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Referat

Einleitung: Ein Zusammenhang zwischen pharyngo-laryngealem Reflux und der
Tumorentstehung im oberen Aerodigestivtrakt wird in der Literatur zwar postuliert, ein
Beweis konnte bisher allerdings nicht erbracht werden. In der vorliegenden Arbeit wurde
iiberpriift, ob Miniorgankulturen humaner nasaler Schleimhaut zur Untersuchung des
Einflusses von pH-Wert-Erniedrigungen auf die DNA-Stabilitit herangezogen werden
konnen und ob pH-Wert-Absenkungen des extrazelluliren Milieus Schidden an der
Erbsubstanz in Form von Einzelstrangbriichen hervorrufen konnen. Diese sollten mit Hilfe

des Comet-Assays nachgewiesen werden.

Material und Methoden: Mukosa von 18 Patienten wurde in Form von Miniorganen
kultiviert und zwei verschiedenen Versuchsprotokollen unterzogen. In der ersten
Versuchsreihe erfolgte eine einfache Schddigung am siebenten Kulturtag. In der zweiten
wurde die Schleimhaut nach siebentégiger Kultur im Abstand von zwei Tagen (Tage 7, 9
und 11) kumulativ mit acht verschiedenen pH-Werten geschidigt. Zu jedem Experiment
wurden eine Positiv- und eine Negativkontrolle mitgefiihrt. Die erwartete genotoxische

Wirkung der sauren Losungen wurde mittels Comet-Assay quantifiziert.

Ergebnisse: Die Untersuchungen haben ein geringes genotoxisches Potential von
Salzsdure unterschiedlicher Konzentrationen gegeniiber menschlichen Nasenschleimhaut-
epithelzellen offenbart. Die schddigende Wirkung auf das Erbgut scheint von der
Protonenkonzentration weitgehend unabhéngig. Die Abhdngigkeit der Ergebnisse von
vorbestehenden mukosalen Schiden durch das Einwirken von Noxen auf die in situ
befindliche Schleimhaut konnte fiir Alkohol und Allergien, nicht aber fiir Tabakrauch, in
den vorliegenden Ergebnissen bestitigt werden. Geschlecht und Alter der Spender

beeinflussten die Ergebnisse nicht.

Diskussion und Implikation: Miniorgankulturen humaner nasaler Mukosa kommen durch

thren intakten Zellverband der in vivo Situation sehr nahe. Die Mdglichkeit der
wiederholten Schiadigung, ldsst diese Art der Kultivierung ideal erscheinen. Der Einsatz
des Comet-Assay ist durch seine Sensitivitidt gegeniiber Erbgutschidden, die in einzelnen
Zellen untersucht werden konnen, sehr effizient. Durch die Wahl eines geeigneten
Patientenkollektivs und die Optimierung der Versuchsanordnung, konnten Reliabilitdt und
Validitét der Versuche erhoht werden.

Oertel, Katrin: Testung des Einflusses unterschiedlicher pH-Bedingungen auf die DNA-
Stabilitit anhand von Miniorgankulturen / Etablierung eines Modells

Halle, Univ. Med. Fak., Diss., 64 Seiten, 2007
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Tumorentstehung

Krebs ist zur Zeit die zweit hdufigste Todesursache nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen. Da
die Mortalitdit dieser Krankheiten allerdings stirker abnimmt als die der
Krebserkrankungen, wird bei gleich bleibender Entwicklung, nach Berechnungen des
Deutschen Krebsforschungszentrums, bald Krebs an erster Stelle der Todesursachen-
statistik stehen [dkfz]. Die Tumoren des oberen Aerodigestivtraktes machen nur einen
kleinen Prozentsatz aller Tumoren aus. Allerdings wird seit den 30er Jahren ein steter
Anstieg dieser prognostisch ungiinstigen Erkrankungen verzeichnet. Die gute lymphatische
Versorgung des Kopf-Hals-Bereiches, zum Beispiel durch den Waldayr-Rachen-Ring und
die zahlreichen Halslymphknotenstationen, gewdhrleisten eine sehr rasche Tumor-
ausbreitung. Dies fiihrt unter anderem dazu, dass iiber 80% dieser Erkrankungen erst in
spaten Stadien erkannt werden [Bocker W et al., 2004].

Die Tumorentstehung ist ein multifaktorielles Geschehen. Tumorzellen weisen
Verdanderungen in ihrem Chromosomenbestand auf, die durch somatische Mutationen
entstanden sind. Zur Transformation einer normalen Zelle in eine maligne reicht eine
Mutation nicht aus. Vielmehr miissen mehrere genetische Verdnderungen zusammen-
treffen. Diese Verdnderungen finden in Schliisselgenen statt, die Signaltransduktion und
Wachstumsregulation beeinflussen. Durch Mutation von Protoonkogenen kdnnen
Onkogene entstehen, die sich der normalen Regulation entziehen und, ohne dass exogene
Wachstumssignale vorhanden sind, zu ungehemmter Proliferation fithren. Wachstums-
hemmende Signale werden in gesunden Zellen von Tumor-Supressor-Genen iibermittelt.
Sind sie inaktiviert, fiihrt dies zum Verlust der Gegenregulation und somit zu
Wachstumsstimulation [Petrides PE, 1998] [Schmid KW, Thomas C, Biittner R, 2001]
[Triimper L, Pfreundschuh M, 2000]. Durch strukturelle Chromosomenabberationen, wie
Translokation, Deletion, Inversion, Duplikation, koénnen Gene neu kombiniert werden und
so die Zelle zu expansivem Wachstum anregen. Bereits 1917 beschrieb Theodor Boveri
(1862-1915) in seiner ,Hypothese der Chromosomeninstabilitit, ,,zur Frage der
Entstehung maligner Tumoren, [...] einen bestimmten, unrichtig kombinierten

Chromosomenbestand. Dieser ist die Ursache fiir die Wucherungstendenz, die auf alle
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Abkommlinge der Urzelle [...] iibergeht [biozentrum.uni-wuerzburg]. Heute ist die
Instabilitdt des Genoms als eine tumorspezifische Eigenschaft bekannt. Eine Reihe von
Erkrankungen mit Chromosomeninstabilitit sind mit einer erhohten Mutationsrate
assoziiert (Bloom-Syndrom, Ataxia-teleangiectasia, Fankoni Andmie, Xeroderma

pigmentosum) [Murken J, Cleve H, 1996].

Im Laufe eines Menschenlebens kommt es zu zirka 10'® Zellteilungen. Die
Héufigkeit von Spontanmutationen liegt dabei bei ungefihr 10° pro Gen und Zellteilung.
Somit kann man eine durchschnittliche Rate an Genmutationen im Lauf des Lebens von
10" berechnen, die auch fiir Tumorsuppressorgene und Protoonkogene gilt [Schmid KW,
Thomas C, Biittner R, 2001]. Reparaturmechanismen sorgen dafiir, dass latent vorhandene
DNA-Schidden stindig beseitigt werden. Durch Schidigung bzw. Alterung der
Reparaturmechanismen (DNA-Reparatur, Zellzyklusregulation, Apoptose, Biotrans-
formation, Immunsystem) ist eine maligne Entartung wahrscheinlich. Eine Schadigung
kann beispielsweise durch den Konzentrationsanstieg bzw. eine verldngerte
Expositionszeit exogener Noxen entstehen. Es gilt als gesichert, dass Kanzerogene die
genetische Information der Wirtszelle verdndern konnen [Mc Cann J, Ames BN, 1976].
Diese Verdnderungen konnen sowohl die genetische als auch die epigenetische Ebene
betreffen. Auf genetischer Ebene kommt es zur irreversiblen Mutation des sogenannten
Wildtyp (wt) Gens. Die theoretisch reversiblen epigenetischen Schiden fiihren
beispielsweise durch Methylierung der Schliisselgene zur Abschaltung eines bestimmten
Signaltransduktions-weges. Die funktionelle Zellstabilitdt (Zellproliferation und
-differenzierung) wird gestort und somit die Rate von Mutationen erhoht [Schmid KW,
Thomas C, Biittner R, 2001]. Durch noch nicht ausreichend gekldarte Mechanismen
entzichen sich die mutierten Zellen der Zerstorung durch das Immunsystem. Interessant ist,

welche Faktoren direkt oder indirekt zur Kanzerogenese beitragen.

1.2 Risikofaktoren

Karl Heinrich Bauer (1890-1978), einer der Mitbegriinder des Deutschen-Krebs-
Forschungszentrums 1968, stellte 1928 in seiner ersten umfassenden Krebstheorie, die
somatische Mutationstheorie der Krebsentstehung auf. Danach sind Kanzerogene
Mutagene, die die genetische Information der Wirtszelle dandern [klinikum.uni-heidelberg]
[Petrides PE, 1998].

Besonders die Entstehung von Tumoren des oberen Aerodigestivtraktes ist durch dessen


http://www.biozentrum.uni-wuerzburg.de/
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Lage stark an die Exposition gegeniiber kanzerogenen Stoffen gekoppelt. Die Mukosa
kann leicht von Schadstoffen alteriert werden. Fiir Plattenepithelkarzinome des oberen
Aerodigetivtraktes konnen eine Reihe extrinsischer und intrinsischer Risikofaktoren
genannt werden, die die Schleimhaut entweder direkt schadigen oder diese fiir chemische
und / oder biologische Kanzerogene empfinglicher machen [Smith CJ, 1989]. Als
gesicherte Risikofaktoren fiir orale Plattenepithelkarzinome [Iro H et.al., 2000] gelten zum
Beispiel:

- Tabakrauch

- Alkohol

- Umweltschadstoffe

- Arbeitsplatznoxen

- bestimmte Viruserkrankungen (HPV)

Dariiber hinaus stellt mangelnde Mundhygiene einen Risikofaktor fiir die Entstehung
oraler Karzinome dar [Maier H et al., 1994] [Schmid KW, Thomas C, Biittner R, 2001]
[Zilker TH, 1998]. Der Einfluss von pharyngolaryngealem Reflux auf die Kanzerogenese
im OADT ist noch nicht ausreichend geklért. Es wird aber ein kanzerogener Einfluss auf
die Zellen der Schleimhaut in Pharynx und Larynx vermutet [Dagli S et al., 2004] [Galli J,
2002] [Lewin JS et al., 2003]. In retrospektiven Studien konnte ein Zusammenhang der
Refluxhdufigkeit von der Tumorinzidenz im Naso-/Oropharynx und Larynx gezeigt
werden [Raj A, Jankowski J, 2004]. Denkbar ist sowohl eine direkte Schiadigung, als auch
eine indirekte Schiddigung durch Erhohung der Empfindlichkeit gegeniiber anderen
kanzerogenen Noxen. Moglicherweise spielt die Induktion von Enzymen, wie zum
Beispiel der Cyclooxygenase-2 (COX2) durch chronische Entziindungsreize im Rahmen
der Karzinogenese eine Rolle. Belegt ist eine pathogene Bedeutung sauren Refluxats fiir
den Barrett-Osophagus, der bei ungefihr 10% der Menschen mit saurem Reflux auftritt.
Davon ausgehend entwickelt circa 1% ein Osophaguskarzinom, das ist 30- bis 125- mal so
viel wie in der Gesamtbevolkerung [Altorki NK, Oliviera S, Schrump DS, 1997]. Analog

zu diesem Mechanismus ist die Tumorentstehung im oberen Aerodigestivtrakt denkbar.

1.3 Experimentelle Ansiitze zur Untersuchung der Tumorentstehung

1.3.1 Kanzerogenititstests

Der Einfluss von Schadstoffen auf die genetische Stabilitdt kann im Tierversuch bzw. in

verschiedenen Testsystemen untersucht werden. Es sind zahlreiche Methoden entwickelt
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worden, um genetische Verdnderungen auf verschiedenen Ebenen zu detektieren. Zum
Beispiel sind der Ames-Test und der Mikrokerntest etablierte genotoxikologische
Priifverfahren mit reproduzierbarem Aussagewert, die gelegentlich kombiniert unter
verschiedenen Gesichtspunkten angewandt werden. Da beim Ames-Test die Mutationen im
Bakteriengenom induziert werden, ist die Aussagekraft bezogen auf den Menschen eher
gering. Der Nachteil des Mikrokerntests liegt darin, dass er nur Erbgutschiden, die zu
Fragmentbildungen fiihren, detektiert [Shin DM, Hittelman WN, Hong WK, 1994] [Van
Schooten FJ et. al., 2002].

Andere Testsysteme die DNA-Schdden nachweisen, nutzen Verdnderungen der Laufeigen-
schaften der mutierten Genabschnitte unter unterschiedlichen Elektrophoresebedingungen.

