Haus- 27
Gicht meister
25 | 37 M glg. 2 Bier/d - Reflux Lager- 25
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arbeiter

26 | 54 M 15/d 2 Bier/d Pollen Reflux, OSAS Schlosser | 26
27 | 20 M - glg. - - Student 25
28 | 50 M - 2 Bier/d | - Hypertonie, - 29
Chronische
Bronchitis
29 | 52 M - 2 Bier/d - Tonsillenkarzinom Isolierer 26
30 | 20 M 20/d - - - - 23
31 | 53 M - 2 Bier/d - Presbyakusis Ange- 27
stellter
32 | 49 W - - Paracetam | Neurodermitis, Ange- 24
ol Asthma stellter
Ibuprofen
33 132 M - 3 Bier/ Graser, Polyposis nasi, Designer | 20
Wo ASS, Neurodermitis,
Aspergillus | Asthma
34 | 35 M - glg. Chrom, - Heizungs | 24
Nickel bau
35 | 23 M - glg. Graser - Chemi- 22
kant
36 | 24 M glg. glg. - Drogenabusus Ange- 28
stellter
37 | 38 M 10/d 1 Bier/d - - Ange- 28
stellter
38 | 44 M 10/d 3 Bier/d - - Metall- 25
bau
39 | 55 M Vor2). | glg. - - Monteur | 26
40 | 23 M 10/d - Milben, Rheuma, Asthma Student 20
Pollen
41 | 55 M Vor 3J. | 1Bier/d - Asthma, - 26
Hypertonie
42 | 73 M - 2 Bier/d Pollen Bronchitis, Varizen, | Rentner 24
Cholezystektomie
43 1 42 w - glg. Pollen, - Lehrer 35
Katze
44 |1 16 w - - Hund, Privinismus Schiiler 21
Katze, Pilze
45 | 44 w 15/d - Milben, Asthma Biro 24
Pollen, ASS
46 | 18 M - - - - Schiiler 21
47 | 49 w - glg. - Hypertonie Lehrer 30
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3.5 Miniorgankulturen

3.5.1 Materialgewinnung

Es wurde respiratorisches Epithel von Nasenmuscheln zur experimentellen Untersuchung
schédigender Substanzen verwendet. Die bendtigte Schleimhaut wurde allen Patienten im
Rahmen einer Septumplastik mit Conchotomie entnommen. Ein positives Ethikvotum lag vor.
Die etwa 1cm x 3cm groBen Schleimhaut- Stiicke wurden unmittelbar nach der OP in
Falkonrohrchen gefillt mit GBSS bei 4°C bis zur weiteren Bearbeitung gelagert.

Abbildung 1: Préaparation der Miniorgankulturen (MOC). A: Transport via Falkonréhrchen aus
dem Operationssaal in das Labor. B: Herauslosen der Bindegewebs- und Knochenreste.
C:Zerteilen der Mukosa in ca. 1mm?3 groRe Fragmente. D: Auftragen von 12 MOCs/ Well
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3.5.2 Praparation

Die Nasenschleimhaut wurde im Labor unter sterilen Bedingungen mit Skalpell und Pinzette
von Knorpel-, Knochen- und Bindegewebsresten befreit. Das Préparat wurde in einer, mit etwas
Basalmedium (AECG- Medium mit PenStrep) gefillten, sterilen Petrischale in 1mm3 grof3e
Fragmente geschnitten (Abb.1).

3.5.3 Kultivierung

Nach dreifacher Spilung mit Basalmedium wurden jeweils 12 Mukosastlicke pro Well auf eine
agarbeschichtete 6- Well- Platte aufgetragen. AnschlieRend wurden in jedes Well 500pul
Néhrmedium (AECG- Medium mit Supplement- Mix und PenStrep) hinzugefugt und die
Platten bei 37°C, 5 % CO2, 100% Luftfeuchtigkeit im Brutschrank 7 Tage kultiviert. (Abb.2)
Das Futtermedium wurde alle 2 Tage vorsichtig abgesaugt und dann erneuert. Zur Vermeidung
bakterieller Infektionen fanden alle Arbeitsschritte unter sterilen Bedingungen statt.

Es erfolgten tégliche lichtmikroskopische Kontrollen der Viabilitdt, wobei man bei vitalen

Préparaten an der Oberflache einen Zilienschlag beobachten konnte. (Abb.3)

®- ot | BEBED
.

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Vorbereitung der Miniorgankulturen zur
Kultivierung im Brutschrank
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Abbildung 3: Lichtmikroskopische Abbildungen eines Mukosafragments. A: 4fach
VergroRerung der MOC vor Inkubation. B: Histologisches Bild nach 8d Inkubation angeféarbt
mit Hamalaun- Eosin in 200facher Vergroéf3erung

3.5.4 Schadigung

Nach 7-tdgiger Kultivierung wurden die MOCs fir die Schadigung unter der Sterilbank
vorbereitet. In jedes Mikroreaktionsgefa (Eppendorf) wurden 7 MOCs zu je 500 pl PBS
gegeben und zweimal gespilt. Im Anschluss daran wurden 500 pl der Schédigungslésung zu
den Schleimhautproben hinzugefligt. Hierzu wurde PBS mit Hilfe von Salzséure auf den
gewunschten pH- Wert eingestellt. Je nach Versuchsansatz wurden 500 pl PBS-HCI mit den
pH- Werten 3; 4,5; 5,5 und 6,5 bzw. unter Zusatz von Pepsin, Gallensalzen, humanem oder
artifiziellen Magensaft inkubiert. Die Konzentrationen der jeweiligen Testsubstanzen wurden in
Anlehnung an bekannte  Werte der durchschnittlichen Zusammensetzung von
Korperflussigkeiten, sowie Eigenanalysen unseres Labors von Magensaftproben gewéhlt
(Dennebaum, 2008b).

Versuchsreihe mit Pepsin:

Pepsin 1:1 3200-4500 units/mg prot
Pepsin- Stammldsung: 10mg/ml geldst in 0.01M HCI
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Arbeitskonzentration:

Verdinnung 1:10

Verdlnnung 1:100

Verdlnnung 1:1000

0,5mg/ml 457ul PBS-HCI+ 25pl Pepsin-Stammlésung ~2000 Units
Verdunnung 1:20 unmittelbar vor Versuchsbeginn

=500 pg/ml -> 475 pl Salzsdure- PBS- Losung + 25 pl Pepsin

=50 pg/ml -> 450 pl Salzséure- PBS- Losung
+ 50 pl 1:20 Pepsinverdiinnung

=5 ug/ml -> 495 ul Salzsaure- PBS- Losung
+ 5 ul 1:20 Pepsinverdinnung

Zur Uberpriifung der Wirkung von Pepsin wurde dieses durch 5 min. Abkochen im Wasserbad

bei 100°C denaturiert und damit inaktiviert.

Versuchsreihe mit Gallensalzen

Gallensdure-Mix 120 mg/ml ~ 250 mM (bezogen auf Taurocholat)

Verdlnnung 1:1000

= 250uM -> 4950l Salzséure- PBS- Lésung
+ 5pl 1:10 Gallensaure-Mix-Verdiinnung

Sodium Glycochenodeoxycholate 94 mg/ml ~ 200mM

Verdlnnung 1:100

Artifizieller Magensaft

=200uM -> 495 pl Salzsaure- PBS- Lésung
+ 5 ul GCDS- Verdinnung

25l Pepsin (500ug/ml, ~ 2000U) + 5ul Gallensdaure-Mix + 5ul Trypsin ( 0,01mg/ml, ~ 149U)
+ 430 pl Salzséure- PBS- Losung

Humaner Magensaft

Der humane Magensaft stammte von Patienten, welche sich einer diagnostischen Endoskopie

unterzogen. Die Proteinkonzentration und der Gehalt an Gallensduren, der bei der Gastroskopie

normalerweise verworfenen Magenséfte, wurden im Zentrallabor des Universitatsklinikums

bestimmt (Tab. 5). Der pH- Wert wurde im Forschungslabor unserer Klinik mittels pH- Meter
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bestimmt. Die Enzymkonzentration und proteolytische Aktivitdt wurde in Anlehnung an das
von Langner et al. beschriebene Verfahren durch Umsatz von 0,8%iger Azokaseinlosung bei
pH 5,3 (Pepsin) bzw. 7,0 (Trypsin) bestimmt (Barrett und Kirschke, 1981). Der Magensaft
wurde flr die Versuche mit 0,1 N HCI auf die gewiinschten pH- Werte (3; 4,5; 5,5 und 6,5)
eingestellt und als Aliquots bis zum Versuchstag bei -20°C gelagert. Dabei wurden die Aliquots
so gewdhlt, dass wiederholtes Einfrieren oder Auftauen vermieden werden konnte.