Dazu gehdren:

- der Restriktionsfragment-Léngenpolymorphismus

- der Single Strand Conformation Polymorphismus

- die denaturierende Gradientengelelektrophorese

- die Temporal Temperature Gradient Electrophoresis
- die Heteroduplexanalyse

- die enzymatische Spaltung von Fehlpaarungen

und der Protein Truncation Test

[Miihlhardt C, 1999]. Da Tumoren aus nur einer einzigen mutierten Zelle hervorgehen
konnen, ist ein Testsystem, mit dem genetische Schiden an Einzelzellen detektiert und
quantifiziert werden konnen, sinnvoll. Der Comet-Assay stellt eine Alternative zu den

oben genannten Methoden dar.

1.3.2 Einzelzell-Gel-Elektrophorese (Comet-Assay)

Der Comet-Assay ist eine sehr sensitive Technik zur Bestimmung der Genotoxizitdt. Er
wurde 1984 von Ostling und Johansen [Ostling O, Johansen KJ, 1984] als neutraler
Comet-Assay das erste Mal beschrieben und 1988 von Singh et al. [Singh et al. 1988] zum
alkalischen Comet-Assay modifiziert. Das Prinzip besteht darin, Zellen in Agarose auf
einem Objekttrager einzubetten und deren aufgeknduelte DNA, sowie die DNA-Helix
durch Lyse der Zell- und Kernmembran zu liberieren und in der Elektrophorese

aufzutrennen. Nach Farben mit einem Fluoreszenzfarbstoff konnen die so entstandenen
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Kometen unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgemessen werden. Intakte DNA stellt sich
als kreisrunder fluoreszierender Ball dar. Durch die Migration von DNA-Bruchstiicken
kommt es zu einem kometendhnlichen Bild. Diese DNA-Bruchstiicke befinden sich im
Kometenschweif, den Kometenkopf bildet die Kernmatrix. Da die DNA-Molekiile negativ
geladen sind, wandern sie in der Elektrophorese zur Anode. Je frakturierter die DNA, das
heifit je kleiner die Bruchstiicke, desto weiter wandern sie im elektrischen Feld und desto
langer ist der Kometenschweif. Dabei korreliert der Gehalt an migrierter DNA mit dem
Erbgutschaden [Singh et al. 1988]. Als quantitatives Mal fiir die DNA-Schiadigung wird
hiufig der Olive-Tail-Moment (OTM) benutzt. Dieser setzt sich zusammen aus der Dichte
der DNA im Kometenschweif, im Verhéltnis zu der Dichte der DNA im Kometenkopf,

multipliziert mit der Wanderungsstrecke in der Elektrophorese

p (DNA Kometenschweif)
OTM= » Wanderungsstrecke in der Elektrophorese

P (DNA Kometenkopf)

[Olive PL et al., 1990] [Olive PL et al., 1992] [Muller WU et al., 1994]. Mit dem neutralen
Comet-Assay konnen Doppelstrangbriiche dargestellt werden. Durch die Aufwindung der
DNA im alkalischen Milieu kénnen im alkalischen Comet-Assay zusétzlich Einzelstrang-
briiche und Alkali-labile Stellen, DNA-DNA- und DNA-Protein-Cross-links sichtbar
gemacht werden. Bestimmte Schiddigungstypen konnen in der Immunfluoreszenz mit
lasionsspezifischen Antikdrpern markiert werden. In Kombination mit dem FISH kdnnen

gezielt bestimmte Genabschnitte mit DNA-Sonden gekennzeichnet werden [Sauvaigo S et

al., 1998] [Harréus UA et al., 2004].

Der Comet-Assay kann mit allen beliebigen Zellen durchgefiihrt werden. Es gentigt
eine kleine Menge Versuchsmaterial. Er dient zum Nachweis einer Schidigung von
Einzelzellen [Brendler-Schwaab S et al., 2005] [Martino-Roth MG et al., 2003]. AuB3er fiir
humane, wurde die Einzelzellgelelektrophorese schon fiir Zellen der unterschiedlichsten
Spezies eingesetzt [Cotelle S, Férard JF, 1999]. Bei den Arbeitsgruppen Ihbe und
Kleinsasser kam sie erstmals auch bei Organkulturen zur Anwendung [Ihbe JB, 2004]

[Kleinsasser NH et al., 2001].
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1.3.3 Miniorgankulturen

Untersuchungen zur Genotoxizitdt im Zellverband haben gegeniiber solcher mit Hilfe von
Einzelzellkulturen entscheidende Vorteile. Isolierte Zellen haben, im Vergleich zu
intaktem Gewebe eine verdnderte metabolische Kompetenz, eine herabgesetzte
Reparaturfihigkeit und eine eventuell verdnderte Empfindlichkeit der DNA [Teissier E et
al., 1998]. Humane Lymphozyten wurden oft stellvertretend fiir die Vorginge am
eigentlichen Wirkort verwendet [Rajaee-Behbahani N et al., 1999]. Die Aussagekraft der
Mutagensensitivitdt ubiquitdr im Korper vorhandener peripherer Zellen hat sich jedoch als
ungeniigend gegeniiber den Vorgidngen am Entstehungsort maligner Schleimhauttumoren
herausgestellt [Kleinsasser NH et al., 2000]. Da die mutagenen Eigenschaften der meisten
Xenobiotika erst nach repetetivem oder chronischem Einwirken relevant werden, ist ein
Testsystem, das eine wiederholte Schidigung zuldsst, wiinschenswert [Kleinsasser NH et
al., 2004].

Miniorgankulturen stellen ein Modellsystem dar, humane Zellen relativ lebensnah
in ithrem Zellverband standardisiert in vitro zu untersuchen. Sie konnen aus Geweben des
OADT kultiviert werden und wurden erstmals von Steinsvag et al. [Steinsvag SK et al.,

1991] fiir adenoides Gewebe beschrieben.

Miniorgane sind mehr als vierzig Tage kultivierbar und scheinen daher ideal fiir
repetetive Schidigungszyklen [Al-Batran SE et al., 1999]. Episoden der Expositionskarenz
konnen mittels DNA-Reparaturstudien untersucht werden. Um das System zeitlich
unabhingiger gegeniiber der Probenentnahme zu gestalten, ist es notwendig die
gewonnenen Proben bis zum Versuchsbeginn zu lagern. Dies ist bei -80°C moglich. Die
Zellvitalitit der gelagerten Miniorgane unterscheidet sich nicht von der der frisch
aufgearbeiteten. Die Migrationsfahigkeit der DNA kann, je nach getestetem Stoff leicht
differieren [Kleinsasser NH et al., 2003].
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2 Zielstellung

In der vorliegenden Studie handelt es sich um eine experimentelle Anwendung des Comet-
Assay zur Detektion von DNA-Doppelstrangbriichen bei humanen Miniorgankulturen
nasaler Schleimhaut mit der Zielstellung, den Einfluss von pH-Erniedrigungen auf die
DNA-Stabilitdt zu untersuchen.

Dazu soll unter Verwendung humaner nasaler Miniorgankulturen ein stabiles
System etabliert werden, mit dessen Hilfe es mdglich erscheint, unter standardisierten
Bedingungen das genotoxische Potential von Substanzen auf die Schleimhaut des oberen
Aerodigestivtrakt zu testen.

Es soll erstens gepriift werden, inwieweit pH-Erniedrigungen unter das
physiologische Niveau einen Einfluss auf die DNA-Stabilitdt unter dem Aspekt eines
genotoxischen Potentials haben. Zweitens ist zu ermitteln, inwieweit repetitive Noxen-
exposition einen mdoglichen Schaden vergréfert. Drittens sollen durch anamnestische
Erhebungen mogliche Einflussfaktoren beziehungsweise Vorschidigungen eruiert werden.
Die Frage stellt sich vor dem Hintergrund inwieweit laryngopharyngealer Reflux, der mit
einem statistisch gehduften Auftreten von Karzinomen des OADT korreliert, auch fiir
dieses urséchlich ist.

Zu erdrtern sind Vor- und Nachteile des Systems und die Ubertragbarkeit auf die

Situation in vivo.
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3 Material und Methoden

3.1 Patientengut

Die benétigte Nasenschleimhaut, stammte von Patienten, die auller einer Nasenmuschel-

hyperplasie gesund waren. Es lagen keine Neoplasien vor. Insgesamt wurden die

Nasenmuscheln von 18 Patienten (14 Minner, 4 Frauen) im Alter zwischen 12 und 74 mit

einem Altersdurchschnitt von 41 Jahren in den Versuchen verwendet. Die Experimente

wurden mit einem positiven Votum der Ethikkommission genehmigt. Die Kandidaten

wurden nach Beruf, Zigaretten- und Alkoholkonsum befragt. Dabei wurden Patienten, die

seit mindestens flinf Jahren nicht mehr rauchen, als Nichtraucher eingestuft.

Tabelle 1: Patientengut

Q=weiblich 3=mdnnlich Zig=Zigaretten

Nr. Geschlecht | Alter | Alkoholkonsum Tabakkonsum Beruf
1 3 23 nein - Student
2 3 29 nein - Toningenieur
3 3 44 ja 20Zig/Tag  |Kraftfahrer
4 3 65 ja - Skildufer
5 ) 35 ja - Lehrer
6 Q 46 nein - Projektmanager
7 Q 47 nein - Reinigungskraft
8 g 57 ja 20Zig/Tag |arbeitslos
9 3 41 nein 20Zig/Tag  |Hithnerwirt
10 g 23 nein 17Z1g/Tag Staplerfahrer
11 3 27 nein 20Zig/Tag Lagerarbeiter
12 Q 74 nein - Rentnerin
13 ) 43 nein - Hausmeister
14 g 60 nein 20Zig/Tag  |Klempner
15 ) 40 nein - Schweiler
16 3 35 nein - arbeitslos
17 Q 12 nein - Schiiler
18 3 38 nein - arbeitslos
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3.2 Miniorgankulturen

3.2.1 Materialgewinnung

Es wurde Nasenschleimhaut von Menschen verwendet, die sich, aufgrund einer
behinderten Nasenatmung durch hyperplastische Nasenmuscheln, einer Conchotomie
unterzogen. Bei dieser Routine-Operation wird die hyperplastische Concha nasalis inferior
gekiirzt. Die Schleimhaut wurde noch im Operationssaal der Hals-Nasen-Ohren-Klinik der
Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg am Operationsmikroskop (S88, Carl Zeiss,
Jena) von Knochen und Submukosa befreit. Es fand nur makroskopisch gesunde
Schleimhaut Verwendung, die bei der Operation anfiel und im Normalfall ohne weitere
histologische Untersuchungen verworfen worden wire. Die Aufbewahrung bis zum
Transport ins Labor erfolgte in 15ml PP-Roéhrchen (Greiner, Kreuzmiinster) in GBSS-
Puffer (Sigma, Steinheim) im Kiihlschrank.

3.2.2 Praparation der Miniorgane

Die so gewonnene nasale Mukosa wurde im Labor unter der Sterilbank (Herasafe,
Heraeus, Hanau) weiterverarbeitet. In einer Petrischale in AECGB-Medium (Promo Cell,
Heidelberg) wurde sie mit einem Skalpell (Aesculap, Tuttlingen) in Stiicke geschnitten.
Diese waren circa einen Kubikmillimeter grofl und wurden vor der Kultivierung in PBS

(Gibco, Karlsruhe) gewaschen.

3.2.3 Kultivierung

Die Kultivierung erfolgte zu je 15 MOCs pro Well fiir die erste (einmalige Schadigung)
und zu je 21 MOCs pro Well fiir die zweite (kumulative Schddigung) Versuchreihe in 6-
Well-Platten (Nunc, Nagle Nunc Int., Roskilde, Danemark). Diese waren mit 0,75%igem,
in DMEM (Gibco, Karlsruhe) gelostem, Agar (Biozym, Erlangen) beschichtet. Als
Néhrmedium benutzte man AECGB-Medium mit Supplement (Promo Cell, Heidelberg)
und Antibiotikum (2,48ml Supplement und Iml PenStrep, Biochrom AG, Berlin, auf
100ml AECGB-Medium). Die Platten wurden bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO,
im Brutschrank (function line, Heraeus, Hanau) fiir sieben, beziechungsweise elf Tage
kultiviert. Alle 48 Stunden erfolgte ein Mediumwechsel. Unter dem inversen Mikroskop
(Carl Zeiss, Jena) wurde der Zilienschlag beobachtet.

Die Epithelialisierung der Miniorgane konnte durch histologische Proben, die vor jedem
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Versuch entnommen wurden, gezeigt werden. Dazu wurde an jedem Versuchstag ein
Miniorgan in 4%igem Formaldehyd (Fischar, Saarbriicken) fixiert. Im Institut fiir
Pathologie der MLU-Halle-Wittenberg wurden die Proben in Paraffin eingebettet und
spater mit dem Mikrotom (jung biocut, leica-jung, NuBloch) in 4um diinne Scheiben
geschnitten. Nach Entparaffinieren und Entwéssern im Alkoholbad wurden die Schnitte

mit Hdmatoxilin-Eosin (Roth, Karlsruhe) geférbt.