19



Tabelle 5:Laborchemische Analyse von Magensaftproben

ID Mw Pepsin Trypsin mmol/l Cl Gallenséure Osmolalitat Protein pH
proteolyt Akt mg/ml mg/ml Na mmol/| umol/l mosm/kg g/l
1 0,055 0,000 0,020 153,0 158,3 12,5 294 0,060 3
2 0,062 0,000 0,022 0,0 134,7 8,0 263 0,550 2
3 0,062 0,000 0,022 153,0 157,3 58 308 0,050 7
8 0,103 0,000 0,029 0,0 118,0 3,8 250 0,530 2
9 0,239 0,099 0,055 106,0 128,7 36,3 245 1,120 3
10 0,413 0,320 0,088 0,0 106,3 401,1 337 1,080 3
11 0,244 0,106 0,056 130,0 1411 53 345 0,210 5
12 2,191 2,578 0,422 0,0 48,3 291,5 277 0,530 9
13 0,057 0,000 0,021 154,0 158,1 3,7 304 0,000 4
14 0,588 0,542 0,120 0,0 0,0 34,5 230 0,220 8
15 0,187 0,033 0,045 0,0 113,0 13,0 247 0,770 1
16 0,214 0,068 0,050 119,0 131,6 32,1 295 0,370 3
17 0,329 0,213 0,072 0,0 114,0 23,5 462 1,290 6
18 0,055 0,000 0,020 140,0 142,5 4,3 273 0,000 3
19 0,537 0,477 0,111 146,0 149,6 266,8 312 0,000 5
20 0,209 0,061 0,049 119,0 129,2 51 383 0,420 8
21 0,031 0,000 0,016 148,0 151,1 3,5 285 0,000 4
22 0,060 0,000 0,021 114,0 134,2 34 265 0,280 1
23 0,000 0,000 0,010 151,0 152,7 3,6 288 0,000 4
24 0,033 0,000 0,016 55,0 60,3 4,3 345 0,610 8
26 1,887 2,192 0,364 74,0 68,6 114,9 263 7,770 9
27 0,170 0,011 0,042 97,0 123,1 9,7 246 0,590 2
28 >3 > > 129,0 128,2 356,9 353 0,190 7
31 0,342 0,230 0,074 53,0 123,4 366,3 370 0,790 1
32 0,045 0,000 0,018 27,0 137,9 6,0 286 0,480 1
33 0,021 0,000 0,014 150,0 151,0 3,6 290 0,000 4
35 0,140 0,000 0,036 66,0 126,8 9,1 267 0,490 2
36 0,041 0,000 0,018 136,0 140,6 27,5 277 0,100 3
37 0,212 0,064 0,050 25,0 35,7 165,1 83 0,430 4
38 >3 > > 122,0 109,0 251,8 306 1,030 8
39 >3 > > 105,0 114,5 438,8 362 1,670 8
40 >3 > > 91,0 90,4 239,6 284 1,580 7
41 0,050 0,000 0,019 15,0 64,2 31 208 0,570 1
42 0,032 0,000 0,016 81,0 88,8 3,6 227 1,810 8
43 >3 > > 93,0 91,5 443,2 397 2,020 8
44 >3 > > 108,0 116,0 574,8 288 1,110 7
45 0,034 -0,162 0,016 83,0 121,9 31 301 0,310 1
46 >3 > > 88,0 103,2 518,2 285 0,400 7
47 1,808 2,092 0,350 159,0 159,6 69,7 319 0,050 5
48 0,204 0,054 0,048 28,0 82,6 11,6 333 0,580 1
49 0,004 0,000 0,011 174,0 164,6 1,7 327 0,220 5
50 0,093 0,000 0,027 49,0 135,1 18,0 306 0,660 1
51 0,201 0,050 0,048 57,0 70,2 48,1 396 1,110 6
52 0,215 0,068 0,050 97,0 126,5 170,0 256 0,810 1
53 0,944 0,995 0,187 77,0 91,2 208,8 215 0,340 7
54 0,016 0,000 0,013 158,0 154,7 2,8 298 0,000 5
55 0,039 0,000 0,000 52,0 114,5 42,6 246 0,710 2
56 0,836 0,858 0,087 77,0 91,0 120,9 290 0,420 8
57 >3 > >1 95,0 105,0 137,0 335 0,570 8
58 0,194 0,041 0,013 73,0 104,4 27,5 281 0,620 3
59 0,052 0,000 58,0 134,1 38,3 272 0,670 1
60 >3 > >1 66,0 99,3 565,0 264 0,760 7
61 >3 > >1 97,0 100,7 342,0 317 0,600 9
62 0,139 0,000 0,006 33,0 133,8 115,0 275 0,400 1
63 1,317 1,468 0,144 111,0 100,3 7,5 297 0,730 8
64 0,082 0,000 0,000 139,0 145,2 3,0 297 0,300 5
65 0,077 0,000 0,000 129,0 129,0 2,6 289 0,150 1
66 0,022 0,000 0,000 154,0 153,9 3,7 289 0,000 5
67 1,334 1,489 0,145 87,0 100,0 356,0 228 0,370 7
MW 0,33 0,28 0,06 88,15 116,26 118,46 292,05 0,67 4,60
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Die Schadigung erfolgte fir eine Stunde bei 37°C, 5 % CO,, 100% Luftfeuchtigkeit im
Brutschrank. Zur Kontrolle der Versuchsbedingungen und des Ausgangszustandes des
Schleimhautepithels wurden eine Negativ- und eine Positivkontrolle mitgefuhrt. Die
Negativkontrolle wurde in Analogie zu den experimentellen Proben 1h mit PBS inkubiert.

Die Positivkontrolle erfolgte durch Inkubation der MOC fiir 5 min. mit 15 mM H,0O, auf Eis.
Nach Beendigung der Inkubationszeit wurden die Noxen entfernt und die MOCs zweifach mit

PBS gewaschen.

3.6 Einzelzellgewinnung

Zur Losung der Epithelzellen aus dem Zellverband wurden die MOCs mit 500ul Enzymmix
verdaut. Dieser Enzymmix setzte sich zusammen aus Kollagenase, Hyaluronidase und Pronase,
welche in AECG geldst wurden. Der Verdau erfolgte bei 37°C 45 min. im Dunkeln auf dem
Schiittler.

Durch Zugabe von 500 pl gekuhlter 10%iger FCS- Lésung wurde die Aktivitat des Enzymmix
abgestoppt.

Mit Hilfe eines Holzstdbchens wurden die Gewebereste aus dem Tube entfernt. Die
Zellsuspension wurde anschlieRend bei 800rpm 10 min. zentrifugiert.

Das Pellet wurde zweimal in 500ul PBS resuspendiert und erneut zentrifugiert, um die Zellen

von Enzymresten zu befreien.

3.7 Vitalitatstest

Die Zellzahl und die Vitalitdat der Zellen wurden mittels Trypanblau- Test bestimmt. Das
Zellpellet wurde dafir in 300 ul PBS resuspendiert und 20 pl dieser Suspension zu 20 pl
Trypanblau gegeben.

Durch Auftragen der Losung auf eine Zdhlkammer lie3en sich die Zellkerne unter dem inversen
Lichtmikroskop beurteilen. Trypanblau férbte tote Zellen blau an, da die Kernmembran dann fur
dieses durchlassig wurde. Intakte Zellen blieben jedoch farblos.
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3.8 Epitheliale Zellen

3.8.1 Kultivierung

Auf einer unbeschichteten 6- Well- Platte wurden 7- 8 MOCs/ Well zum Auswachsen
eingesetzt. Nach Hinzufugen des Nahrmediums (AECG- Medium mit Supplement- Mix und
PenStrep) wurden die Platten bei 37°C, 5 % CO,, 100% Luftfeuchtigkeit im Brutschrank
kultiviert.

Der Medienwechsel erfolgte im 2-tdgigen Abstand nach lichtmikroskopischer Kontrolle. Das
erfolgreiche Auswachsen der Epithelzellen war im Mikroskop erkennbar durch einschichtige
Zellinseln, welche um die MOCs herum wuchsen und auf dem Boden der Platte fest verankert
waren. Ein Abldsen und Schwimmen der Zellen sprach fur einen Verlust der Zellkontakte und
ein Absterben der entsprechenden Zelle.

Sobald ein Auswachsen der Zellen erkennbar war, konnten die MOCs abgesammelt werden und
die Zellen blieben zur weiteren Kultivierung auf der Platte.

Die Dauer der Inkubation war abhéngig von der Dichte des Zellrasens. Sie variierte von 13 bis
20 Tagen.

3.8.2 Schadigung epithelialer Zellen

Die Schadigung erfolgte auf der 6- Well- Platte. Pro Kondition wurden 2 Wells genutzt.

Nach Abnahme des Mediums wurden 220ul der Noxe direkt auf die Zellen gegeben. Als
Schédigungssubstanzen wurden artifizieller, sowie humaner Magensaft, jeweils in den pH-
Werten 4,5 und 5,5, aufgetragen.

Artifizieller Magensaft setzte sich dabei zusammen aus 25 ul Pepsin (0,5 mg/ml), 5 ul
Gallensdure- Mix (250 uM) und 470 pl der entsprechenden Salzsdure- PBS- Lésung.

Der humane Magensaft wurde mit 0,AN und 1N HCI auf pH 4,5 bzw. 5,5 titriert und im
Verhaltnis 1:5 mit HCI in dem entsprechenden pH- Wert verdiinnt.

Wihrend der Schédigung wurden die Platten 1 Stunde im Brutschrank inkubiert.

Die Positivkontrolle erfolgte mit 15 mM H,O, fir 5 min. auf Eis.

AnschlieBend wurden die Noxen abgenommen und die Zellen wurden einmalig mit 1xPBS
gespult. Zum Abldsen der Zellen wurden 200ul Trypsin pro Well auf die Zellen gegeben,
welches nach 5 min. mit 30 pl FCS abgestoppt wurde.

Die Zellsuspension wurde bei 800 rpm 10 min. zentrifugiert und der Uberstand verworfen.

Die weitere Verfahrensweise entsprach dem Protokoll der MOC- Versuche nach

Einzelzellgewinnung.
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3.9 Einzelzell- Gelelektrophorese

3.9.1 Beschichtung der Objekttrager

Verwendet wurden mattierte Objekttrager (OT) der GrélRe 24mm x 60 mm. Die erste Schicht
konnte bereits Tage zuvor aufgetragen werden. Die Objekttrager wurden dafiir in 1 %ige, in
Agqua destillata geldste, NMP- Agarose getaucht und auf einer Heizplatte bei 40 °C getrocknet.
Am Versuchstag wurde dann die zweite Schicht aufgetragen. Bei dieser wurden 85 pl 0,6%ige
in PBS geloste NMP- Agarose auf den OT pipettiert und mit einem Deckgléschen verteilt.

Die OT wurden bei 4°C aufbewahrt.

Das Pellet mit den Epithelzellen wurde nun in 200 pl 0,5%ige in PBS geldste LMP- Agarose
aufgenommen und sorgfaltig resuspendiert. 85 pl des Zell- Agarose- Gemischs wurden dann auf
die gekuhlten OT aufgetragen und ebenfalls mit einem Deckglaschen verteilt.

AbschlieBend wurde auf das erstarrte Gel eine vierte Schicht bestehend aus 60 pl 0,5%ige LMP-
Agarose aufgetragen (Abb.4).

A e e e
/ 0,5%ige LMP- Agarose in PBS ;
/ Zellen in 0,5%iger LMP- Agarose in PBS /

1%ige NMP- Agarose in Aqua dest

Abbildung 4: Beschichtung der Objekttrager

3.9.2 Lyse der Zell- und Kernmembran

Damit die DNA in der Elektrophorese frei laufen kann, muss sowohl die Zell- als auch die
Kernmembran lysiert werden.

Zur Lyse wurden die OT fir eine Stunde flach in eine Schale gelegt und vollstandig mit
Lysepuffer bedeckt. Dieser bestand aus einer Lysestammlésung (2,5M NaCl, 10mM Tris,
100mM Na,EDTA, 1% Laurylsarcosinat), 10% DMSO und 1% Triton. Um unerwinschte DNA
Schaden zu vermeiden erfolgten alle VVorgénge bei einer konstanten Temperatur (4°C) und
Dunkelheit.
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3.9.3 Elektrophorese

Im Anschluss wurden die Objekttrager mit gekihltem Elektrophoresepuffer gewaschen und
ohne Zwischenrdume in der Elektrophoresekammer platziert. Zur Alkalidenaturierung der
DNA und Expression verschiedener alkalilabiler Stellen wurden die OT mit vorgekiihltem,
alkalischen Elektrophoresepuffer tiberschichtet und 25 min. auf Eis inkubiert.

Wihrend der Elektrophorese wanderte die negativ geladene DNA zum Pluspol. Dank der Poren
in der Agarose trennten sich die Bruchstiicke der GroRe nach auf. Kleinere Bruchstiicke legten
in einer bestimmten Zeit eine weitere Strecke zuriick als die gréfieren. Chromosomale DNA ist
zu grof3, um als Ganzes im elektrischen Feld zu wandern. Nur geschadigte, bruchstlickhafte
DNA war in der Lage, aus dem Zellkern herauszuwandern

Die Elektrophorese erfolgte fiir 25 min. im Dunkeln auf Eis bei 25V und 300mA. Die
Spannungsstarke lieB sich direkt an der Spannungsquelle einstellen. Durch Variation der Hohe
des Puffers lieB sich die gewiinschte Stromstarke regulieren.

Nach Beendigung der alkalischen Elektrophorese wurden die OT dreimal mit
Neutralisationspuffer (0,4M Tris in Aqua bidestillata bei pH 7,4) Uberschichtet und jeweils 5
min. neutralisiert. Die Neutralisation gewéhrleistet eine Interkalation der DNA mit DNA-
Farbstoffen. Zur Aufbewahrung bis zur Auswertung wurden zwei Methoden verwendet. Zum
einen wurden die OT in einer feuchten Kammer im Kihlschrank gelagert. Die zweite Methode
bestand in der Fixation der OT mit eiskaltem Methanol. Nach 5-miniitiger Uberschichtung
wurden die OT bei Raumtemperatur im Dunkeln getrocknet. Der Vorteil der zweiten Methode
bestand darin, dass man die OT bis zur Auswertung zeitlich unbegrenzt lagern konnte. Ein

Unterschied im Ergebnis war nicht festzustellen.

3.10 Ergebnis- Analyse

3.10.1 Quantifizierung der Ergebnisse

Die Auswertung erfolgte im Institut fir Umwelttoxikologie der MLU- Halle- Wittenberg.

Um die aufgetrennte DNA auswerten zu konnen, wurden die OT mit 0,002%igem
Ethidiumbromid angeférbt. Innerhalb der 15- mindtigen Einwirkzeit interkalierte der Farbstoff
mit den Basen der DNA und diese wurde dann unter dem Fluoreszenzmikroskop (Axioskop,
Filter: Excitation BP546/16, Imission LP590, Beamsplitter FT580, Carl Zeiss, Jena) sichtbar
(Abb.5). Mit Hilfe einer speziellen Software (Comet 5.5, Liverpool, Grof3britannien) lieRen sich

die im elektrischen Feld gewanderten DNA- Fragmente ausmessen.
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Abbildung 5: Comet Assay. Floureszenzmikroskopische Darstellung nach Anfarben mit
Ethidiumbromid.(100fache VergrdRerung) A: intakt DNA nach Inkubation mit PBS
(Negativkontrolle). B: Fragmentierte DNA nach Inkubation mit H202 (Positivkontrolle)

Das Olive- Tail- Moment (OTM) wurde zur Quantifizierung der DNA- Schaden herangezogen
(Olive & Banath, 1993). Es beschreibt den Anteil der fragmentierten DNA, der im
Spannungsfeld gewandert ist und sich nun im Schweif des Kometen befindet. Dieser Wert wird
mit dem Median der Laufstrecke multipliziert (Abb. 6). Pro OT wurden 50 Zellen gemessen und
die Daten in einer Excel- Tabelle (Microsoft Corporation, Redmond, USA) automatisch

gespeichert.

I Dichte der DNA im Kometenschweif |
I OTM | = * | Wanderungsstrecke in der Elektrophorese

| Dichte der DNA im Kometenkopf |

Abbildung 6: Berechnung des Olive Tail Moment (OTM)
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3.10.2 Statistik

Als Grundlage zur statistischen Auswertung dienten die in der Floureszenzmikroskopie
gemessenen OTM.

Mit Hilfe der Programme IBM SPSS Statistics (Version 17) und Microsoft Office Excel (2010)
erfolgten die statistische Auswertung und die graphische Darstellung.

Im Rahmen der Ergebnisdarstellung in Boxplots wurde auf unterschiedliches
Migrationsverhalten der DNA bei verschiedenen Konditionen gepruft. An der Y- Achse wurden
DNA- Migrationen mit dem OTM quantifiziert. Deskriptive Werte wurden lber den Mittelwert,
die Mean Deviation und die Standardabweichung angegeben.

Zur Ergebnisanalyse kam eine ,,mixed- model- calculation* mit wiederholten Messungen an den
verschiedenen Kulturen zum Einsatz, welche mit freundlicher Unterstiitzung durch das Institut
flr Epidemiologie, Biometrie und Informatik durchgefiihrt wurde. Es wurde ein gemischtes
Modell mit wiederholten Messungen erstellt. Um eine Normalverteilung zu erreichen wurden
zur Berechnung logarithmierte Werte genutzt. Fir die Darstellung der Ergebnisse wurden die
exponierten Werte verwendet. Das Konfidenzintervall wurde bei 95% festgelegt. Die
Kontrollgruppe (Positiv- und Negativkontrolle) wurde mittels t- Test statistisch analysiert. Der
Einfluss anamnestischer Daten wie Geschlecht, Alter, Alkohol- und Nikotingenuss, sowie das
Vorhandensein von Allergien wurde mittels Sensitivitdtsanalysen ermittelt.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs
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4 Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit untersuchte in einem in vitro- Modell den Einfluss von Refluxat bzw.
seinen Bestandteilen auf die DNA- Integritat/ -Stabilitdit. Die Quantifizierung dieser
Schédigungen erfolgte mittels Comet Assay. Besonderes Augenmerk wurde auf die Wirkung
von Refluxat bzw. seinen Einzelkomponenten gegentiber pH- Wert- Anderungen gelegt.

4.1 Miniorgane

In Anlehnung an das Versuchsprotokoll von Oertel wurden Mukosaproben nach Entnahme 7
Tage kultiviert und dann mit den zu testenden Noxen bei im Vergleich zum Magensaft
ansteigenden pH- Werten inkubiert (Oertel, 2008). Im Anschluss daran erfolgte die Analyse der
DNA- Schadigung mittels Einzelzellgelelekrophorese.

Im Rahmen der Vitalitatsuntersuchungen wurden die Miniorgankulturen taglich unter dem
inversen Lichtmikroskop kontrolliert. Dabei diente der Zilienschlag als positives Zeichen der
Vitalitat.

Zur Vorbereitung des Comet Assays wurden die Zellen enzymatisch aus ihrem Verband geldst.
Es erfolgte eine Farbung einer kleinen Probe mit Trypanblau und anschlieender Auszéhlung

vitaler und avitaler Zellen. Proben mit einer Vitalitit unter 80% wurden verworfen.

Insgesamt wurden nach Berlicksichtigung oben genannter Vitalitatskriterien 47 Proben
untersucht. Dabei wurden auch anamnestische Daten, wie Geschlecht, Alter, Allergien,
Vorerkrankungen, Nikotin- und Alkoholkonsum mit einbezogen. Die Praparate waren von 15
Frauen und 32 Mannern. Keiner der Patienten hatte in der Vorgeschichte eine maligne

Erkrankung im OADT angegeben.

Mit jeder Versuchsreihe wurden als Standardkontrollen eine Positiv- (H,0,) und eine
Negativkontrolle (PBS) mitgefuhrt. Eine Vorschadigung der Zellen ware durch
tiberdurchschnittlich hohe OTM- Werte bei der Negativkontrolle im Comet Assay aufgefallen.
Eine im Vergleich zum Gesamtdurchschnitt stark abweichende Positivkontrolle hatte Hinweise

auf einen Fehler im Schédigungsprotokoll ergeben.

Mit Hilfe des t- Tests konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den OTM- Werten der
Kontrollgruppen (positiv MDpes= 12,4; 95%KI 11,75-13,08 vs. negativ MDye,=1,67; 95%KI
1,49-1,87) nachgewiesen werden (p<0.001), (Abb. 8).
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Abbildung 8: OTM-Werte in Abhangigkeit vom Zusatz der bei jedem Versuch mitgefiihrten
Positiv- und Negativkontrolle

4.1.1 Artifizieller und humaner Magensaft

Zur Simulation des Refluxgeschehens wurde der Effekt von humanem Magensaft mit dem
Schédigungspotential von Kkiinstlich hergestelltem Magensaft verglichen. Der synthetische
Magensaft bestand aus HCI, Gallensauren- Mix, Trypsin und Pepsin.
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Abbildung 9: Prozentuale Verteilung der pH- Werte humaner Magensaftproben (n=67)

In Anlehnung an das von Oertel erstellte Protokoll wurden die artifiziellen sowie die humanen
Magensaftproben auf die pH- Werte 3,0; 4,5; 5,5 und 6,5 eingestellt. Die in Abb. 9 dargestellten
Verteilungen der pH- Werte in den humanen Magensaftproben veranschaulicht, dass 64% der
untersuchten Proben einen pH < 7,0 zeigen, wahrend 22% alkalische pH- Werte > 7,0
aufweisen. Der durchschnittliche pH- Wert lag mit pH=4,6 (s= 1,27) deutlich im sauren
Bereich. Da Experimente unter einem pH von 3,0 zu einer starken Gewebeschadigung fuhrten,
wurden die von Oertel etablierten pH- Werte beibehalten. Die mittlere Pepsinkonzentration
betrug 0,28 mg/ml (s= 0,62) und die mittlere Gallenséure- Konzentration 118,46 pmol/l (s=
164,64).
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Abbildung 10: Graphische Darstellung der unterschiedlichen Konditionen in der
experimentellen Untersuchung. Mit zunehmendem pH- Wert nimmt die Schadigung der DNA ab,
humaner Magensaft hat das grofite Schadigungspotential (n=6).

Um den Einfluss von humanem Magensaft bzw. artifiziellem Magensaft von der bereits
bekannten PBS- HCI- Schédigung zu differenzieren, wurden als zusatzliche Kontrollen die
MOCs bei den gewdhlten pH- Konditionen ohne weitere Zusédtze inkubiert. Neben der
bekannten Wirkung durch HCI (p< 0,001) lieR sich eine geringfligig erhdhte Anzahl von DNA-
Strangbriichen nach Zugabe von hGJ und BATP messen, wobei das Schédigungspotential von
humanem Magensaft etwas hoher war als das des artifiziellen Magensaftes. Durch Zugabe von
humanem Magensaft stiegen die Mittelwerte der OTM- Werte im Vergleich zum
Nichtvorhandensein von hGJ (MDorw = 5,47; 95%KI 4,7-6,38) bis auf 8,53 (95%KI 6,74-6,38).
Nach Inkubation mit artifiziellem Magensaft zeigte sich ein Anstieg der mittleren OTM- Werte
bis auf 7,91 (95%KI 6,25-10,02) im Vergleich zu keinem BATP- Zusatz (MDow= 5,91; 95%KI
5,07-6,88) (Abb.10).