3.2.4 Schidigung
a) Einmalige Schadigung der Miniorgane

Nach siebentdgiger Kulturdauer entnahm man am Versuchstag die MOCs mit einer Pipette
(Eppendorf, Hamburg) und transferierte je sieben in ein, mit Iml PBS gefiilltes Cup (Multi
Safe Seal Tubes, peq lab, Erlangen). Um die Stiicke von dem puffernden Medium zu
befreien, wurden sie zweimal in PBS gewaschen. Der Uberstand wurde abgesaugt. In jedes
Cup gab man Iml von der, mit 4 und 0,1N HCI, auf den gewiinschten pH-Wert (6,5; 5,5;
5,0; 4,7; 4,5; 4,3; 4,0; 3,8) eingestellten PBS-Losung. Die Positiv- und die Negativ-
kontrollen wurden mit reinem PBS behandelt. Die Inkubation erfolgte fiir eine Stunde im
Brutschrank. Danach wurden die MOCs erneut zweimal mit PBS gewaschen, um die
Schidigung abzustoppen. Dann erholten sich die Mukosastiicke fiir eine weitere Stunde im
Brutschrank in AECGBasal-Medium mit Antibiotikazusatz. Die Positivkontrollen wurden
10min vor Beendigung der Erholphase entnommen, um sie mit 1ml einer 15mM H,O,-
Losung (Apotheke der Universitit Halle) fiir Smin auf Eis zu schadigen. Die ideale
Konzentration der H,O,-Losung wurde in Vorversuchen ausgetestet. Um die Schiadigung

abzustoppen, wurden diese erneut zweimal mit PBS und einmal mit Medium gewaschen.

IDTT;TDI

Bs||pH | |pH | |PH || PH
ncg. 6,5 5.5 50 |44,7 0 Entnahme von

Kant: jeweils 7 MOCs
fir Comet-Assay

e N las ]| |a3]|a0]]3.8

Kont

jedem Well wird ein Cap \l/ Y Y Y . .
zugeordnet und die MOCs = N f Die restllcl‘_len MD_C?
Schadigung far s min werden weiterkultiviert

1 Stunde lang geschadigt, : b
danach folgt eine 1 standige in 15mM H202 auf Eis

Erholphase in AECGEB-Medium.

Abbildung 1: Die Miniorgane wurden fiir eine Stunde geschddigt, anschlieffend in PBS
gewaschen und danach zur Erholung eine Stunde im Brutschrank in AECGBasal-Medium
inkubiert. Jeweils sieben MOCs wurden zum Comet-Assay entnommen. Fiir die kumulative
Schédigung wurden die restlichen weiterkultiviert.

pes| [PH ] |PH | RH | | PH I
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b) Kumulative Schiadigung der Miniorgane:

Um die in vivo Situation der Refluxdsophagitis, bei der mehrere pH-Abfille pro Tag
auftreten, nachzuahmen, wurden die Miniorgankulturen in zweitdgigen Abstinden, am
siebenten, neunten und elften Kulturtag, dreimal hintereinander kumulativ geschédigt.
Nach jeder Schidigung wurden einige Miniorgane mit dem Comet-Assay getestet und die

Ubrigen weiter kultiviert (Abbildung 2).

Um einen Einfluss der Kulturdauer auf den Ausgangszustand der Epithelzellen
auszuschliefen, erfolgte der erste Comet-Assay nach einem Tag Aufbewahrung der
frischen Schleimhaut in GBSS-Puffer im Kiihlschrank. Hierbei wurde eine Negativ- und
eine Positivprobe angefertigt. Die Negativprobe wurde fiir fiinf Minuten auf Eis in PBS
inkubiert, die Positivprobe fiir die gleiche Zeit in einer 15mM H,0,-Losung. Danach
wurden beide zweimal in PBS gewaschen, der Uberstand abgesaugt und dann einem
Enzymverdau zur Einzelzellgewinnung und dem darauf folgenden Comet-Assay

unterzogen.

Die iibrigen MOCs wurden zu je 21 Stiick pro Well kultiviert. Am siebenten,
neunten und elften Tag wurden alle Miniorgane aus einem Well mittels Pipettenspitze in
jeweils ein Multi Safe Seal Tube transferiert und nach einer zweimaligen Waschung mit je
einem Milliliter PBS eine Stunde lang mit jeweils einem Milliliter einer angesduerten PBS-
Losung, bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Die pH-Werte wurden mit einer 4- und einer
0,IN HCI-Losung auf die pH-Werte 6,5; 5,5; 5,0; 4,7; 4,5; 4,3; 4,0 und 3,8 eingestellt. Die
Positiv- und die Negativkontrolle wurden mit reinem PBS behandelt (siche Abbildung 1).
Nach der Inkubation erfolgten zwei weitere Waschvorgénge mit PBS. Danach wurde den
Miniorganen zur Erholung pro Cup je ein Milliliter AECGBasal-Medium fiir eine Stunde
zugegeben. Am Ende dieser Erholungsphase wurden sieben Miniorgane der
Positivkontrolle fiir fiinf Minuten auf Eis mit einer 15mM H,0O,-Losung inkubiert, danach
zweimal in PBS und einmal in AECGB gewaschen. Aus jedem der Ansétze wurden sieben
MOCs entnommenen und einem Enzymverdau zur Gewinnung der Einzelzellen, sowie
dem Comet-Assay, unterzogen. Die iibriggebliebenen Schleimhautstiicke wurden so auf
die frisch mit Agar beschichteten Wells verteilt, dass jedem pH-Wert, sowie der Positiv-
und Negativkontrolle ein Well zugeordnet wurde. Dort wurden sie zwei Tage bis zum
ndchsten Versuch in supplementierten AECG-Medium mit Antibiotikazusatz gehalten,
sodass, wie in Abb. 2 dargestellt, am neunten und elften Kulturtag die Versuche in gleicher

Weise durchgefiihrt werden konnten.
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Préparation der Miniorgane

/\\

Kultivierung Nativ-Comet-Assay:
nur Positiv- und Negativ-Probe

Tag1-7 Kultivierung

Schadigung

Tag7
A B 5 5
coo Gl 2ao % =12 '
S5582 \g589 S8 ‘oo F
2 Entnahme von 7 MOCs aus jedem We
o o ) 0.2 Q, &
I R - o "oghfe P 00000
80702 lon a8 oR o8\ "n"aglle T g
oo k=) oo L) QOO [+] o, SR
Tag8 W = S 8 24 Stunden Erholung
(+] o o o o ) [+] [+) o o)
o 2 o 2 oo
o oo afa b e o
o Q o Q
5 9 5 8 2% 5

Tag9 Q Schadigung
Q Entnahme von 7 MOCs aus jedem Well
Comet-Assay
Tag10 Q: 24 Stunden Erholung
. Entnahme von 7 MOCs aus jedem Well
Tagi1 Q: go o" Schéadigung

Abbildung 2: Schema fiir das kumulative Schéidigungsprotokoll mit Salzsdure. An den
Kulturtagen 7, 9 und 11 wurden nach der Schidigung jeweils 7 MOCs entnommen und
einem Vitalitdtstest, sowie dem Comet-Assay zugefiihrt. Die anderen Miniorgane wurden
weiterkultiviert.
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3.2.5 Einzelzellgewinnung

Zur Vereinzelung der Epithelzellen unterzog man die MOCs einem Enzymverdau. Sie
wurden flir 45min in einem Mix aus 5% Kollagenase (Gibco, Karlsruhe), 5%
Hyaluronidase (Serva, Heidelberg) und 10% Pronase (Sigma, Steinheim) auf einem
Schiittler (Heidolph, Schwabach) bei 37°C im Dunkeln inkubiert. Pro Cup mit jeweils
sieben Miniorganen wurden 600ul des, in AECGB-Medium gelosten Enzymmixes benutzt.
Nach 45min wurde der Verdau mit 650ul fotalem Kilberserum (Biochrom AG, Berlin)
abgestoppt. Die Gewebereste wurden mit einer Pipette entfernt und die Zellsuspension bei
800rpm 8min zentrifugiert (Biofuge, Heraeus, Hanau). Um mogliche Reparaturvorginge
zu verhindern, erfolgten alle weiteren Schritte auf Eis. Nach Entnahme aus der Zentrifuge

wurde der Uberstand abgesaugt und zweimal mit auf 4°C gekiihltem PBS gewaschen.

3.2.6 Vitalititstest

Der Trypanblauausschlultest erfolgte nach zweimaligem Waschen mit PBS. Aus jedem
Cup wurden 20ul Zellsuspension entnommen und mit ebenfalls 20ul Trypanblau (Sigma,
Steinheim) gefdrbt. Mit der Zéhlkammer (Fuchs-Rosenthal, Bad Blankenburg) wurde die
Gesamtzellzahl und die prozentuale Vitalitit eines jeden Ansatzes bestimmt. Die toten

Zellen waren blau geférbt, die lebenden waren farblos.

3.3 Einzelzell-Gel-Elektrophorese

3.3.1 Beschichtung der Objekttriger

Mattierte Objekttrager (Marienfeld, Lauda-Konigshafen) wurden mit 1%iger, in Aqua
destillata geloster, normal schmelzender Agarose (biozym, Erlangen) in der Weise
vorbeschichtet, dass die Objekttrager in die geloste Agarose eingetaucht und die nicht
mattierte Unterseite wieder abgewischt wurde. Die Agarose auf der Oberseite wurde auf
einer Wirmeplatte (Medax, Kiel) getrocknet, so dass die Objekttrager problemlos fiir eine
langere Zeit bei Raumtemperatur aufbewahrt werden konnten. Die vorbeschichteten
Objekttrager wurden am Versuchstag mit einer weiteren Schicht von 300ul 0,6%iger in
PBS geloster NMP-Agarose beschichtet. Nach der Beschichtung kamen diese fiir zehn
Minuten zum Erstarren in den Kiihlschrank.

Nach Verdau der Miniorgane und somit der Vereinzelung der Epithelzellen,

wurden diese, nach zweimaligem Waschen in PBS, in 0,5%iger, in PBS geloster, 37°C
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warmer LMP-Agarose (Peq lab, Erlangen) resuspendiert und 85ul der Agarose-
Zellsuspension auf die vorbeschichteten Objekttrager aufgetragen, mit einem
Deckgldschen (Marienfeld, Lauda-Kdnigshafen) bedeckt, und ebenfalls fiir zehn Minuten
im Kiihlschrank aufbewahrt. Danach folgte eine weitere Schicht von 60ul LMP-Agarose,
um das Gel glatt nach oben abzuschlieBen. Diese Art der Beschichtung, wurde in
Vorversuchen mit Nasopharynx-karzinomzelllinien (22B) und primédren humanen

Knorpelzellen als am geeignetsten befunden.

3.3.2 Lyse der Zell- und Kernmembran

Um die DNA auftrennen zu konnen, muss diese frei im Gel laufen. Dazu miissen Zell- und
Kernmembran und auch groere EiweiBmolekiile lysiert werden. Da DNA ohne
schiitzende Hiille besonders vulnerabel ist, ist vor allem bei diesem und den folgenden
Schritten auf gleichbleibende Dunkelheit und Temperaturkonstanz zu achten. Die Lyse
erfolgte bei 4°C im Kiihlschrank fiir eine Stunde in einem speziellen Lysepuffer. Dieser
setzte sich zusammen aus einer Lysestammldsung, bestehend aus 2,5M NaCl (Applichem,
Darmstadt), 10mM Trizma Base, 100mM Na,EDTA und 1% Laurylsarcosinat (Sigma,
Steinheim), die mit NaOH auf pH 10 eingestellt und mit Aqua bidestillata aufgefiillt
wurde. Zu dieser Stammlosung wurde am Versuchstag DMSO (Merck, Darmstadt) und
Triton (Merck, Darmstadt) zugegeben, sodass die Endkonzentration des DMSO 10% und
die des Triton 1% betrug. Der Lysepuffer wurde bis zu seiner Verwendung ebenfalls im

Kiihlschrank aufbewahrt, sodass eine konstante Temperatur gewihrleistet war.

3.3.3 Elektrophorese

Nach einer Stunde wurden die Objekttrager aus der Lyseldosung entnommen und mit
ebenfalls auf 4°C gekiihltem Elektrophoresepuffer gewaschen. Um eine gute Auftrennung
der DNA zu gewihrleisten und die DNA-Helix zu entwinden, wurden die Objekttrager mit
den lysierten Zellen fiir eine halbe Stunde in dem alkalischen Puffer eingelegt. Dieser
bestand aus 10% 3M NaOH-Losung und 0,5% 200mM Na,EDTA (Roth, Karlsruhe) in
Aqua destillata. Fiir die Elektrophorese wurden die Objekttriger in einer horizontalen
Elektrophoresekammer (BioRad, Californien) platziert und einer Spannung von 25V mit
einer Stromstirke von 300mA fiir 20min ausgesetzt. Nach der alkalischen Elektrophorese
wurden die Objekttrager mit einem Neutralisationspuffer neutralisiert, um eine gute Inter-
kalation des DNA-Farbstoffs zu begiinstigen. Dazu wurden sie dreimal mit einer Losung

aus 0,4M Tris in Aqua bidestillata, die mit HCI1 auf pH 7,4 eingestellt war, gewaschen.
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Die Objekttrager wurden in einer feuchten Kammer ins Institut fiir Umwelttoxikologie

transportiert und dort bis zur Auswertung im Kiihlschrank aufbewahrt.

3.3.4 Quantifizierung der DNA-Schiden

Die aufgetrennte DNA der zu untersuchenden Zellen wurde mit 0,002%igem Ethidium-
bromid (Roth, Karlsruhe), einem, in die DNA interkalierenden Farbstoff, gefarbt. Nach
mindestens 15miniitiger Einwirkzeit wurden die behandelten Zellen unter dem
Fluoreszenzmikroskop (Axioskop, Filter: Excitation BP546/16, Imission LP590,
Beamsplitter FT580, Carl Zeiss, Jena) betrachtet und mit einer speziellen Software (Comet
5.5, Liverpool, GrofBlbritannien) ausgemessen. Zur Quantifizierung der DNA-Schiadigung
und zur statistischen Auswertung wurde der Olive-Tail-Moment (OTM) herangezogen.
Um eine ausreichende statistische Signifikanz zu erreichen, wurden pro getestetem pH-
Wert zwei Objekttriger mit jeweils 50 Zellen ausgemessen. Die Daten wurden automatisch

von der verwendeten Software im Mikrosoft Excel Format gespeichert.

Abbildung 3A: Digitale Auswertung von ,, Kometen"
mit Comet 5.5: der auszuwertende ,, Komet* wird
mit einem Rahmen markiert, die roten Linien stellen
die Begrenzungen von Kopf und Schweif dar.

Analyse | Comet Protocol | Option Switches |
Analysic

v ¥ Comet [ Piint Profie |

¥ Cell ¥ Head
[ INotes  [Name  [CelAwa [HeadONA [TaiONa [Lm [T wenmdoive |ADDIldung 3B: Intensitdtsprofil
[1 Defouth0 432529 5684 4316 539 a0 13| L K "
2 Defoultfl 16770 9350 650 071 030 04 |deS  markierten ometen” in
E_Defujﬂz 466669 4318 56.82 4.90 54.47 w7 \Comet 5.5, Kinetic Imaging®

Quelle: http://www.andor.com/products/software/?app=391Q
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3.3.5 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Zur statistischen Auswertung wurde der OTM benutzt. Die graphischen Darstellungen
wurden mittels SPSS 12.0 (SPSS, Stanford, USA) als Boxplot erstellt. Darin werden
Median als horizontale Linie in der Box, 25. und 75. Perzentile als obere und untere
Begrenzung, sowie der jeweils kleinste und grofite gemessene Wert als obere und untere T-
Markierung dargestellt. Ausreifler die 1,5fach grofer sind als der Zahlenwert zwischen der
25. und 75. Perzentile werden als Kreis, die die dreifach oder noch grofler sind, als Stern
als Extremwerte dargestellt. Die Erstellung der Liniendiagramme erfolgte mit Excel
(Microsoft Corporation, Redmond, USA).

Als statistisches Testverfahren zum Vergleich der DNA-Migration zwischen den
verschiedenen pH-Werten, sowie zwischen Positiv- und Negativkontrolle, und den, den
verschiedenen Gruppen zugeteilten Miniorganen, wurde der Students t-test fiir

unabhingige Stichproben verwendet. Das Signifikanzniveau wurde bei p < 0,05 festgelegt.
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Tabelle 2: Chemikalien

Material und Methoden

Artikel Firma Sitz
AECG-Medium Promo Cell Heidelberg
Agar LMA Peq lab Erlangen
Agar 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
Formaldehyd 4% Fischar Saarbriicken
fotales Kélberserum Biochrom Ag Berlin
GBSS Sigma Steinheim
Héamatoxylin-Eosin Roth Karlsruhe
Hyaluronidase Serva Heidelberg
Laurylsarcosinat Sigma Steinheim
Natriumchlorid Applichem Darmstadt
Natronlauge Roth Karlsruhe
PBS Gibco/Invitrogen Karlsruhe
Pronase Sigma Steinheim
Supplement Promo Cell Heidelberg
Tris HB Labor- und Apolda

Feinchemikalien
Triton Merck Darmstadt
Trypanblau Sigma Steinheim
Wasserstoffperoxyd Universitdtsapotheke Halle
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Tabelle 3: Gerdte

Material und Methoden

Artikel

Firma

Sitz

Brutschrank function line

Heraeus

Hanau

Comet 5.5

Kinetic Imaging®

Liverpool, GroBSbritannien

Deckglédschen Marienfeld Lauda-Konigshafen
Elektrophoresekammer BioRad Hercules, Californien
Excel 5.0 Microsoft Corporation Redmond, USA
Feinwaage, MC1 Analytic  |Sartorius Ag Gottingen
AC210S

Fotosoftware Nis Elements |Novell Waltham, Massachusetts,
2.10 USA

Heizplatte mit Riihrer, PMC [neo lab Heidelberg
Kulturplatten Nunc/Nalge Nunc Int. Roskilde, Dédnemark
Mikroskop-Filter Carl Zeiss Jena

Mikrotom jung biocut Leica jung NuBloch

Mikroskop Axiovert 135 Carl Zeiss Jena

Mikroskop Axioskop Carl Zeiss Jena

Mikroskop (Licht) Carl Zeiss Jena

Mikrokop Eclipse E 400 Nicon Japan

Mikroskop (Op) S88 Carl Zeiss Jena

Multi Safe Seal Tubes Peq lab Erlangen
Objekttriager Marienfeld Lauda-Ko6nigshafen
pH-Meter, Multi Cal® WTW Weilheim

Pipetten Eppendorf Hamburg
Pipettenspitzen Eppendorf Hamburg
PP-Réhrchen Greiner Kremsmiinster
Schiittler Promax 1020 Heidolph Instruments Schwabach

Skalpell (Cutfix Fig.20) Aesculap Tuttlingen
Sterilbank Herasafe Heraeus Hanau

SPSS SPSS Stanford, USA
Wirmeplatte Medax Kiel

Wasserbad BINZ [Imenau
Zahlkammer Fuchs-Rosenthal Bad Blankenburg
Zentrifuge Heraeus Hanau
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4 Ergebnisse

Die folgenden Darstellungen geben die Ergebnisse bei der Uberpriifung der DNA-Stabilitit
von Epithelzellen von Miniorgankulturen gegeniiber pH-Wert-Verdnderungen des
umgebenden Milieus wider. Mit Hilfe des alkalischen Comet-Assays wurde die Erbgut-

schiadigung in Form von Einzelstrangbriichen gezeigt.

Die Miniorgane wurden hinsichtlich der Spender auf mogliche Vorschdden der DNA durch
exogene Noxen und Allergien, sowie auf geschlechtsspezifische Unterschiede hin

iiberpriift.

4.1 Kultivierung humaner nasaler Schleimhaut als Miniorgane

Die 18 Resektate der unteren Nasenmuscheln wurden als Miniorgane kultiviert, um spéter
mittels Comet-Assay den genotoxischen Einfluss unphysiologischer pH-Werte zu
quantifizieren. Unter den Spendern waren 14 Minner und vier Frauen zwischen 12 und 74
Jahren mit einem Durchschnittsalter von 41.

Priparationsbedingt trugen die frischen Miniorgane nur an einer Seite Epithel und wiesen
eine unregelmifige, teilweise zerfranste Struktur auf. Nach ungeféhr einer Woche waren
die Wundrédnder soweit verheilt, dass die gesamte Oberfliche von Epithel {iberzogen war
und die Miniorgane eine nahezu kugelige Form angenommen hatten. Unter dem inversen
Mikroskop wurde nach jedem Mediumwechsel der koordinierte Zilienschlag als Beweis
fiir die Vitalitdit der Prdparate beobachtet. Diese bewegten sich, bedingt durch den

rhythmischen Schlag der Zilien, frei schwimmend im Medium fort.

Abbildung 4A4: Miniorgan nach Abbildung  4B: zilientragende

sieben-tigiger Kultur bei 40 Epithel einer Miniorgankultur bei
facher Vergrdflerung in inverser 400 facher Vergrofferung in
Mikros-kopie inverser Mikroskopie
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4.2 Histologische Untersuchungen

Von jeder entnommenen Nasenmuschel wurden nativ, sowie vor jedem Versuch histo-
logische Priaparate angefertigt. Bei der ersten Versuchsreihe wurden Proben am ersten und
siebenten, bei der zweiten Reihe am ersten, siebenten, neunten und elften Kulturtag
entnommen. Am ersten Tag der Kultivierung sah man in den HE-gefdarbten Paraffin-
schnitten den unregelméfig geformten Schnittrand. Eine Seite der Miniorgankultur war mit
Epithel bedeckt, die Wundrinder waren noch nicht epithelialisiert. Bereits nach
siebentdgiger Kultur war das gesamte Miniorgan mit einer diinnen Epithelzellschicht

iiberzogen. Wihrend der weiteren Kultur wurde diese mehrschichtig.

risches Epithel in HE-Férbung.
Man kann das zilientragende
Epithel mit vereinzelten Becher-
zellen erkennen.

(eingefiigter Mafsstab: 100um)

5 pm £y - G ~

\. <yab -
— L e ‘imﬁ‘: 500 pm

Abbildung 5B: Frisches, HE Abbildung  5C: HE-Fdrbung
gefdrbtes Miniorgan nach eines Miniorgans nach 7tdigiger
eintigiger  Kulturdauer.  Das Kultivierung. Man sieht, dass
Prdparat ist nur an einer Seite die gesamte Oberfliche mit
von  Epithel  bedeckt,  der Epithel bedeckt ist.

Schnittrand wirkt ausgefranst.
(eingefiigter Mafstab: 500um)
(eingefiigter Maf3stab: 500um)
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4.3 Vitalititsbestimmung

Jeden Tag wurden die Miniorgankulturen unter dem inversen Mikroskop betrachtet, um
den Zilienschlag zu beurteilen. Dieser duflerte sich als eine kréftige Flimmerbewegung an
deren Oberfldche. Beim Mikroskopieren wurde darauf geachtet, dass die Platten mit den
Organkulturen nicht linger als zehn Minuten aus dem Brutschrank entfernt wurden, um
einem eventuellen Schaden durch Unterkiihlung vorzubeugen. Auch nach Exposition mit
den verschiedenen pH-Werten war der Zilienschlag uneingeschriankt erhalten, das heif3t die
MOC:s vital.

Fiir die Einzelzellgelelektrophorese mussten die Miniorgane enzymatisch verdaut
werden. Nach Separierung der Epithelzellen von ihrem Gewebeverband, wurde eine kleine
Probe fiir den Trypanblauausschluf3test entnommen. Proben, deren Vitalitét unter 75% lag,
wurden verworfen. Alle verwendeten Proben wiesen eine Vitalitit von mindestens 80%

auf.

4.4 Quantifizierung des DNA-Schadens

Durch Induktion von Strangbriichen durch Inkubation mit Wasserstoffperoxyd und
angesduerter PBS-Losung entstanden DNA-Fragmente unterschiedlicher Gréf3e. Die DNA
der untersuchten Zellen wurde aus ihrer Zell- und Kernmembran liberiert und die
Bruchstiicke in der Elektrophorese aufgetrennt. Dabei wanderten entsprechend ihrem
Molekulargewicht die kleinsten am schnellsten Richtung Anode. Die unfragmentierte
DNA blieb an der Ausgangsstelle liegen (siche Abbildung 6). Das so entstandene
kometendhnliche Gebilde, wurde mit dem interkalierenden Farbstoff Ethidiumbromid
unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht. Den Kopf dieses Kometen bildete die
intakte DNA, die aufgrund ihres hohen Molekulargewichtes nicht im elektrischen Feld
gewandert war. Den Schweif bildeten die Bruchstiicke. Je kleiner diese waren, desto weiter

sind sie Richtung Anode gewandert.

Kathode

Abbildung 6: Schema zum Laufverhalten von DNA-
Bruchstiicken in der Elektrophorese
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Abbildung 74 B C

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen in 200facher Vergrofserung und Fdrbung mit
Ethidiumbromid. A: intakte DNA einer Zelle der Negativkontrolle, B: leicht geschddigte
DNA einer mit erniedrigtem pH inkubierten Zelle, C: stark frakturierte DNA einer Zelle
der Positivkontrolle

Das Erbgut von Epithelzellen der Negativkontrollen, die lediglich mit reinem PBS
behandelt wurden, blieb weitgehend intakt und bewegte sich im elektrischen Feld kaum
von der Stelle. Die ballartige Formation wies eine sehr starke Leuchtintensitit auf
(Abbildung 7A). Die Einwirkung unterschiedlicher pH-Werte auf die Schleimhautzellen
fiihrte zu einer geringgradigen Migrationstendenz deren DNA (Abbildung 7B). Durch den
Radikalbildner Wasserstoffperoxyd wurde die DNA der Proben stark geschidigt. Die
Bruchstiicke migrierten grof3tenteils und befanden sich nach der Elektrophorese zu einem
grolen Prozentsatz im Kometenschweif. Dadurch nahm die Leuchtintensitit im

Kometenkopf proportional ab (Abbildung 7C).