Im Vergleich zur Probengesamtheit konnte in einer F- Statistik ein signifikanter Einfluss von
humanem und artifiziellem Magensaft nachgewiesen werden (jeweils p<0.001) (Abb.11 und
12).
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Abbildung 11: Boxplotdarstellung der DNA- Fragmentierung. Nach Inkubation der
Mukosafragmente mit humanem Magensaft ist ein signifikanter Anstieg der OTM- Werte
messbar.
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Abbildung 12: Nach Inkubation der Mukosafragmente mit artifiziellem Magensaft (BATP) sind
die OTM- Werte signifikant hoher als ohne BATP.

4.1.2 Salzsaure

Die detaillierte Auswertung nach Inkubation der Mukosafragmente mit PBS- HCI- Lésung
unterschiedlicher pH- Werte (3; 4,5; 5,5; 6,5) zeigte, dass mit niedrigerem pH, die OTM- Werte
zunahmen (Abb. 13). Die mittleren OTM-Werte sanken von 6,01 (95%KI 5,31-6,8) (pH=3) auf
1,67 (95%KI 1,49-1,87) (pH=7,4). Es konnte ein signifikanter Einfluss des pH- Wertes auf die
Entstehung von DNA- Strangbriichen nachgewiesen werden (p<0.001).
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Abbildung 13: Eine Abnahme des pH- Wertes flihrt zu einer Zunahme der DNA- Schadigung.

4.1.3 Pepsin

Zur Testung des Einflusses einzelner Refluxkomponenten wurde den PBS- HCI- Lésungen der
pH- Werte 3; 4,5; 5,5 und 6,5 Pepsin in der Konzentration 500ug/ml (320- 450 units/mg prot)
hinzugefiigt.

Mit sinkendem pH- Wert, nahmen auch hier die OTM- Werte zu, was auf eine erhéhte DNA-
Schadigung im sauren pH- Bereich schlieRen I&sst. Dies ist nicht allein auf die Schadigung
durch pH- Absenkung zuriickzufuhren. In der F- Statistik lieR sich ein signifikanter Einfluss
von Pepsin auf die DNA- Schadigung nachweisen (p= 0,001). Durch Zugabe des aktiven
Pepsins zeigte sich im Mittel eine etwas héhere Schadigung (MDorv = 5,14; 95%KI14,37-6,05 ).
Nach Hitzedenaturierung der proteolytischen Aktivitat zeigte der Vergleich der Mittelwerte
Annaherungen des inaktiven Pepsins (MDory = 4,21; 95%KI1 3,63-4,89) an die reine PBS-HCI-
Schédigung (MDgorm = 3,8; 95%KI1 3,39-4,29; p=0,074). Abb. 14 fasst alle mit Pepsin
durchgefuhrten Experimente zusammen. In Abb. 15 sind die durch Pepsin bedingten

Veranderungen in Abhéngigkeit vom pH- Wert differenziert.
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Abbildung 14: Boxplotdarstellung nach Inaktivierung des Pepsins durch Abkochen.
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Abbildung 15: In der graphischen Darstellung zeigt sich eine Erhéhung der OTM- Werte nach
Inkubation mit aktivem Pepsin im Vergleich zu HCI und inaktivem Pepsin (n=13).
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4.1.4 Pepsinkonzentration

In einer weiteren Versuchsreihe wurde Pepsin in den Konzentrationen 1:1 (500ug/ml), 1:10

(50ug/ml) und 1:100 (5ug/ml) den unterschiedlichen pH- Werten der Lsungen zugegeben.

Dabei zeigte sich bei steigenden pH- Werten ebenfalls eine Abnahme der OTM- Werte
(Abb.16). Vergleicht man die mittleren OTM- Werte in PBS- HCI (MDgorv= 4,01; 95%-KI
3,56-4,52) mit den verschiedenen Verdinnungen (MDgoryvi.c = 4,06; 95%KI 3,49-4,74;
MDotmi10 =4,67; 95%KI 3,97-5,51; MDormi100=4,71; 95%KI 3,99-5,56) konnte in der
statistischen Auswertung kein signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen
Konzentrationen errechnet werden (p=0,074) (Abb.17).

7,00
6,00 T
5,00 T
E 4'00 i -|— _ [ n1:1||
5 | T
O 3,00 - TF m"1:10"
2'00 _ T | "12100"
100 - M negK
0,00 T T T T T
pH 3 pH 4,5 pH 5,5 pH 6,5 neg K
Kondition

Abbildung 16: Pepsin unverdunnt (500ug/ml), nach 10facher (50pg/ml) und 100facher (5pg/ml)
Verdinnung mit Salzsaure (HCI) (n=10.)
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Abbildung 17: Vergleich der OTM- Mittelwerte aufsteigender Pepsin- Konzentrationen.

4.1.5 Gallensauren

Der Einfluss der Gallensdure wurde in zwei verschiedenen experimentellen Ansatzen
untersucht. Es wurde zum einen ein Gallensdure- Mix bestehend aus konjugierten und
unkonjugierten Gallenséuren der PBS- HCI- Ldsung zugefugt. Weiterhin wurde der Effekt von
Glycochenodeoxycholséure als ein Hauptbestandteil des Gallensaftes separat analysiert, da es
Hinweise auf eine kanzerogene Wirkung gibt (Jaiswal et al., 2004).
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Abbildung 18: Vergleich der OTM- Mittelwerte unter unterschiedlichen pH- Bedingungen nach
Zugabe von Gallensauren als Mix, sowie der solitaren Gallensaure Glycochenodeoxycholsaure
(GCDA). Diese lag im Verhaltnis zum in-vivo Vorkommen in deutlich erhdéhter Konzentration
vor (200uM)(n=7).

Auch hier ist ein steigender pH- Wert mit sinkenden OTM- Werten assoziiert (Abb.18). Der
Zusatz von BA bewirkte eine geringfligige Erhohung der OTM- Werte (MDotm=7,24; 95%KI
5,82-9,01) im Vergleich zum Nichtvorhandensein der Gallenséduren (MDgrv= 6,46; 95%KI
5,47-7,62), zeigte aber in der statistischen Auswertung einen geringeren nichtsignifikanten
Einfluss (p=0,068). Mit einer F- Statistik konnte ein signifikanter Einfluss durch Zugabe von
GCDA nachgewiesen werden (p<0.001; MDorv= 8,08; 95%KI1 6,5-10,06) (Abb.19 + 20).
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Abbildung 19: Die Zugabe von Gallensduren als Mix konnte im Vergleich der OTM-
Mittelwerte keine signifikante Veréanderung zeigen.
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Abbildung 20: Das Vorhandensein von Glycochenodeoxycholsdure (GCDA) fuhrt zu einer
statistisch signifikanten Erhéhung der OTM- Werte.

4.1.6 Trypsin

Aufgrund der gewadhlten pH- Konditionen wurde der Einfluss von Trypsin allein nicht
untersucht. Das pH- Optimum der tryptischen Spaltung liegt bei pH 8 und sollte deshalb als
individuelle Noxe hier keine Rolle spielen.

4.2 Epithelzellen

Zum Vergleich der Ergebnisse aus den Versuchen mit Miniorgankulturen wurden Versuche an
ausgewachsenen Epithelzellen durchgefiihrt. Diese waren aus kultivierten MOCs auf
N&hrmedium nach ca. 10-14d ausgewachsen und lichtmikroskopisch auf dem Boden der 6-
Well- Platten als mehr oder weniger dichte Zellschicht erkennbar. Die Epithelzellen wurden
mit humanem Magensaft, artifiziellen Magensaft, Gallensalzen, sowie Pepsin und GCDA in der

Zellkulturschale (adhérent) geschadigt. Bei pH 3 wurde beobachtet, dass viele der adhérenten
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Zellen sich lésten und an der Oberflache der Kulturschale schwammen. Im Vitalitatstest
konnten durch Anfarben mit Trypanblau im Uberstand tote Zellen nachgewiesen werden,
weshalb keine weiteren Experimente bei pH 3 durchgefiihrt wurden. Ebenso wurde auf die
Experimente bei pH 6,5 verzichtet, da nur 3% der humanen Magensaftproben einen pH- Wert
>5 aufwiesen. Die Untersuchungen an Epithelzellen wurden bei pH 4,5 und 5,5 durchgefiihrt.
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Abbildung 21: AusmaB der DNA- Fragmentierung nach Inkubation ausgewachsener
Epithelzellen mit Salzsaure (HCI)/ PBS (n=6), Gallensalz- Mix (n=3), Pepsin (n=3), humanem
(n=3) und artifiziellem Magensaft (n=6).

In Abb. 21 ist der Einfluss der einzelnen Noxen in Abhangigkeit vom pH-Wert dargestellt.
Auch hier war ein erhdhter OTM- Wert im niedrigeren pH- Bereich messbar. Verglichen mit
der Negativkontrolle konnte ein signifikanter Anstieg von DNA- Strangbriichen nach
Inkubation mit BATP (p<0,01, 95%KI 0,25-4,61) gefunden werden. Humaner Magensaft hatte
das hochste Schadigungspotential (ppras<0,015, 95%KI 4,61-6,79), wohingegen Pepsin allein

keinen Einfluss zu haben schien.
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4.3 Spenderspezifische Einfllsse

4.3.1 Geschlecht

Im untersuchten Patientenkollektiv waren 32 (68%) Manner und 15 (32%) Frauen. Unter
Bertcksichtigung aller Daten konnte ein signifikanter Einfluss des Geschlechts auf die Hohe der
OTM- Werte nachgewiesen werden (p=0,012). Frauen weisen einen um das 1.3-fache (95%KI
1,0-1,6) hoheren OTM-Wert als Manner auf (Abb.22). Betrachtet man nur die

Standardkontrollen (neg./pos.), so unterscheiden sich die Mittelwerte nicht signifikant (t-Test).
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Abbildung 22: Boxplotdarstellung der DNA- Fragmentierung gemessen mithilfe des OTM in
Abhéangigkeit vom Geschlecht.
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4.3.2 Alter

Das mittlere Alter der Probanden betrug 42,59 Jahre (s= 15,43). Es wurden 2 Subgruppen
gebildet: 19 Patienten unter 40 Jahre und 28 Personen (ber 40 Jahre.