Um den Schiddigungsgrad der Zellen untereinander vergleichen zu konnen, wurde
als Maf} fiir die DNA-Fragmentierung der Einzelzelle der Olive-Tail-Moment (OTM)
benutzt, da dieser die DNA-Schidden am zuverldssigsten quantifiziert [Olive PL et al.,
1993] [Duez P, 2003].

Die Miniorgankulturen der insgesamt 18 Nasenmuscheln wurden zwei unter-
schiedlichen Versuchsprotokollen zugefiihrt. Die erste Versuchsreihe beschrankte sich auf
eine einmalige Schidigung am siebenten Kulturtag. Fiir die zweite wurden die MOCs mit

jeweils einem Tag Pause an drei Tagen geschédigt.
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4.4.1 Einmalige Schadigung der Miniorgane

Bei den folgenden Versuchen wurden die Miniorgane am siebenten Kulturtag geschidigt.
Die Abhédngigkeit des SchiddigungsausmalBles der DNA von der Wasserstoffionen-
konzentration wurde stellvertretend mit PBS-Losungen untersucht, die mit Salzsdure auf
die pH-Werte 6,5; 5,5; 5,0; 4,7; 4,5; 4,3; 4,0 und 3,8 eingestellt wurden. Die Negativprobe
mit reinem PBS und die Positivprobe mit 15mM H,0O, wurden als Kontrollen mitgefiihrt.
Vor der eigentlichen Kultivierung wurde ein Comet-Assay mit Nativpridparaten der
entnommenen Nasenschleimhaut angefertigt. Hierbei wurden nur Positiv- und

Negativkontrollen untersucht.

Die Mediane der mittleren OTM-Werte der mit verdiinnter Salzsédure behandelten
Proben lagen zwischen 5,8 und 9,05. Thre Mittelwerte unterschieden sich nicht signifikant
voneinander. Die Negativkontrolle war mit einem Median ihres mittleren OTM-Wertes
von 5,05 signifikant geringer geschddigt als die Proben, die mit einem pH von 6,5; 5,5; 4,5;
4,3; 4,0 und 3,8 behandelt wurden. Die Positivkontrolle unterschied sich mit einem Median
von 19,85 von allen Ubrigen hdchst signifikant. Sie wies ein wesentlich héheres Olive-
Tail-Moment auf als alle anderen. Es lag eine sehr viel stirkere Schiadigung vor. (Die p-

Werte sind in Tabelle 6 im Anhang dargestellt)
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Abbildung 8: Boxplotdarstellung der DNA-
Fragmentierung bei Schédigung von Miniorganen
humaner nasaler Schleimhaut

23



Ergebnisse

Wie in Abbildung 8 deutlich wird, liegen die Mediane der OTM-Werte die mit einem pH
unter 4,6 erzielt wurden, liber denen die bei pH-Werten oberhalb von 4,6 erreicht worden
sind. Um diesen Unterschied stirker zu verdeutlichen, wurden die Miniorgane zwei
Gruppen zugeordnet. Einer Gruppe wurden die MOCs zugeordnet, die mit einem pH > 4,6
geschédigt wurden (Gruppe 1), der anderen die, die mit einem pH < 4,6 geschadigt wurden
(Gruppe 2), sodass auf jede der beiden Gruppen die gleiche Anzahl an Miniorganen entfiel.
Desweiteren wurden sechs Schadigungsbereiche festgelegt. Der erste Bereich enthielt alle
OTM-Werte < 5,6, der zweite die OTM-Werte zwischen 5,6 und 11,2, der dritte diejenigen
zwischen 11,2 und 16,8, der folgende die zwischen 16,8 und 22,4, der nichste die
zwischen 22,4 und 28 und der letzte Bereich enthielt alle OTM-Werte zwischen 28 und
33,6. Die OTM-Werte der beiden Gruppen, Schidigung mit einem pH > 4,6 und
Schéadigung mit einem pH < 4,6, wurden diesen Bereichen zugeordnet und ermittelt, wie
grof3 die Anzahl der, in dem jeweiligen Bereich liegenden Miniorgane war (Tabelle 4). Die
graphische Darstellung in Abbildung 9 zeigt, dass die MOC:s, die der Gruppe 1 zugeordnet
waren, starker als die der Gruppe 2 in den unteren Schidigungsbereichen mit OTM-Werten
zwischen 0 und 16,8 vertreten waren, die der Gruppe 2 starker in den oberen Bereichen mit
OTM-Werten zwischen 16,8 und 33,6. Der Grad der Schidigung steigt also mit sinkendem
pH-Wert.
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Tabelle 4: Absolute Hdiufigkeiten der OTM-Werte in Abhdngigkeit vom pH-Wert
pH > 4,6 (Gruppe 1) und pH < 4,6 (Gruppe 2)

OTM-Werte pH > 4,6 pH <4,6
<5,6 27 26
5,6-11,2 26 24
11,2-16,8 12 10
16,8-22,4 2 5
22,4-28 1 4
28-33,6 0

Verteilung der OTM-Werte

30

25 4

20

——>pH46
—#—<pH4.6

Anzahl der Werte
o

<5,6 5,6-11,2 11,2-16,8 16,8-22,4 22,4-28,0 28,0-33,6
Grad der Schadigung [OTM]

Abbildung 9: Darstellung der mittleren OTM-Werte nach Zuordnung der Miniorgane zu
Gruppen die mit einem pH > 4,6 und einem pH < 4,6 inkubiert wurden
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4.4.2 Kumulative Schidigung der Miniorgane

Da in vivo bei einem Patienten mit Refluxdsophagitis mehrere pH-Abfille pro Tag
auftreten, wurde der Einfluss einer repetetiven pH-Erniedrigung auf die Epithelzellen der
Miniorgankulturen untersucht. Dabei wurden diese an drei verschiedenen Untersuchungs-
zeitpunkten je acht unterschiedlich sauren PBS-Ldosungen ausgesetzt. Sie wurden dem
gleichen Schidigungsprotokoll zugefiihrt wie bei der ersten Versuchsreihe am siebenten
Versuchstag. Jeweils am neunten Kulturtag der vorhergehenden Versuchsreihe wurden die
Negativ- und Positivkontrolle der Nativprdparate mitgefiihrt. Da der Platz in der
Elektrophoresekammer auf 20 Objekttrager beschriankt war, konnten an diesem Tag nur
sechs verschiedene pH-Werte getestet werden. Der hochste und der niedrigste pH-Wert,
pH 6,5 und pH 3,8, wurden am Tag neun nicht untersucht.

An den verschiedenen Versuchstagen konnten innerhalb der untersuchten pH-Werte
keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Lediglich die OTM-Werte der
Positivkontrollen des ersten und siebenten, sowie des ersten und neunten Tages und der
Negativkontrollen des ersten und neunten Tages unterschieden sich untereinander

signifikant. (Die p-Werte sind in Tabelle 7 im Anhang dargestellt)

DNA-Migration bei kumulativer Schadigung
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Abbildung 10: mittlere OTM-Werte bei kumulativer Schdidigung von Miniorgankulturen
mit unterschiedlichen pH-Werten.

Tag I n=35, Tag 7 n=18, Tag 9 n=3, Tag 11 n=4
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4.4.3 Vergleich der mittleren OTM-Werte in Abhingigkeit von

verschiedenen Einflussfaktoren

Die insgesamt 18 Nasenmuscheln wurden hinsichtlich ihrer Spender unterschiedlichen
Gruppen zugeordnet. Von den Spendern waren 14 Ménner und vier Frauen. Unter ihnen
befanden sich zwdlf Nichtraucher und sechs Raucher. 14 von ihnen tranken keinen
Alkohol, vier tranken regelmafBig, zehn hatten keine Allergien und acht waren Allergiker.
Die in den vorangegangenen Experimenten gewonnenen Daten wurden in die

entsprechenden Gruppen eingeordnet und untereinander verglichen.

a) Vergleich der mittleren OTM-Werte von Mannern und Frauen

Beim Vergleich von Ménnern und Frauen ergab sich kein signifikanter Unterschied
beziiglich der DNA-Fragmentation nach Einwirken unterschiedlicher Protonenkonzen-
trationen auf die Epithelzellen kultivierter Miniorgane ihrer Nasenschleimhéute. (Die p-

Werte sind in Tabelle 8 im Anhang dargestellt)

Vergleich zwischen Méinnern und Frauen
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Abbildung 11: Vergleich der DNA-Fragmentation humaner nasaler Schleimhaut-
epithelzellen nach einmaliger Einwirkung acht unterschiedlicher pH-Werte bei Mdnnern
und Frauen

Mdnner n=14, Frauen n=4

27



Ergebnisse

b) Vergleich der mittleren OTM-Werte von Rauchern und Nichtrauchern

Beim Vergleich von Rauchern und Nichtrauchern ergab sich ebenfalls kein signifikanter
Unterschied beziliglich der DNA-Fragmentation nach Einwirken von Salzsdure
unterschiedlicher Verdiinnungen auf die Zellen des Nasenschleimhautepithels von

kultivierten Miniorganen. (Die p-Werte sind in Tabelle 9 im Anhang dargestellt)

Vergleich Raucher-Nichtraucher
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Abbildung  12:  Darstellung  der  mittleren ~ OTM-Werte  von  nasalen
Schleimhautepithelzellen nach einmaligem Einwirken unterschiedlicher pH-Werte bei
Rauchern und Nichtrauchern

Raucher n=6, Nichtraucher n=12
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c) Vergleich der mittleren OTM-Werte ohne und mit Alkoholkonsum

Beim Vergleich der mittleren OTM-Werte der, gegeniiber verschiedenen pH-Werten
exponierten Nasenschleimhautepithelzellen von Spendern die nie Alkohol tranken, versus
denjenigen, die regelméfig Alkohol konsumierten, zeigte sich bei einigen pH-Werten ein
statistisch signifikanter Unterschied. Insgesamt war das Genom der Mukosazellen von nie
alkoholkonsumierenden Probanden schwicher geschéddigt. Eine in der Statistik signifikant
geringere Schadigung fiel allerdings nur bei den pH-Werten 6,5; 4,5; 4,3 und 3,8 auf. (Die
p-Werte sind in Tabelle 10 im Anhang dargestellt)

Vergleich des Alkoholkonsums
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Abbildung 13: mittlere OTM-Werte von nasalen Schleimhautepithelzellen von Spendern
mit und ohne Alkoholkonsum nach einmaligem Einwirken unterschiedlicher pH-Werte

ohne Alkohol n=14, mit Alkohol n=4
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d) Vergleich der mittleren OTM-Werte bei Allergikern und Nicht-Allergikern

Bei Nicht-Allergikern zeigte sich im Vergleich zu Allergikern beziiglich der DNA-
Fragmentation nach einmaliger Exposition von, aus ihrer Nasenschleimhaut gewonnenen
Miniorgankulturen, gegeniiber einem sauren Milieu, eine geringere Schidigung.
Signifikant war diese aber nur bei der Positivkontrolle mit H,O,. (Die p-Werte sind in

Tabelle 11 im Anhang dargestellt)

Vergleich Allergiker versus Nicht-Allergiker
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Abbildung 14: mittlere OTM-Werte von nasalen Schleimhautepithelzellen nach einmaliger
Exposition gegeniiber unterschiedlichen pH-Werten bei Allergikern und Nicht-Allergikern

Allergiker n=8, Nicht-Allergiker n=10

e) Einfluss des Alters

Hinsichtlich des Alters waren die Gruppen sehr heterogen und sind hier graphisch nicht

dargestellt.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion des Testsystems Miniorgankulturen

Miniorgankulturen wurden erstmals von Steinsvag et. al. 1991 beschrieben. Er kultivierte
diese aus adenoidem Gewebe, fiihrte histologische und elektronenmikroskopische
Untersuchungen durch und bewies, dass diese Miniorgankulturen iiber einen Zeitraum von
bis zu 40 Tagen intakt bleiben konnen [Steinsvag SK et al., 1991]. Kleinsasser und
Mitarbeiter haben dieses Modell aufgegriffen und ein Testsystem entwickelt, mit dem
okogenotoxikologische Untersuchungen durchgefiihrt werden konnen [Kleinsasser NH et
al., 2001] [Kleinsasser NH et al., 2003] [Kleinsasser NH et al., 2004]. Obwohl dieses
System zahlreiche Vorteile bietet, finden sich in der internationalen Literatur aulerhalb der

oben genannten Arbeitsgruppe vergleichsweise wenige Anwendungsbeispiele.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, in Anlehnung an Kleinsasser ein Testsystem
aus Miniorgankulturen respiratorischer Schleimhaut in unserem Labor zu etablieren und
als Organmodell fiir die Tumorentstehung im Kopf-Hals-Bereich zu nutzen. Hintergrund
dieser Untersuchungen ist die These, dass pharyngolaryngealer Reflux zur Karzinom-
entstehung im oberen Aerodigestivtrakt beitrdgt. Zur Beurteilung moglicher DNA-

Veridnderungen im epithelialen Zellverband kam der Comet-Assay zum Einsatz.