Jungere Patienten (unter 40 Jahren) weisen einen um das 1.3-fache (95%KI 1.0-1.5) signifikant
(p=0,012) hoheren OTM-Wert als &ltere Patienten auf (Abb. 23).
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Abbildung 23: Boxplotdarstellung der DNA- Fragmentierung gemessen mithilfe des OTM in
Abhéngigkeit vom Alter.
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4.3.3 Allergien

12 (25,5%) Patienten gaben an eine bekannte Allergie zu haben. Dabei konzentrierte man sich
vor allem auf Allergene von Pollen, Tierhaaren und Milben, die auf den Respirationstrakt

einwirken.

Es konnte nur ein geringer, nichtsignifikanter Einfluss von Allergien in der Vorgeschichte
gezeigt werden (p=0,277). Dieser Einfluss zeigt sich in einem um den Faktor 1.1 (95%KI 0,9-
1,4) erhohten OTM-Wert bei Nichtallergikern (Abb. 24).
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Abbildung 24: Boxplotdarstellung der DNA- Fragmentierung gemessen mithilfe des OTM in
Abhéangigkeit von der Allergienanamnese.
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4.3.4 Alkohol

40% der Frauen und 84% der Manner gaben an gelegentlich, aber auch zum Teil regelméafig
Alkohol zu konsumieren. Insgesamt waren 5 weibliche und 9 ménnliche Patienten laut eigenen
Angaben vollstandig abstinent. Es sollte untersucht werden, ob jegliche Form des
Alkoholkonsums die OTM- Werte und damit den Grad der DNA- Schadigung beeinflussen.

Es konnte dabei jedoch kein signifikanter Einfluss festegestellt werden. Patienten mit
Alkoholkonsum wiesen einen um das 1.2-fache (95%KI 0,9-1,5) héheren OTM-Wert auf, als

diejenigen, die nie alkoholische Getranke zu sich nahmen (Abb.25).
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Abbildung 25: Boxplotdarstellung der DNA- Fragmentierung gemessen mithilfe des OTM in
Abhangigkeit vom Alkoholkonsum.
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4.3.5 Nikotin

14 (43,7%) Manner und 5 (33%) Frauen gaben an Nikotin in Form von Zigaretten zu
konsumieren. Dabei variierte die Menge von gelegentlich bis zu einer Schachtel pro Tag. Auch
bei vorgeschadigtem respiratorischem Epithel durch Zigarettenrauch konnte keine signifikante
Erhohung der OTM- Werte nachgewiesen werden. Raucher wiesen einen um das 1.1-fache
(95%K1 0,9-1,3) htheren OTM-Wert als Nichtraucher auf (Abb.26).
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Abbildung 26: Boxplotdarstellung der DNA- Fragmentierung gemessen mithilfe des OTM in
Abhéangigkeit vom Nikotinkonsum.
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5 Diskussion

5.1 Gastroosophagealer Reflux

Es wurde eine Studie durchgefuhrt, in der untersucht wurde, welchen Einfluss Magensaft und
dessen Bestandteile auf die menschliche Nasenschleimhaut haben. Steigt Magensaft aus dem
Magen uber die Speiseréhre in den Nasen- Rachenraum auf, spricht man von nasopharyngealem
Reflux.

Es ist erwiesen, dass Reflux in der Speiserohre Veranderungen der Schleimhaut bis hin zu
Tumorentstehung verursachen kann (Ofman, 2001).

Ahnliches wird es auch fiir das Schleimhautepithel des Nasen- Rachen- Raumes vermutet, wenn
der Magensaft weiter nach oben gelangt. Neben bekannten Risikofaktoren, wie Nikotin und
Alkohol, wird auch laryngopharyngealer Reflux mit der Karzinomentstehung in Verbindung
gebracht. So zeigte sich bei Patienten mit Larynxkarzinomen ein héaufigeres Auftreten von
Reflux im oberen Aerodigestivtrakt (Dagli et al., 2004). Die meisten Untersuchungen berufen
sich dabei allerdings auf die Analyse von Fallserien statt groRer epidemiologischer Studien.
Prospektive beobachtende Langzeitstudien waren hilfreich, um den Zusammenhang von Reflux
und Kopf- Hals- Malignomen zu Gberprifen. In unseren Untersuchungen wurden
Miniorgankulturen bzw. Epithelzellen mit Magensaft und dessen Bestandteilen inkubiert, um
die in- vivo- Refluxsituation zu imitieren. Die Inkubationszeit betrug eine Stunde. Dies
entspricht nicht ganz der in-vivo- Situation, wo bis zu 50 Episoden pro Tag noch als
physiologisch gelten kénnen. Die Untersuchungen von Oertel haben gezeigt, dass wiederholte
Exposition der MOCs nicht zu signifikanten Unterschieden der OTM-Werte als Mal} fur die
genotoxische Wirkung von Reflux fuhrt. Pearson et al. weisen jedoch darauf hin, dass bereits

einzelne Refluxereignisse das respiratorische Epithel schiddigen kdnnen (Pearson et al., 2011).

Ein maBgeblicher Faktor in der Refluxtherapie stellt eine Reduktion der Magensaureproduktion
mittels Protonenpumpeninhibitoren dar (PPI). Dennoch lassen sich unter PPI- Anwendung
weiterhin Pathologien beobachten, was die Frage offen lasst, welche anderen Bestandteile an
der Pathogenese beteiligt sein kdnnten oder ob eine Absenkung des pH- Wertes Uberhaupt als
urséchlich angesehen werden kann (Mertens et al., 2010). Die Bestimmung der pH-Werte der
humanen Magensaftproben zeigte, dass 22% der analysierten Proben einen alkalischen pH-Wert
aufwiesen. Der nichtsaure bzw. schwach alkalische Reflux wird bislang wenig beachtet
(Bashashati et al., 2014, Boeckxstaens und Smout, 2010). Vor diesem Hintergrund sollten

Folgestudien auch das pH-Spektrum > 7 berticksichtigen.
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5.2 Miniorgankulturen

Im Rahmen der Untersuchung von Tumorentstehung werden in in- vitro- Studien meist
Zellkulturen verwendet. Dabei gibt es Hinweise, dass Interaktionen zwischen Epithelzellen und
Stroma entscheidend fiir die Entwicklung von Plattenepithelkarzinomen sind (Underwood et al.,
2010).

Malignome des oberen Aerodigestivtraktes entstehen aus dem Zusammenspiel individueller
Suszeptibilitat und exogener Noxen. Zur Untersuchung dieses Zusammenwirkens in- vitro wird
ein Versuchssystem benétigt, das die Verhdltnisse in- vivo optimal nachbildet und die
kontrollierte Exposition der Zielzellen gegeniiber potenziell sch&digenden Einflissen erlaubt.
Das Modell der Miniorgankulturen humaner nasaler Schleimhaut kann diese Anforderungen
erfillen. Da die Zellen in ihrem organspezifischen Verband verbleiben, kommen die
Versuchsbedingungen dem lebenden Organismus sehr nahe. Untersuchungen zur Permeabilitat
von niedermolekularen Arzneimitteln durch die Arbeitsgruppe um Chemuturi ergaben, dass es
grolRe Unterschiede zwischen der Durchlassigkeit von respiratorischem Epithel in Zellkulturen
und bei Gewebestlicken in Abhéngigkeit von der Substanz gab (Chemuturi et al, 2005).

Der Vergleich von Miniorganen und Epithelzellen zeigte insgesamt ahnliche Ergebnisse nach
Inkubation mit den unterschiedlichen Schéadigungssubstanzen, jedoch waren die OTM- Werte
bei den Epithelzellen héher als bei den MOCs. Aufgrund der geringen Zahl an Experimenten
mit Epithelzellen lassen sich erst nach einer vergleichbaren Anzahl an Experimenten endgliltige
SchlUsse ziehen.

Kleinsasser beschrieb bereits, dass im Vergleich zu Untersuchungen an Einzelzellen das
Schédigungsniveau in Organkulturen etwas niedriger zu sein scheint (Kleinsasser et al., 2001).
Erklarbar ware das zum einen damit, dass im Gewebeverbund der Fremdstoff vorwiegend mit
den &ulReren Zellen des Organs in Verbindung tritt. Weitere Grunde fir die geringere DNA-
Schédigung kdnnten aber auch eine aufrechterhaltene metabolische Kompetenz, welche fiir eine
,Entgiftung* der Fremdstoffe verantwortlich ist, sowie der Informationsaustausch zwischen
Zellen im epithelialen Verband darstellen. Auch Olive und Durand (Olive und Durand, 1994)
vermuteten einen Kontakteffekt als Ursache fir die Resistenz der von ihnen untersuchten
Sphéroidzellen.

Wir waéhlten fur unsere Versuche eine einstiindige Inkubationszeit in Anlehnung an das
etablierte Protokoll (Oertel, 2008). Unmittelbar nach Ende der Inkubationszeit erfolgte die
Auswertung mittels Comet Assay. Andere Arbeitsgruppen weisen darauf hin, dass ein Grofteil
der DNA- Reparaturmechanismen in den ersten 15 min. erfolgte und es damit zu einer
Reduktion der OTM- Werte kam (Schuller, 2008). Die Reparaturfahigkeit der untersuchten
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MOCs wurde von uns nicht analysiert. Die Auswertung direkt im Anschluss an die einstiindige
Inkubationszeit wurde beibehalten, um die Vergleichbarkeit mit vorangegangenen Studien zu
erhalten.

5.3 Comet Assay

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Messung der DNA- Schadigung die Einzelzell-
Gelelektrophorese eingesetzt (Comet Assay). Das Comet Assay ist geeignet, auch kleine
Anderungen in der Empfindlichkeit der Noxen sicher und reproduzierbar zu detektieren. Die
beschriebene Methodik kann zur Bestimmung der Genotoxizitdt von Refluxat auf die
respiratorische Mukosa herangezogen werden. Zur Vermeidung einer Beeinflussung der
Ergebnisse durch zytotoxische Schéden, wurden nur Proben verwendet, die nach Kontrolle
durch den Trypanblautest eine Vitalitat von >80% aufwiesen. Zur Bias- Minimierung wurden
die Experimente alle von der gleichen Person und doppelblind ausgewertet. Pro Objekttrager
wurden 50 Zellen durch den Untersucher manuell ausgewdéhlt. Morphologisch erkennbare
apoptotische und nekrotische Zellen wurden nicht mit in die Auswertung einbezogen
(Brendler-Schwaab et al, 2005). Weiterhin wurden die zu messenden Schweiflangen manuell
eingegeben, so dass sich dabei auch individuelle Unterschiede ergaben. Auch technische
Veranderungen hatten einen Einfluss auf das Messergebnis. So zeigten sich je nach Leuchtkraft
der UV- Lampe am Floureszenzmikroskop gering- bis mittelgradige Schwankungen in der
OTM- Bestimmung.