Der Verzicht auf Tierversuche, die nicht ausnahmslos auf die Situation im
Menschen {ibertragbar sind, ist ein Vorteil dieses Systems. Da die Zellen in ihrem
organspezifischen Verband bleiben, stellt die Verwendung von Miniorgankulturen eine
Moglichkeit dar, in einem in vitro durchgefiihrten Versuch Bedingungen zu schaffen, die
denen im lebenden Organismus sehr nahe kommen [Wallner BC et al., 2005]. Aus dem
Zellverband herausgenommene Monokulturen eignen sich fiir viele Untersuchungen nur
unzureichend, da sie sich in Gewebearchitektur, Zellzusammensetzung und
-differenzierung teilweise stark von in situ befindlichen Zellen unterscheiden [Merkle HP
et al., 1998] [Reed CJ, 1997] [Wroblewski R, Wroblewski J, 1994]. So stellt zum Beispiel
die Entdifferenzierung von isolierten Zellen ein groBes Problem dar. Dadurch ist die
Detoxifikations- und Syntheseleistung von Monolayer-Kulturen herabgesetzt. Dies konnte
am Beispiel von Leberzellen gezeigt werden [Khalil M et al., 2001] [Ambrosino G et al.,
2005]. Bei Untersuchungen zur Permeabilitét respiratorischen Epithels wurde festgestellt,

dass diese zwischen Zellkulturen und zusammenhdngendem Gewebe stark differiert. Die
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Experimente ergaben eine wesentlich hohere Durchldssigkeit der Epithelzellkultur

gegeniiber den intakten Gewebestiicken [Chemuturi NV et al., 2005].

Ein weiterer Vorteil zeigte sich in der relativ einfachen Handhabung des Systems.
Die Kultivierung der Miniorgane aus respiratorischer Schleimhaut erwies sich als relativ
storungsunanfillig. Als wichtigste EinflussgroBBen fiir ein ungestortes Wachstum wurden

identifiziert:

- eine griindliche Entfernung der submukosalen Anteile von der Schleimhaut
- Aufbewahrung und Transport in GBSS-Puffer

- Aufbewahrung bis zur Priparation im Kiihlschrank

- kurze Transportzeit

- eine schonende Priparation mit einem scharfen Skalpell, um epitheliale Lasionen zu
vermeiden

- eine liickenlose Agarbeschichtung der Kulturplatten
- kurze Aufenthaltszeiten der Kulturplatten auferhalb des Brutschranks, zum Beispiel

wihrend des Mikroskopierens

In unserem Labor wurde eine Epithelialisierung der gesamten Oberfliche mit
zilientragendem Epithel innerhalb von fiinf bis sechs Tagen beobachtet. Dieses saf3 einer
kréftigen Basalmembran auf. Der, unter dem inversen Mikroskop gesehene Zilienschlag
fithrte dazu, dass sich die Proben frei im Kultursystem bewegten. Zu Beginn der Kultur
wurde das Zentrum des Gewebestiickchens von Lymphozyten dominiert, die im Laufe der
Kulturdauer von einem kollagenreichen Stroma mit vereinzelten Fibroblasten abgeldst
wurden. Die Resultate von Steinsvdg und Mitarbeitern konnten mit diesen Beobachtungen
reproduziert werden [Steinsvag SK et al, 1991]. Ein moglicher Grund fiir das
Verschwinden der Lymphozyten aus dem anfangs zellreichen Stroma kann die

Anwesenheit von Hydrocortison im Kulturmedium sein.

Wir sahen eine erhohte Proliferation und Migration von Epithelzellen. Sie ist unter
anderem auf die Anwesenheit von Fibroblasten in der Mukosa zuriickzufiihren.
Koboayashi et. al. postulierten, dass jener Zelltyp fiir dieses Phdnomen verantwortlich sei
[Kobayashi K et al., 2006]. Das gesteigerte Epithelzellwachstum fiihrte zu einer geschlos-
senen, der Neo-Basalmembran aufliegenden, differenzierten Zellschicht, die innerhalb von
wenigen Tagen das gesamte Gewebeteilchen umschloss. Sie enthielt sowohl Basal- als
auch Becherzellen und kubische, zilientragende Zellen auf ihrer Oberfldche. Diese

Architektur entspricht der der Nasenschleimhaut in vivo [Bucher O, Wartenberg H, 1997].
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Unsere Beobachtungen werden durch die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen
gestiitzt. Bals et. al. und Fjellbirkeland et. al. erkannten die Expression epithelialer Marker
und zeigten einen steten Anstieg des Gehalts an Zilien innerhalb der ersten 15 Tage.
Immunhistochemisch wiesen sie eine neusynthetisierte Basalmembran nach [Bals R et al.,
1998] [Fjellbirkeland L et al.,, 1996]. Wir dokumentierten die Epithelialisierung der

Miniorgane mit HE-gefarbten Paraffinschnitten.

5.2 Comet-Assay

In der vorliegenden Arbeit wurden DNA-Schiden durch die alkalische Einzelzell-
Mikrogelelektrophorese (kurz: Comet-Assay) quantifiziert. Durch diese Methode wird der
Nachweis von Einzelstrangbriichen, alkalilabilen Stellen und von Fragmenten, die aus der
Exzisionsreparatur stammen ermoglicht [Brendler-Schwaab S et al., 2005] [Martino-Roth
MG et al., 2003] [Tice RR et al., 2000]. Der sogenannte Comet-Assay ist ein etablierter
Genotoxizitdtstest mit reproduzierbarem Aussagewert, der bisher unter verschiedenen
Gesichtspunkten angewandt wurde [Olive PL, Banath JP, 1992] [Olive PL et al., 1993]
[Cotelle S, Férard JF, 1999].

Andere Prifverfahren fiir Genotoxizitit, die gegeniiber dem Comet-Assay
verschiedene Nachteile besitzen, sind zum Beispiel der Ames-Test und der Mikrokerntest
Der Ames-Test nutzt die FEigenschaft einer schadstoffinduzierten Riickmutation
histidindefizienter Salmonella typhimurium-Stimme. Genetische Verdnderungen werden
dadurch detektiert, dass die Bakterien ihre Fiahigkeit wiedererlangen auf histidinfreiem
Agar zu wachsen [biozentrum.uni-wuerzburg]. Der Ames Test bezieht sich auf das
genotoxische Potential von Stoffen gegeniiber dem Genom eines Prokaryonten, und ist so
nicht ohne weiteres auf die Situation beim Menschen iibertragbar. Beim Mikrokerntest
wird die Zytoplasmateilung kultivierter Zellen mit dem Pilzgift Cytochalasin B blockiert.
Proliferierende Zellen erscheinen dadurch doppelkernig. Die Zellen werden dann mit
einem Fluoreszenzfarbstoff (DAPI) gefarbt. DNA-Bruchstiicke und Chromosomen, die
aufgrund einer Storung des Spindelapparates nicht auf einen der beiden Tochterkerne
verteilt werden konnten, erscheinen unter dem Fluoreszenzmikroskop als Mikrokerne
[Fenech M, 2000] [Fenech M, 2005]. Diese stellen ein Mall der chromosomalen
Schéadigung dar. Inversionen und Translokationen kénnen nicht detektiert werden, da sie
nicht zur Fragmentbildung fiihren. Dadurch besteht keine direkte quantitative Beziehung

zwischen Chromosomenabberrationen und Mikrokernrate. Das Phanomen der
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Feldkanzerisierung im oberen Aerodigestivtrakt konnte durch eine erheblich gesteigerte
Rate an Mikrokernen bei Patienten mit Tumoren und Leukoplakien in diesem Bereich
nachgewiesen werden [Bloching MB, 2001]. Auch verschiedene Elektrophoresemethoden
kommen zum Einsatz. Sie alle setzen eine vorhergehende PCR und spezielle Apparaturen

voraus und erlauben die Analyse nur bestimmter Fragmentldngen [Miihlhardt C, 1999].

Um eine Beeinflussung der Versuchsergebnisse durch zytotoxische Schidden im
Comet-Assay auszuschliefen, wurden in den vorliegenden Versuchen nur Proben
verwendet, die eine Zellvitalitdt von liber 80% aufwiesen. Gerade Gewebe mit einer hohen
Zellumsatzrate, wie Schleimhautepithelien, besitzen einen relativ geringen Anteil an
lebenden Zellen [Albertini RJ et. al., 2000]. Bei einem Gehalt von bis zu 20% avitaler
Zellen ist es wichtig diese zu erkennen, da auch nekrotische und apoptotische Zellen ein
zerstortes Erbgut besitzen, jedoch nicht zur Tumorentstehung beitragen. Wéhrend der
Auswertung am Computer konnten diese durch ihr spezifisches Erscheinungsbild erkannt
werden. So imponierten tote oder sterbende Zellen als Kometen mit einem kleinen bis
nicht existierenden Kopf und groBem, diffusem Schweif [Brendler-Schwaab S et al.,
2005]. Aufgrund ihres kleinen Kopfes und des fahnenartigen Schweifs, wird das
Erscheinungsbild apoptotischer Zellen auch als ,hedgehog® (Igel)- image bezeichnet.
Nekrotische Zellen weisen einen etwas groferen Kopf und ldngeren Schweif auf [Rundell
MS, Wagner ED, Plewa MJ, 2003]. Im Endstadium der Apoptose finden sich kleine,
kondensierte Partikel ohne Schweif, die als apoptotische Remnants bezeichnet werden
[Bacsé Z, Everson RB, Eliason JF, 2000]. Diese Zellen wurden nicht ausgemessen. Ihre
Werte flossen nicht in die Statistik ein, da dies zu deren Verfdlschung gefiihrt hétte, denn
aufgrund ihrer typischen Form besitzen nekrotische und apoptotische Zellen einen sehr
groen OTM. In Versuchen zur Ansprechrate von Tumorzellen auf die Therapie, wurde
eine Korrelation der Prozentzahl von Kometen mit einem Tail-Moment unter 20 mit der
Prozentzahl der Zellen die die Therapie iiberlebten festgestellt [Olive PL, Durand RE,
2005].

Desweiteren ergab sich in den hier durchgefiihrten Untersuchungen zur
quantitativen Erfassung von DNA-Schiden durch erniedrigten pH-Wert auf Zellen des
Respirationstraktes im Comet-Assay eine interindividuelle, wie auch interzellulédre

Heterogenitét.
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a) Interindividuelle Heterogenitét

Die interindividuelle Heterogenitdt im Comet-Assay wurde auf das sehr unterschiedliche
Patientenkollektiv zuriickgefiihrt. Nasenschleimhaut von Probanden zwischen 12 und 74
Jahren kam zum Einsatz, so dass testunabhingige Vorschidden zu beachten waren. Es
wurden Gruppen mit weitgehend gleichen Spendereigenschaften gebildet und hinsichtlich
moglicher Unterschiede verglichen. Die geringe Spenderzahl eignet sich jedoch nicht fiir
eine Statistik mit relevanter Aussage. Die Trends in bestimmte Richtungen lassen aber

Vermutungen anstellen.
b) Interzelluldre Heterogenitét

Nicht nur zwischen den einzelnen Probanden, sondern auch zwischen den Zellen einer
Probe, schwankten die Werte teilweise erheblich. Wie auch in Untersuchungen von Seidel
zur Heterogenitit im Comet-Assay, fiel auf, dass der mittlere DNA-Schaden und seine
Varianz hochgradig positiv miteinander korrelieren. Das heifit, je stirker die DNA-
Schidigung, desto mehr schwanken auch die OTM-Werte um ihren Mittelwert [Seidel CK,
2006]. AuBBerdem zeigte Seidel, dass Antioxidantien die Varianz der Messwerte bis auf das
Niveau der in vivo Situation verkleinern [Seidel CK, 2006]. Auch der Antioxidantiengehalt
in der Zelle selbst kann differieren und zu unterschiedlichen Ergebnissen flihren [Olive PL,
Banath JP, Mac Phail HS, 1994].

Die Schadigung in dem vorliegenden Experiment geschah vor der Lyse. Somit ist
der Einfluss eines interzelluldr eventuell unterschiedlichen Packungsgrades der DNA eines
Individuums denkbar. In unbehandelten Zellen ist die DNA zusammengefaltet und eng an
Histone und Nicht-Histonproteine gebunden und mit ithnen an der nukledren Matrix
verankert. Die DNA liegt dicht gepackt vor [Xue LY et al., 1994]. Unter den Bedingungen
der alkalischen Gelelektrophorese werden diese Proteine grof3tenteils heraus geldst, sodass
nur noch wenige Histonproteine und Nicht-Histonproteine an der nukledren Matrix
gebunden sind [Olive PL, Banath JP, 1995]. Dass der Histongehalt einen Einfluss auf die
Ergebnisse hat, wurde gezeigt. In Experimenten mit Rontgenstrahlen korrelierte dieser im
Comet-Assay negativ mit dem Schéadigungsausmall sowie dessen Varianz [Seidel CK,
2006]. Moglicherweise wirkt sich auch der extrazellulire pH-Wert indirekt auf die
Architektur der Kernproteine aus. Jiminez et. al. beschrieben eine erhohte
Proliferationsrate von Epithelzellen des Osophagus im Kaninchen in Abhingigkeit vom
extrazelluldren pH. Bedingt durch die gesteigerte Zellteilung ist eine zunechmende DNA-
Schiadigung moglich [Jiminez P et. al., 1998].
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Ein weiterer Grund fiir die gefundene interzellulire Heterogenitdt kann darin
gesehen werden, dass, je nach Grofle, nicht alle DNA-Fragmente nachweisbar sind. Im
alkalischen Comet-Assay werden Einzelstrangbriiche sichtbar gemacht. Da die
Bruchstiicke je nach Molekulargewicht unterschiedlich weit in der Elektrophorese laufen,
konnen bei einer zu geringen Anzahl von Briichen (<50/Zelle) Fragmente entstehen, die zu
grof} sind, um zu migrieren. In diesem Fall kann der Schaden nicht detektiert werden. Die
grofBtmogliche Schweifldnge kann im Allgemeinen bei einer Bruchstiickzahl von 2000 pro

Zelle abgeschitzt werden [Olive PL, Durand RE, 2005].

Das Epithel der Nasenschleimhaut befindet sich stindig in Regeneration. Es ist
vorstellbar, dass auch hier ein Zusammenhang mit der interzelluldren Heterogenitét
besteht. Olive et al. beschrieben die Abhéngigkeit des Migrationsverhaltens der DNA vom
Zellzyklus. Replizierende DNA migriert schneller, da die Replikationsgabeln wie Einzel-
strangbriiche erscheinen. Die DNA von Zellen in der Gi- und Mitose-Phase wandert dabei
weiter als die der Zellen in der G2-Phase und diese wandert wiederum weiter, als die DNA
der S-Phase [Olive PL, Durand RE, 2005].

c) Einfluss des Experimentators

Da schon kleine Unterschiede in der Methodik zu groBen Abweichungen der Ergebnisse
fiihren, ist der Einfluss der Ubung und Erfahrung des Experimentators in der Vorbereitung
der Objekttrager bis zur Auswertung nicht zu unterschitzen. Um reproduzierbare
Ergebnisse zu erzielen, wurden alle Auswertungen von der gleichen Person vorgenommen
und die Objekttrager mit einem, dem Experimentator unbekannten Code versehen, und erst
nach Beendigung der Messung entschliisselt. Dieses Vorgehen wurde schon von anderen

Arbeitsgruppen beschrieben [Tice RR et al., 2000].

Gleichzeitige oder automatisierte Messungen wie bei Bocker [Bocker W, 1999]

wurden nicht durchgefiihrt.

Nach der Elektrophorese wurden die Objekttrager bis zur Auswertung in einer
feuchten Kammer im Kiihlschrank gelagert. Um eine grofere zeitliche Unabhéingigkeit zu
den Versuchen zu erreichen, konnen sie auch getrocknet und somit lange haltbar gemacht
werden [Benitez-Bribiesca L et al., 2001]. Wichtig ist eine standardisierte Aufbewahrung
der Objekttrager fiir alle Versuche.
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5.3 DNA-Migration unter verschiedenen pH-Bedingungen

Die Miniorgane wurden mit acht verschiedenen pH-Werten inkubiert, die in einer
Spannbreite von 6,5 bis 3,8 gewdhlt wurden. In vivo ist Reflux definiert als ein pH-Abfall
fiir 6% der Zeit auf unter vier [Chen MYH, Ott DJ, Cosolo B, 1998]. Diese Grenze wird
allerdings von einigen Autoren angezweifelt [Andersson O et. al., 2006]. In Studien zur
Wundreparatur von 6sophagealen Epithelzellen konnte gezeigt werden, dass auch kleine
pH-Abfille zu schweren Schiden in der Wundheilung fithren [Jiminez P et. al., 1998]. Im
Osophagus besteht ein pH-Gradient. Nahe dem distalen Osophagussphinkter ist das
Refluxat saurer als weiter proximal. Dieser Gradient hat einen Einfluss auf die klinische

Ausprigung der Epithelschdadigung [Dickmann R et. al., 2006].

Es fand sich eine leichte, aber signifikant erhohte DNA-Schédigung bei fast allen
der acht untersuchten pH-Werte. In einer ersten Versuchsreihe wurden die Miniorgane
einer Einfachexposition am siebenten Kulturtag unterzogen. Bei den getesteten pH-Werten
zeigte sich eine recht homogene Erhohung der OTM-Werte gegentiber der Kontrolle. Die
Zuordnung der Miniorgane zu zwei Gruppen, Schiadigung mit einem pH > 4,6 (Gruppe 1)
und Schidigung mit einem pH < 4,6 (Gruppe 2), machte deutlich, dass mit sinkendem
Umgebungs-pH-Wert eine Zunahme von DNA-Strangbriichen zu beobachten war
(Abbildung 9). Vergleicht man die Mediane der OTM-Werte bei den einzelnen pH-
Konditionen, stellt sich bei einem pH von 5 der geringste und bei einem pH von 4 der
hochste Wert dar (Abbildung 8). Unterstiitzt werden diese Ergebnisse durch Experimente
von den Autoren Sarosi und Mitarbeiter, die an einer vom Barrett-Adenokarzinom
abgeleiteten Zelllinie zeigen konnten, dass durch Absenkung des extrazelluldren pH-
Wertes die Proliferationsrate der Epithelzellen gesteigert wurde. Die Erniedrigung des
extrazelluldren fiihrte zu einer simultanen Erniedrigung des intrazelluliren pH-Wertes,
vermittelt durch einen CI/HCOs™ Austauscher. Dieser intrazelluldre pH-Abfall induzierte
eine MAPK-mediierte Proliferation dieser Zellen durch einen progredienten Zellzyklus,
sowie durch eine Suppression der Apoptose. Der Anstieg der Proliferationsrate nahm mit
sinkendem pH-Wert ab, lag aber auch bei pH 3 noch iiber der physiologischen Kontrolle.
Ein stirker absinkender pH-Wert fiihrt zu einem, der Proliferation entgegenwirkenden
zytotoxischen Effekt [Sarosi GA et al., 2005]. Im intakten Gewebeverband ist dieser
wahrscheinlich geringer ausgeprégt als in Zellkulturen. Dennoch ist die Carrier-vermittelte
intrazelluldre Ansduerung und die damit assoziierte MAPK- Aktivierung denkbar. In den

hier vorgelegten Experimenten wurde ausschlieflich nasale Schleimhaut von gesunden
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Spendern verwendet. In einer Arbeit von Boyer wurde dargestellt, dass die Ionenaus-
tauscher vermittelte Absenkung des internen pH-Wertes von der Zelllinie abhingig ist
[Boyer MJ, Tannock IF, 1992].

Die unterschiedliche Reaktion 6sophagealer und nasaler Epithelzellen auf ein
saures Umgebungsmilieu liegt unter anderem in deren Enzymgehalt begriindet.
Osophageale Zellen besitzen mehr Isoenzyme der Carboanhydrase und sind deswegen
besser gegen den schidigenden Einfluss von Siure geschiitzt. Die, bei Osophagitis
vermehrt exprimierte Carboanhydrase III, ist in Epithelzellen der Interarythenoid-Region
normalerweise geringer als in Osophagealen Epithelzellen und in denen der
Stimmlippenfalte nicht nachweisbar [Axford SE et. al., 2001]. So ist bei Patienten mit
laryngo-pharyngealem Reflux die Expression von Carboanhydrase III und E-Cadherin,
einem transmembranen Zelloberflichen-Molekiil, das eine Schliisselfunktion in der
Adhésion epithelialer Zellen besitzt, verringert. Dies fiihrt zu einer Auflockerung der
interzelluliren Barriere. Im Vergleich mit Osophagusepithelzellen ist die Abwehr der

Epithelzellen des Laryngopharynx gegen Saure vermindert [Johnston N et. al., 2003].

Als Antwort auf die Reflux-induzierte Laryngitis kommt es zu einer Uber-
expression des Enzyms Cyclooxygenase II [Smith WL, Gararvito M, DeWitt DL, 1996],
die durch Apoptose-Inhibition [Tsujii M, DuBois RN, 1995] [Ballif BA et. al., 1996],
Induktion von in die Zellproliferation involvierter Gene und die Verzégerung der G-
Zellzyklus-Progression zum Krebswachstum beitriagt [Coffey RJ, Hawkey CJ, Damstrup L,
1997] [Kinoshita T et. al., 1999]. Die gesteigerte Prostaglandin E,-, Interleukin 6- und
Haptoglobinsynthese, sowie die reduzierte Cadherin-Expression und Prostaglandin
mediierte Immunsuppression fiihrt zu Tumorinvasion und Metastasenbildung [Kitamura Y
et. al., 1997] [Guilford P, 1999] [Kim CD et. al, 1999]. Diese Hochregulation der
Cyclooxygenasell wurde bereits in mehreren Tumorarten nachgewiesen [Sano H,

Kawahito Y, Wilder RL, 1995] [Georgette C, Jay OB, Eun KY 1999].

Das Tumorsuppressorgen p53 unterdriickt die Expression der Cyclooxygenase II in
Kopf-Hals-Plattenepithel-Zelllinien nahezu vollstindig. Auch andere Tumorsuppressor-
gene, wie die CKI p27, fithren tliber unterschiedliche Mechanismen zur Inhibition der
Zellproliferation und Apoptose und zum Zellzyklusarrest [Dong Wook Lee MD et. al.,
2004]. Untersuchungen zur Apoptose in Miniorganen im Rahmen von Refluxstudien

waren in weiterfiihrenden Arbeiten denkbar.

Um eine Situation mit periodisch auftretenden Refluxattacken zu simulieren,
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wurden in einer zweiten Versuchsreihe die Miniorgane kumulativ an drei Tagen mit
dazwischenliegenden eintéigigen Ruhepausen, fiir jeweils eine Stunde inkubiert. Der Grund
fir dieses Vorgehen liegt darin, dass gezeigt wurde, dass Patienten mit immer
wiederkehrenden Refluxepisoden ein hoheres Karzinomrisiko aufweisen als diejenigen mit
seltener intermittierend auftretendem Reflux [Raj A, Jankowski J, 2004]. Es sollte
herausgefunden werden, ob sich eine Mehrfachexposition hinsichtlich des induzierten
DNA-Schadens von einer Einfachexposition unterscheidet. Dies konnte in den hier
dargestellten Versuchen nicht gezeigt werden. Die Werte folgten keinem bestimmten
Trend. Moglicherweise wurden die, zwischen den Experimenten gelegenen Ruhephasen
mit 24 Stunden zu lang gewihlt. In anderen Arbeiten sind vollstaindige DNA-Reparaturen
nach Schéddigung mit H,O, schon nach vier Stunden beschrieben [Rundell MS, Wagner
ED, Plewa MJ, 2003]. Die Intervalle zu variieren, konnte Gegenstand spiterer

Untersuchungen sein.

5.4 Einfluss spenderspezifischer Vorbedingungen auf die DNA- Migration

Sowohl der schon vor der experimentell bedingten Schadigung vorhandene DNA-
Basalschaden, sowie der Initialschaden nach Schéddigung, als auch der nach Erholung
verbleibende Residualschaden kann unter Umstinden durch Noxen, denen die
Schleimhautspender priaexperimentell ausgesetzt waren, modifiziert sein. Durch Zuteilung
der Schleimhéute hinsichtlich ihrer Spender zu bestimmten Gruppen, sollte ein Einfluss

dieses Sachverhalts auf die Ergebnisse liberpriift werden.