Bereits geringe Abweichungen in der Methodik fuhrten zu Verdnderungen der absoluten
Messwerte, so dass eine gewisse Erfahrung und Routine seitens des Experimentators notwendig
sind. Trotzdem lassen sich methodische Fehler nicht vollstandig vermeiden, aber zumindest

minimieren.

5.4 Magensaft

In der vorliegenden Arbeit konnte mithilfe des Comet Assay gezeigt werden, dass ein niedriger
pH- Wert eine signifikante Genotoxizitat auf MOCs bewirkt. Das Modell zeigt, dass hohere
Sdurekonzentrationen zu einer signifikanten Steigerung von DNA- Strangbriichen fihren.
Weiterhin konnte eine signifikante Zunahme von DNA- Strangbriichen durch Exposition von
MOCs mit humanem Magensaft gezeigt werden. Der artifizielle Magensaft (BATP) lieferte
einen vergleichbaren, ebenfalls signifikanten Anstieg der OTM-Werte. Aufgrund dieses

Ergebnisses war es moglich Komponenten von BATP separat zu testen.
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Epithelzellen des Respirationstrakts sind primdr gegeniber toxischen Umweltsubstanzen wie
Tabakrauch, Luftschadstoffen und bakteriellen Partikeln exponiert. Im Rahmen von
laryngopharyngealem Reflux geht man davon aus, dass sie auch mit Refluxatbestandteilen in
Kontakt treten konnen. Das respiratorische Epithel stellt nicht nur eine mechanische Barriere
zur  AuBenwelt dar, sondern ist auch wirksamer Vermittler von Immun- und
Entzlindungsreaktionen im Abwehrmechanismus der Atemwege. Die Epithelzellen exprimieren
eine Vielzahl von Zytokinen, die in entziindlichen Atemwegsprozessen eine wichtige Rolle
spielen, wie Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-8 (IL-8) und Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-
stimulierender Faktor (GM-CSF) (Knaapen et al, 2002, Wallner et al, 2005).

Die Produktion von Zytokinen stellt unter anderem einen Anhaltspunkt fur die bestdndige
metabolische Aktivitat dieser Uber einen langeren Zeitraum kultivierten Mukosafragmente dar.
Héufig verlieren in Kultur gehaltene Zellen schon nach wenigen Tagen die Fahigkeit, ihren
Stoffwechsel und eine Bioaktivierung aufrecht zu erhalten. Dies ist meist mit einem Riickgang
der Aktivitat Fremdstoff metabolisierender Enzyme verbunden, wie dem Zytochrom P450 oder

der Glutathion-S-Transferase (Cummings et al., 2000).

5.4.1 Pepsin

Laryngopharyngealer Reflux wird als entscheidender Risikofaktor in der Entstehung von
laryngealen Plattenepithelkarzinomen angenommen. Bei Patienten mit einem Larynx- Karzinom
wurde eine erhdhte Rate an GER detektiert (Dagli et al., 2004). Da nicht nur saurer Reflux
schédigende Eigenschaften aufweist, liegt es nahe einzelne Komponenten des Refluxats zu
untersuchen (Ford, 2005). Pepsin wird ausschlieflich im Magen produziert und ist neben
Salzséure ein essentieller Bestandteil des Magensaftes. Es eignet sich als Marker um
extragsophageale Manifestationen zu detektieren (Mims, 2008).

Bereits Ende der 60er Jahre konnten Goldberg et al. die schadigende Wirkung von Pepsin auf
die 6sophageale Mukosa nachweisen (Goldberg et al., 1969). Im Laufe der Zeit gab es dann
immer wieder Hinweise dafir, dass im Rahmen des laryngopharyngealen Reflux Pepsin bis in
den OADT aufsteigt und dort Lasionen beglnstigt oder gar verursacht. So kann Pepsin einen
Beitrag zur Pathogenese von chronischen Lungenerkrankungen und chronischer Otitis media
bei Kindern leisten (Junqueira und Penna, 2007, Crapko et al., 2007). Samuels und Johnston
zeigten, dass das Enzym im neutralen Milieu an hypopharyngealen Zellen einen deutlichen
Anstieg in der Expression von Genen inflammtorischer Zytokine wie CCL20, CCL26, IL8,
IL1F10, IL1A, IL5, BCL6, CCR6 und CXCL14 induzierte. Diese haben zum Teil einen
bedeutenden Anteil an der Entstehung entzindlicher Erkrankungen im OADT (Samuels und
Johnston, 2009).
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Pepsin gelangt moglicherweise in epitheliale Zellen via Endozytose und verursacht
Veranderungen im Golgi- Apparat und in den Mitochondrien (Saber und Ghanei, 2012).

Wir konnten zeigen, dass aktives Pepsin eine signifikante Erhdhung der OTM- Werte bewirkte
und damit zu einer gesteigerten Zahl von DNA- Strangbriichen fiihrte. Wurde die Konzentration
des Pepsins verringert, liel sich kein signifikanter Einfluss mehr nachweisen. DNA-
Strangbriiche stellen nur eine Form von zellschddigenden Mechanismen dar. Arbeiten von
Johnston ergaben Hinweise darauf, dass Pepsin sowohl in Tumorzellen, als auch in normalen
laryngealen Epithelzellen eine Erhéhung der Zellproliferation verursachte. Pepsin erhohte die
Expression mehrerer Gene, die mit Karzinogenese in Verbindung gebracht werden und zum
Teil in humanen Kopf- Hals- Tumoren erhéht sind (Johnston et al., 2012).

Johnston hat in seiner Arbeitsgruppe aulerdem eine gesteigerte Expression von Stressproteinen
in 6sophagealen und laryngealen Zellproben gemessen, welche zu Zellschaden fuhren kénnen
(Johnston et al., 2006). Folgeuntersuchungen in Zellkulturen kénnten den Metabolismus der

Zytotoxizitat und anderen DNA- schadigenden Mechanismen von Pepsin untersuchen.

5.5 Duodenales Sekret

5.5.1 Trypsin

Als Bestandteil des duodenalen Sekrets und damit mdgliche Komponente des gastroduodenalen
Reflux, ist auch Trypsin als potentielle DNA- schadigende Substanz in Betracht zu ziehen.
Dabei ist noch ungeklart, ob Trypsin selbst oder eine durch das Enzym aktivierte Protease
(Chymotrypsinogen, Proelastase, Carboxypeptidase) als Noxe wirken kénnen. Im Rahmen der
akuten Pankreatitis, welche durch fettreiche Nahrung und/oder Alkoholabusus verursacht
werden kann, kommt es durch Proteinprazipitation in den Pankreasgangen und einer
Permeabilitatssteigerung der Epithelien zu einer Zellschadigung. Dabei ist die vorzeitige oder
gesteigerte autokatalytische Aktivierung von Trypsinogen zu Trypsin maligeblich beteiligt,
welche zum Selbstverdau des Pankreas flhrt (Schmidt und Lang, 2007). In einer Untersuchung
von Adhami am Tiermodell, wurde respiratorisches Epithel des Larynx in-vivo mit
verschiedenen Komponenten des Magensaftes unter sauren Bedingungen bis pH 6 exponiert
und anschlieend visuell und histologisch evaluiert. Nach der Zugabe von Pepsin und
konjugierten Gallenséuren lieBen sich Zeichen der akuten und chronischen Entziindung
nachweisen. Trypsin und weitere duodenale Bestandteile hingegen verursachten keine
laryngealen Pathologien (Adhami et al., 2004). In dieser Studie wurde nicht berticksichtigt, dass
das pH- Optimum des Trypsins bei pH 8 liegt. Auch unsere Versuche blieben auf den sauren

pH- Bereich beschrénkt. Weiterfiihrende Untersuchungen sollten sowohl basische pH- Werte
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einschliel3en, als auch gezielt Trypsin als Einzelkomponente berprifen.

5.5.2 Gallensalze

Wihrend es keinen Zweifel daran gibt, dass gastrodsophagealer saurer Reflux verantwortlich
fiir die Entstehung von Osophagitis und deren Komplikationen ist, bleibt die Rolle duodenaler
Bestandteile (Gallenséduren) in Krankheiten 6sophagealer Mukosa unsicher. Jedoch gibt es
ausreichend Hinweise dafuir, dass sowohl im Bereich der Speiseréhre, als auch im OADT
Gallensalze Pathologien hervorrufen kénnen (Galli et al., 2003). Experimente an humanen
respiratorischen Zellkulturen zeigten dass Chenodeoxycholséure die TGF-B1- Produktion und
die Fibroblasten- Proliferation steigerten. So ergaben sich Hinweise, dass der Eintritt von
Gallenséuren in die Luftwege zu Fibrose fuhren kann (Perng et al., 2007). Weiterhin sind
zytotoxische Effekte wie zum Beispiel die Modulation der Golgi- Membran und Induktion der
Cyclo-Oxygenase-2- Expression bekannt (Jolly et al., 2004, Byrne et al., 2010). An
Osophagealen Zellen konnte bei neutralen pH- Werten durch Einfluss von Deoxycholséure eine
NF-kB- Aktivierung und Induktion der IL- 8- Expression nachgewiesen werden (Jenkins et al.,
2004). Im Gastrointestinaltrakt hat zusatzlich zum sauren Reflux auch der der alkalische Reflux
Potential die dsophageale Schutzbarriere der Mukosa durch Modulation von Tight Junction
Proteinen zu unterbrechen (Chen et al., 2011). Ahnliche Mechanismen wdéren beim

respiratorischen Epithel denkbar.

In der vorliegenden Arbeit konnte durch einen Gallensdauremix aus konjugierten und
unkonjugierten  Gallensduren zwar kein eindeutig signifikantes Schéadigunspotential
nachgewiesen werden, jedoch war das Signifikanzlevel mit p=0,068 grenzwertig und die Anzahl
der Versuche mit n=7 relativ gering. Es wére moglich, dass eine grofere Versuchsanzahl noch
andere Ergebnisse zeigen wiirde. Wie bei allen durchgefiihrten Untersuchungen zeigten sich bei
abnehmenden pH- Werten steigende OTM- Werte, was vor allem auf das Schadigungspotential
der Salzsaure zuriickgefuhrt werden kann. Wir untersuchten nur die pH- Konditionen von 3 bis
6,5. Sowohl stark saure, als auch alkalische Werte wurden nicht betrachtet. pH- Werte unter 3
konnten nicht untersucht werden, da die Zellen dann nekrotisierten und sich vermehrt abldsten.
Eine Abnahme der vitalen Zellen bei sinkendem pH- Wert wurde ebenfalls in Studien von
Sarosi et al. beobachtet (Sarosi et al., 2005). Allerdings fiihrte bei Barrett‘s
Adenokarzinomzellen der abnehmende extrazelluldre pH zu einem sinkendem intrazellularem
pH- Wert. Dieses ging mit einer gesteigerten Proliferation und einer verminderten Apoptose in

den Tumorzellen einher (Souza et al., 2002). Mdglicherweise spielen Gallensduren in stark
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saurem Reflux auch keine Rolle, da sie bei einem pH- Wert unter 4 zunehmend unléslich

werden und prazipitieren (Vaupel, 2008).

Wéhrend der Gallensdure- Mix in einer der in-vivo durchschnittlichen vorkommenden
Konzentration wvon 250uM eingesetzt wurde, untersuchten wir den Einfluss der
Glycochenodeoxycholséure, als einen Hauptbestandteil von Galle, in Anlehnung an
vorbeschriebene Studien, in einer im Vergleich zum Mix deutlich erhdhten Konzentration von
200uM, um mdgliche genotoxische Potentiale zu betrachten (Jolly et al, 2004). Hierbei konnte
eine signifikante Steigerung der OTM- Werte gemessen werden, welche die Vermutungen
bestatigt, dass Gallensalze insgesamt oder aber nur im speziellen DNA- schadigende
Eigenschaften besitzen. Die Konzentrationen der Gallensalze im Magensaft variieren stark.
Doch selbst wenn Gallensalzbestandteile im 6sophagealen Reflux noch messbar sind, ist es gut
moglich, dass bei Eintritt in den Larynx/ Pharynx die Konzentrationen unterhalb der messharen
Grenze sind, aufgrund der starken Verdiunnung durch Speichel und Sekrete des OADT.

Bezliglich der Mechanismen von Gallensdure- induzierter Karzinogenese ist die Studienlage
noch llckenhaft. Viele Untersuchungen zur Genotoxizitdt wurden an Zellen des
Gastrointestinaltrakts durchgefuhrt. Durch Natrium- Deoxycholat im neutralen Milieu
verursachte DNA- Strangbriiche konnten mittels Comet- Assay gemessen werden und kdnnen
damit zur Genese und Progression des Barrett- Osophagus beitragen (Jolly et al., 2004). In einer
Arbeit von Jenkins et al. wurde eine erhohte Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies durch
Gallensalze im neutralen und sauren Bereich an ésophagealen Zellen gemessen. Dies gibt
Hinweise auf die Verursachung oxidativen Stresses und einen Mechanismus der Gallenséuren-
induzierten Genotoxizitat (Jenkins et al., 2007). Unter Einsatz weiterer analytischer Methoden
sollten detailliertere Untersuchungen zum schadigenden Potential von Gallensalzen

durchgefuhrt werden.

5.6 Auswertung anamnestischer Merkmale

Alkohol und Nikotin gelten neben anderen Komponenten als Hauptrisikofaktoren in der
Entstehung von Kopf- Hals- Tumoren. Eine Auswertung der prdoperativ durchgefiihrten
Anamnesebdgen sollte in Zusammenschau mit den experimentell gewonnenen Messwerten
Hinweise darauf geben, ob eine Prédisposition bei bestimmten Patientenmerkmalen erkennbar
ist. Sowohl bei Patienten mit Alkohol-, als auch mit Nikotinkonsum in der Vorgeschichte
konnte nur eine geringflgige Erhohung der OTM- Werte gezeigt werden. Durch die

Auswertung der anamnestischen Daten konnte dargestellt werden, dass mdgliche
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Vorschadigungen durch bekannte Noxen wie Alkohol und Nikotin die Ergebnisse unserer

Messungen nicht beeinflusst haben. Gleiches gilt fur Allergien und das Alter der Patienten.

Der beobachtete signifikante Unterschied zwischen Mannern und Frauen wird nicht signifikant,
wenn man nur die Standardkontrollen vergleicht. Damit kénnten die gefundenen signifikanten
Unterschiede auf die unterschiedlichen Gruppenstarken, das Verhéltnis Mannern zu Frauen lag
bei 2:1, zuruckgefuhrt werden. Arbeiten von Harréus et al. berichteten ebenfalls (iber eine
gesteigerte Empfindlichkeit gegeniiber Noxen und einem damit verbundenen gesteigerten
OTM- Wert bei weiblichen Probanden im Vergleich zu mannlichen (Harréus et al., 1999).

Weiterhin wurden 2 Altersgruppen gebildet und es zeigte sich, dass jungere Patienten (<40
Jahre) signifikant héhere OTM- Werte aufwiesen als die Gruppe der Uber- 40- Jahrigen
(p=0,012). Diese Ergebnisse unterscheiden sich von der Arbeit von Oertel, welche keinen
Einfluss von Alter oder Geschlecht nachweisen konnte (Oertel, 2008). Eine Erklarung fur eine
gesteigerte Anzahl von DNA- Strangbriichen bei jiingeren Patienten kénnte sein, dass dort im
Vergleich zu &lteren Patienten eine gesteigerte Frequenz der Zellteilung bzw. der DNA-
Replikation zu beobachten ist.
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6 Zusammenfassung

Das Auftreten von Neoplasien im oberen Aerodigestivtrakt zeigt weiterhin eine steigende
Tendenz. Neben Hauptrisikofaktoren wie Alkohol- und Tabakkonsum nehmen
Magensaftbestandteile im Rahmen von laryngopharyngealem Reflux (LPR) an Bedeutung zu.
Dies erfordert neben der Ergriindung endogener Ursachen eine genauere Untersuchung
potentiell kanzerogener Substanzen und betroffener Risikogruppen.

Aufbauend auf vorangegangene Studien wurde in der vorliegenden Arbeit mithilfe des MOC-
Modells das genotoxische Potential von Refluxat und seiner Einzelkomponenten analysiert.
Neben dem Uber HCI-vermittelten Einfluss des pH- Wertes gelang es im vorliegenden
Modellsystem, einen signifikanten Einfluss von Pepsin und Gallensalzen auf die DNA-Stabilitat
von Nasenmuschelepithelien nachzuweisen. Damit stellt das gewéhlte Modellsystem eine gute
Alternative zum Tierexperiment dar.

Inshesondere die nachgewiesene Signifikanz des Einflusses von Pepsin und GCDA kénnten
eine Veranderung des bisherigen Therapieregimes vorantreiben, um Reflux- assoziierte
Pathologien unabhéngig vom pH- Wert zu reduzieren.

Die alkalische Einzelzellelektrophorese ist geeignet, um genotoxische Suszeptibilitdt an
humaner respiratorischer Nasenschleimhaut zu untersuchen und so potentiell geféhrdete
Patienten fruhzeitig zu identifizieren. Dadurch konnten PréventivmalRnahmen eingeleitet
werden, die eine mogliche Induktion der Tumorgenese vermeiden.

Weiterfuhrende prospektive klinische Studien sollten das Augenmerk auf Reflux- bedingte
Veranderungen im OADT legen, die durch LPR hervorgerufen werden kdnnen.
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8. Anlagen

8.1 OTM- Mittelwert

Tabelle 6: Mittelwerte der gemessenen OTM- Werte nach Schadigung mit humanem und
artifiziellen Magensaft

posKk [ negk [pH [pH [ pH [ pH | hGl | hG) | hG) [ hGJ | BATP | BATP | BATP | BATP

3 4,5 5,5 6,5 3 4,5 5,5 6,5 3 4,5 5,5 6,5
NM_91 | 12,57 | 1,98 | 4,28 | 3,63 | 296 | 1,86 | 7,54 | 6,62 | 6,44 | 4,19 | 5,72 | 5,72 | 5,75 | 3,51
NM_92 | 11,61 | 0,82 6,28 | 5,79 | 5,00 | 3,20 | 5,65 | 5,51 | 4,09 | 2,06

NM_94 | 10,49 | 1,67 | 3,83 | 2,94 | 3,24 | 1,48 | 498 | 459 | 391 | 2,85 | 499 | 4,08 | 3,99 | 2,79

NM_S5 | 13,15 | 1,25 | 3,81 | 3,37 | 2,82 | 2,21 | 5,47 | 5,18 | 5,21 | 4,31 | 4,04 | 4,16 | 3,54 | 2,35

NM_96 | 12,54 | 1,46 | 4,47 | 4,01 | 3,76 | 1,65 | 6,20 | 543 | 4,45 | 3,23 | 5,50 | 5,49 | 4,06 | 2,69

NM_98 | 11,87 | 1,90 6,18 | 6,21 | 3,57 | 493 | 6,72 | 580 | 530 | 2,93

Tabelle 7: Mittelwerte der gemessenen OTM- Werte nach Schadigung mit Salzsdure und Pepsin

Pat.-ID pos K neg K pH 3 pH 4,5 pH5,5 pH 6,5 pep 3 pep4,5 | pep5,5 | pep6,5
NM_27A | 17,90 3,59 8,53 6,74 7,42 4,83 9,51 9,04 8,35 8,56
NM_29 16,81 1,87 6,68 6,30 6,29 3,79 7,19 7,71 6,71 8,41
NM_30 16,75 1,74 6,59 6,60 6,98 4,17 9,70 11,54 8,14 9,03
NM_31 13,64 2,36 6,28 5,74 4,58 3,84 6,09 7,12 6,09 5,70
NM_33 15,23 2,08 7,74 6,65 6,34 4,84 9,50 8,83 7,99 9,72
NM_34 13,59 1,88 5,06 4,56 3,99 3,47 7,13 7,95 5,58 6,74
NM_36 15,83 2,32 5,69 5,47 4,50 3,05 8,30 8,16 8,41 8,53
NM_37 15,69 2,40 7,61 6,48 5,41 5,65 10,25 7,91 7,56 9,49
NM_38 12,06 | 2,08 3,61 3,88 3,58 2,84 6,49 4,74 4,91 2,77
NM_39 13,38 2,34 6,05 5,05 4,79 3,33 8,76 8,02 7,34 7,31
NM_42 12,37 1,65 4,41 4,95 2,20 2,67 5,99 5,63 5,08 3,44
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Tabelle 8: Mittelwerte der gemessenen OTM- Werte nach Schadigung mit Salzsaure, aktivem
und hitzeinaktiviertem Pepsin

posK | neg | pH pH pH pH pep | pep | pep | pep | inakt | inakt | inakt | inakt
K 3 4,5 5,5 6,5 3 4,5 5,5 6,5 3 4,5 5,5 6,5

NM_46 | 12,48 | 1,52 7,56 | 6,39 | 2,01 | 2,29 | 295 | 3,09 | 2,78 | 1,90
NM_49 | 10,82 | 1,23 551 (3,18 | 2,88 | 1,50 | 3,58 | 3,05 | 1,81 | 1,11
NM_43 | 14,34 | 2,21 6,21 | 5,71 | 3,33 | 3,01 | 5,74 | 474 | 3,82 | 2,12
NM_44 | 12,12 | 2,04 7,49 | 6,18 | 4,77 | 2,26 | 693 | 4,15 | 3,87 | 3,04
NM_45 | 12,01 | 1,48 505 | 397|285 | 157 | 49 | 435 | 256 | 3,33
NM_47 | 13,22 | 1,14 6,36 | 525 | 3,87 | 1,73 | 406 | 3,76 | 2,21 | 2,36
NM_50 | 13,08 | 2,24 6,50 | 6,44 | 3,39 | 2,97 | 5,36 | 525 | 2,66 | 2,45
NM_51 | 12,24 | 2,28 7,42 | 5,58 | 3,80 | 4,03 | 5,57 | 424 | 3,36 | 2,31
NM_53 | 15,00 | 2,28 858 | 7,21 | 633 | 1,97 | 407 | 508 | 460 | 2,76
NM_83 | 10,86 | 1,13 | 4,32 | 4,90 | 3,42 | 2,24 | 6,86 | 5,51 | 3,65 | 3,08 | 539 | 481 | 3,14 | 2,32
NMm_82 | 13,52 | 3,08 | 5,28 | 4,62 | 3,86 | 1,52 | 6,15 | 5,26 | 4,58 | 2,91 | 532 | 473 | 434 | 2,86
NM_81 | 13,91 | 2,48 | 5,04 | 3,00 | 3,43 | 2,55 | 593 | 6,75 | 491 | 2,80 | 519 | 429 | 3,07 | 2,77
NM_80 | 12,60 | 2,17 | 5,10 | 4,70 | 2,05 | 193 | 7,72 | 6,21 | 3,29 | 2,28 | 5,69 | 510 | 3,03 | 1,64

Tabelle 9:Mittelwerte der gemessenen OTM- Werte nach Schadigung mit Salzsaure, Gallensalz-
Mix und Glycochenodeoxycholsaure

Pat-ID | posK | neg | pH |pH |pH |pH |BA |BA [BA | BA | GCDA | GCDA | GCDA | GCDA
K 3 45 |55 |65 |3 45 |55 |65 |3 45 5,5 6,5
NM_84 | 10,92 | 1,94 | 4,55 | 3,53 | 1,83 | 1,50 | 4,89 | 3,03 | 2,22 | 3,08 | 6,02 | 6,13 | 6,18 | 2,89

NM_87 | 11,45 | 1,69 | 5,14 | 2,61 | 3,16 | 2,57 | 5,20 | 4,54 | 2,20 | 2,98 | 5,62 4,88 3,82 3,55
NM_85 | 13,90 | 1,42 | 5,59 | 4,51 | 3,74 | 2,58 | 5,68 | 5,65 | 4,82 | 1,81 | 6,33 4,09 5,09 3,76
NM_86 | 13,67 | 1,67 | 4,90 | 4,54 | 3,54 | 2,97 | 6,93 | 4,64 | 3,39 | 3,14 | 5,00 5,77 3,68 3,57
NM_88 | 10,75 | 1,37 | 4,85 | 3,78 | 3,78 | 3,65 | 6,18 | 4,32 | 3,19 | 3,24 | 5,88 5,93 6,06 5,97
NM_89 | 9,23 1,36 | 400 | 2,44 | 2,35 | 1,87 | 4,12 | 3,62 | 3,31 | 2,19 | 4,54 3,65 3,78 1,45
NM_90 | 11,94 | 1,99 | 4,20 | 3,08 | 2,32 | 1,53 | 4,71 | 4,93 | 3,44 | 1,54 | 5,22 5,33 4,61 4,14

Tabelle 10: Mittelwerte der gemessenen OTM- Werte nach Schadigung ausgewachsener
Epithelzellen mit Salzsaure, Gallensalz- Mix, Pepsin, humanem und artifiziellem Magensaft

pos K negK Ph4,5 | pH BA BA Pep Pep MS MS MS MS
5,5 4,5 5,5 45 5,5 art4,5 | art hum hum
5,5 4,5 5,5
EpC3 1,84 3,06 2,67 7,17 4,40 5,11 2,73 4,54 5,75
EpC4 1,64 2,23 2,64 3,36 4,02 2,63 1,99
1,67 2,98 3,25 3,81 1,79
EpC5 2,19 5,39 3,26 3,28 3,50
EpC6 | 6,64 6,52 5,08
5,91 5,80 4,27
EpC7 | 13,05 | 1,45 4,41 2,90 4,58 4,09 6,01 5,68
2,40 3,93 2,76 4,58 5,54 5,06 4,75
EpC8 | 14,89 | 1,97 4,60 7,00
EpC9 | 12,80 | 2,61 6,69
3,23

63




8.2 Konfidenzintervalle der Messwerte

Tabelle 11: Mittelwerte, Standardfehler und Konfidenzintervall der OTM- Werte der Positiv-
und Negativkontrollen

Kontrollen N Mittelwert | Standardfehler 95%KI

OTM  pos 47 1,67 1,060 1,49-1,87
neg 47 12,40 1,03 11,75-13,08

Tabelle 12: Mittelwerte und Konfidenzintervalle der gemessenen OTM nach Schadigung mit

humanem Magensaft

Konfidenzintervall 95%

hGJ Mittelwert | Untergrenze | Obergrenze
kein hGJ 5,47 4,7 6,38
hGJ 8,53 6,74 10,81

Tabelle 13: Mittelwerte und Konfidenzintervalle der gemessenen OTM nach Schadigung mit

artifiziellem Magensaft

Konfidenzintervall 95%

BATP Mittelwert | Untergrenze | Obergrenze
kein BATP 591 5,07 6,88
BATP 7,91 6,25 10,02
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Tabelle 14: Mittelwerte und Konfidenzintervalle der gemessenen OTM nach Schadigung mit

Salzsaure unterschiedlicher pH- Werte

Konfidenzintervall 95%
pH Mittelwert | Untergrenze | Obergrenze
pH 3 6,01 5,31 6,8
pH 4.5 5,15 4,55 5,82
pH 5.5 3,94 3,48 4,45
pH 6.5 2,95 2,61 3,34

Tabelle 15: Mittelwerte und Konfidenzintervalle der gemessenen OTM nach Schadigung mit

aktivem und inaktivem Pepsin

Konfidenzintervall 95%
Pepsin Aktivitat Mittelwert | Untergrenze | Obergrenze
Kein Pepsin 3,81 3,39 4,29
hitzeinaktiviert 4,21 3,63 4,89
aktiv 5,14 4,37 6,05

Tabelle 16: Mittelwerte und Konfidenzintervalle der gemessenen OTM nach Schadigung mit
unterschiedlichen Pepsinkonzentrationen

Pepsin Konfidenzintervall 95%
Konzentration | Mittelwert [ Untergrenze Obergrenze
Kein Pepsin 4,01 3,56 4,52
1:100 4,71 3,99 5,56
1:10 4,67 3,97 5,51
1 4,06 3,49 4,74
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Tabelle 17: Mittelwerte und Konfidenzintervalle der gemessenen OTM nach Schadigung mit

Gallensauremix (BA)

Konfidenzintervall 95%

BA Mittelwert | Untergrenze | Obergrenze
Keine BA 6,46 5,47 7,62
BA 7,24 5,82 9,01

Tabelle 18: Mittelwerte und Konfidenzintervalle der gemessenen OTM nach Schadigung mit
Glycochenodeoxycholsaure

Konfidenzintervall 95%
GCDA Mittelwert | Untergrenze | Obergrenze
kein
5,78 4,89 6,82
GCDA
GCDA 8,08 6,5 10,06

Tabelle 19: Mittelwerte und Konfidenzintervalle nach Analyse der OTM- Werte in Abhangigkeit
vom Geschlecht

Konfidenzintervall 95%

Geschlecht Mittelwert Untergrenze Obergrenze
mannlich 3,9 3,3 4,6
weiblich 5,33 4,37 6,51

Tabelle 20: Mittelwerte und Konfidenzintervalle nach Analyse der OTM- Werte in Abh&angigkeit

vom Alter
Konfidenzintervall 95%
Alter Mittelwert Untergrenze Obergrenze
<40 J. 5,2 4,33 6,26
>=40J. 3,99 341 4,68




Tabelle 21: Mittelwerte und Konfidenzintervalle nach Analyse der OTM- Werte in Abhangigkeit
von der Allergieanamnese

Konfidenzintervall 95%
Allergien Mittelwert Untergrenze Obergrenze
Allergien 4,38 3,54 5,43
keine Allergien 4,74 4,14 5,44

Tabelle 22: Mittelwerte und Konfidenzintervalle nach Analyse der OTM- Werte in Abhangigkeit
vom Nikotinkonsum

Konfidenzintervall 95%

Nikotin Mittelwert Untergrenze Obergrenze
Raucher 4,79 4,01 5,73
Nichtraucher 4,34 3,71 5,07

Tabelle 23: Mittelwerte und Konfidenzintervalle nach Analyse der OTM- Werte in Abhangigkeit
vom Alkoholkonsum

Konfidenzintervall 95%

Alkohol Mittelwert [ Untergrenze Obergrenze
Alkoholkonsum 4,91 4,16 5,8
kein Alkoholkonsum 4,23 3,46 5,18

Tabelle 24: Mittelwerte und Konfidenzintervalle nach Analyse der OTM- Werte nach Inkubation
der Epithelzellen mit verschiedenen Noxen

95%-Konfidenzintervall
OTM Variable Mittelwert Untergrenze Obergrenze
Neg K. 1,89 1,19 2,58
BATP 5,17 0,25 4,62
hGJ 5,70 4,61 6,79
Pepsin 3,00 1,97 4,04

67



9. Thesen

1. Reflux kann als Kanzerogen oder Co- Kanzerogen zur Malignomentstehung im oberen
Aerodigestivtrakt beitragen.

2. Humaner und artifizieller Magensaft fuhren zu einem Anstieg von DNA-Schadigung.

3. Einzelkomponenten des Magensaftes filhren zu Schaden der DNA.

4. Miniorgankulturen stellen ein geeignetes Modell dar, um Zellen im Gewebeverband, in
Anlehnung an die in-vivo- Situation zu untersuchen.

5. Das Comet- Assay ist eine geeignete Methode zur Quantifizierung von DNA-
Strangbriichen, gemessen als Olive- Tail- Moments.

6. Standardisierte Durchfuhrungs- und Auswertungsbedingungen im Versuchsablauf
flihren zu einer gesteigerten Reproduzierbarkeit der Ergebnisse.

7. Mit Abnahme des pH- Wertes steigt die Anzahl der DNA- Strangbriiche.

8. Pepsin und Gallensalze haben potentiell genotoxische Eigenschaften.

9. Spenderspezifische Vorbedingungen haben einen Einfluss auf das Ausmal} der DNA-
Schaden.

10. Experimente mit primdren Epithelzellen bestétigen die an Miniorgankulturen
gemessenen Ergebnisse.
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