5.4.1 Der Einfluss des Geschlechts

Da die Krebshiufigkeiten und die Verteilung auf die verschiedenen Organe zwischen
Minnern und Frauen differieren [dkfz] [Bocker W et al., 2004], kdnnte man auch einen
geschlechtsspezifischen Unterschied des Materials aus dem die Miniorgankulturen
generiert wurden, vermuten. Beim Vergleich der OTM-Werte die auf ménnliche,
beziehungsweise weibliche Spender zuriickgingen, konnten jedoch keine Unterschiede
festgestellt werden. Allerdings war die Probandenzahl der beiden Gruppen sehr gering und

mit 14 Ménnern und nur vier Frauen sehr unausgewogen.
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5.4.2 Der Einfluss des Rauchens

Tabakrauch enthilt ca. 6000 verschiedene Stoffe, von denen mindestens 50 kanzerogene
und mutagene Eigenschaften besitzen [Schmid KW, Thomas C, Biittner R, 2001].
Tabakrauch ist an durchschnittlich 25-30% aller Krebserkrankungen- und Todesfille
beteiligt [harvard report on cancer prevention Volume 1]. Inhalativer Tabakkonsum erhoht
das Krebsrisiko entlang des gesamten Feldes von den Lippen, iiber die Mundhohle
(28fach), den Kehlkopf (10fach) bis in die Lunge (22fach), die Speiserohre (8fach) und
den Magen (1,5fach). Aber auch die meisten anderen Organe tragen ein erhohtes Risiko
[Freundt KJ, 2000]. Eine Induktion von Defekten in der Erbsubstanz an Zellen des oberen
Aerodigestivtraktes konnte mit dem Comet-Assay gezeigt werden [Kleinsasser et al.,
2005]. Deshalb musste eine Vorschddigung des Untersuchungsmaterials ausgeschlossen
werden. Der Vergleich der Ergebnisse der hier vorliegenden Experimente nach
Unterteilung der Proben in eine Gruppe von rauchenden und eine Gruppe von
nichtrauchenden Spendern, zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen diesen.
Allerdings unterschied sich auch hier die Gruppenstirke erheblich mit 12 Nichtrauchern
versus sechs Raucher. Durch zahlenméBig ausgeglichene Kohorten konnte sich ein

signifikanter Unterschied ergeben.

5.4.3 Der Einfluss des Alkoholkonsums

Ein Vergleich der OTM-Werte nach Unterteilung der Schleimhautspender in Gruppen mit
und ohne Alkoholkonsum zeigte statistisch signifikant hohere OTM-Werte in einigen pH-
Bereichen in der Gruppe der alkoholkonsumierenden Spender. Auch hier war die
Spenderzahl der beiden Gruppen mit 14 alkoholabstinenten versus vier regelméBig
alkoholkonsumierender Patienten sehr unterschiedlich. Der Trend zu hoéheren OTM-
Werten bei Schleimhautproben dessen Spender Alkohol konsumierten, unterstiitzt aber die
These eines Zusammenhangs zwischen Alkoholkonsum und Erbgutschadigung. Alkohol
fiihrt Uber vielfdltige Mechanismen zu einer gesteigerten Krebsentstehung im oro- und
nasopharyngealen und laryngealen Bereich. Aufgrund der lokal reizenden,
hyperdmisierenden und adstringierenden Wirkung von hochprozentigem Alkohol, ist die
Art des aufgenommenen Alkohols nicht unerheblich. Der Abbau erfolgt durch die
zytosolische NAD'- und Zn**- abhingige Alkoholdehydrogenase (ADH) in Acetaldehyd,
die eigentlich toxische Form des Alkohols. Dieses wird durch die Aldehyddehydrogenase

zu Essigsdure abgebaut, die dann im Citratzyclus verstoffwechselt wird. Aber auch das

40



Diskussion

CYP 450 abhingige mikrosomale Ethanoloxidationssystem ist am Abbau des Ethanols zu
Essigsédure beteiligt. Alkohol wirkt durch dessen Aktivierung als Co-Karzinogen [Freundt
KJ, 2000] zum Beispiel fiir die Toxifikation im Tabak enthaltener prokanzerogener
Nitrosamine.

Die lokal reizende Wirkung des Alkohols fiihrt gemeinsam mit mangelnder
Mundpflege und dem Fehlen essentieller Nahrungsbestandteile bei Alkoholikern zu
Stomatitis, Gingivitis und Paradontose. Aufgrund des chronischen Entziindungsprozesses
und damit lokal erhohter Proliferation des Mundschleimhautepithels, kommt es vermehrt
zu Malignomen im Kiefer- und Pharynxbereich. Einen weiteren Beitrag dazu leistet eine
Stérung des unteren Osophagussphinkters und dadurch bedingten gastrodsophagealen und
-pharyngealen Reflux [Zilker TH, 1998]. Weiterhin reizend wirkt der lokale Abbau von
Ethanol zu Acetaldehyd durch extrahepatische ADH-Aktivitit in O0sophagealer und
pharyngealer Schleimhaut. AuBerdem fordert Alkohol in seiner Eigenschaft als
Losungsmittel die Penetration von kanzerogenen lipophilen Stoffen in die Schleimhaut
[Seitz HK, Poschl G, Simanowski UA, 1998]. Atrophische Verdnderungen mit lipomatoser
Umwandlung des Speicheldriisenparenchyms bei chronischem Alkoholgenuss fiihren zu
einer verringerten Speichelproduktion [Maier H et al.,, 1990]. Die daraus resultierende
Konzentrationserh6hung lokal wirksamer Schadstoffe und eine Verlingerung der
Kontaktzeit dieser Noxen, kann zu einer weiteren Reizung der Schleimhaut fithren [Maier
H, Born IA, Mall G, 1988]. Wenn auch diese Beispiele vor allem die Mundschleimhaut
betreffen, so kann durch das Phidnomen der Feldkanzerisierung im OADT doch von einem
Einfluss dieses Mechanismus auch im nasopharyngealen Bereich ausgegangen werden.
Systemisch ist die Atrophie der Magenschleimhaut und die eingeschriankte
Funktionsfdhigkeit von Leber und Pankreas schuld an einer Unterversorgung an
essentiellen Nahrungsbestandteilen und Vitaminen. Daraus ergibt sich wiederum eine
eingeschrinkte Belastbarkeit des Immunsystems mit einer verringerten Fihigkeit, entartete
Zellen zu eliminieren [Zilker TH, 1998] [Maier H et al., 1994].

5.4.4 Der Einfluss von Allergien

Der Vergleich der OTM-Werte von Allergikern und Nicht-Allergikern bestdtigte eine
verstiarkte Schiadigung des Genoms in der Gruppe der Allergiker. Diese war allerdings
statistisch nicht signifikant. Die Spenderkollektive waren mit acht Allergikern und zehn

Nicht-Allergikern relativ ausgeglichen.

Der Mechanismus der gesteigerten DNA-Schiadigung erkldrt sich unter anderem
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damit, dass Allergien in der Nasenschleimhaut Entziindungsreaktionen hervorrufen
konnen, die die funktionelle Zellstabilitdt storen und somit die Rate von Mutationen
erh6hen. Der gesteigerte Zellumsatz birgt das Risiko einer erhéhten Fehlerrate wéihrend der
DNA-Replikation [Schmid KW, Thomas C, Biittner R, 2001]. In vivo ist die zelluldre
Abwehr gegeniiber einwirkender Noxen verringert. Durch Stérung der pulmonalen, sowie
laryngo-pharyngealen Clearance kommt es zu einem vermehrten Einwirken toxischer
Stoffe und damit zu einer erhohten Chromosomenbriichigkeit, die wiederum im Comet-

Assay sichtbar wird.

5.4.5 Der Einfluss des Alters

Mit steigender Zahl an Lebensjahren nimmt der Einfluss von Noxen kumulativ zu. Eine im
Comet-Assay nachweisbare, erh6hte Chromosomeninstabilitit wire als Folge zu erwarten.
Dies konnte in den vorliegenden Experimenten aufgrund zu kleiner Fallzahlen nicht
bestdtigt werden. Es zeigte sich keine Korrelation zwischen Alter und OTM-Wert. Die
Altersverteilung der Schleimhautspender war mit einer Breite zwischen 12 und 74 Jahren

und einem Durchschnittsalter von 41 sehr inhomogen.
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5.5 Optimierungsmaoglichkeiten

Da die Nasenschleimhaut gegeniiber Umweltnoxen stark exponiert ist, kann eine
vorbestehende Schidigung die Ergebnisse beeinflussen. Bei einem ausreichend groflen
Patientenkollektiv sollte deswegen eine Selektion der Schleimhautspender stattfinden, um
eine hohere Reproduzierbarkeit und Validitdt zu erzielen. Um die interindividuelle
Heterogenitidt im Comet-Assay zu reduzieren, miissen Schleimhautproben von Spendern
mit mdglichst vielen gleichen FEigenschaften verwendet werden. Die gefundenen

Ergebnisse sollten in Experimenten mit priméren epithelialen Zellen iiberpriift werden.

Wie schon in dreidimensionalen Zellkultursystemen gezeigt, spielt die Umgebungs-
atmosphiére der Epithelzellen eine gro3e Rolle [Le Visage C et al., 2004] [Grainger CI et
al., 2006]. In vivo ist lediglich die basale Seite des Epithels der Néhrstoff liefernden
Schicht zugewandt. Die apikale Seite wird von Luft umstromt. Nur diese wird direkt von
eventuellen Schadstoffen oder Refluxat erreicht. Durch Exposition der Miniorgankulturen
in einem biphasischen System, konnte man die Schadstoffe direkt dem Luftstrom zufiigen
und so eine lebensnahe Exposition simulieren. Analog der Schadstoffvernebelung durch
entsprechende Systeme auf air/liquid-Monolayerkulturen [Aufderheide M et. al., 2001]
[Wolz L et. al., 2002], konnte die der Luft zugewandte Epithelschicht intermittierend, in
variierbaren Intervallen, von Ldsungen verschiedener pH-Werte und Enzymzusammen-
setzungen des Refluxats {iberstromt werden.

Da sich die verschiedenen Zellzyklusstadien auf die Konfiguration der Kometen in
der Einzelzellgelelektrophorese auswirken, kdnnte man die Zellen vor dem Comet-Assay
mittels FACS-Analyse nach diesem Gesichtspunkt sortieren. Alternativ wire eine
Inkubation mit Colcemid® denkbar, um die Zellen zu synchronisieren und so die intra-

und interindividuelle Heterogenitdt zu verringern [mta-Verband].
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6 Schlussfolgerungen

Die Kombination aus Miniorgankulturen und Comet-Assay eignet sich fiir die
Untersuchung eines genotoxischen Potentials von saurem Reflux auf das Erbgut von
Nasenschleimhautepithelzellen. Um reproduzierbare Ergebnisse mit einer geringen
interindividuellen Streuung zu erhalten, sollten die Schleimhautspender eng definierten
Kollektiven mit weitgehend gleichen Eigenschaften zugefiihrt werden. Bedingt durch den
hohen Zellumsatz respiratorischen Epithels findet sich im Comet-Assay eine grof3e
interzelluldre Heterogenitit der OTM-Werte. Die Streubreite der Ergebnisse kann durch
eine, dem Comet-Assay vorgeschaltete, FACS-Analyse, durch die Selektion von Zellen,
die sich im gleichen Zellzyklusstadium befinden, reduziert werden. Desweiteren empfiehlt
es sich, dass die Versuche einer Reihe immer von derselben Person vorgenommen werden

und die Auswertung durch Kodierung der Objekttrager blind geschieht.

Der genotoxische Einfluss eines alleinigen pH-Abfalls des Umgebungsmilieus ist
eher moderat und unabhéngig davon, wie stark der pH-Wert erniedrigt ist. Die Beteiligung
weiterer Inhaltstoffe des Refluxats an der Tumorentstehung im oro- und nasopharyngealen
Bereich wird Gegenstand weiterer Untersuchungen mit der hier etablierten Methode sein.
In der Literatur finden sich zahlreiche Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der
Entstehung von Plattenepithelkarzinomen und dem pH-Wert des Umgebungsmilieus in

Kombination mit anderen mdglichen Bestandteilen des Refluxats wie Pepsin, Trypsin oder

Gallenséduren [Galli J, 2002] [Jolly AJ, Wild CP, Hardie LJ, 2004].
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7 Zusammenfassung

Einleitung:

In der vorliegenden Arbeit sollte eine Methode etabliert werden, um eventuelle
genotoxische Einfliisse von saurem Refluxat aus dem Magen auf menschliche
Nasenschleimhaut zu quantifizieren. Hierzu wurde eine Kombination aus Comet-Assay

und Miniorgankulturen als sinnvoll erachtet.

Material und Methoden:

Von 18 Patienten wurde nach Conchotomie die Mukosa der Nasenmuscheln als
Miniorgane  kultiviert. In zwei verschiedenen Versuchsanordnungen wurden
unterschiedliche Zeitregimes auf den FEinfluss, den sie auf die Induktion -eines
Erbgutschadens der Epithelzellen ausiiben, untersucht. Der entstandene DNA-Schaden
wurde mittels Comet-Assay quantifiziert. Als Mal} fiir die Schidigung diente der Olive-
Tail-Moment. Dieser wurde nach entsprechender Fluoreszenzfiarbung mit einer speziellen
Software am Fluoreszenzmikroskop ausgemessen. Die Schédigung bestand im Einwirken
von acht PBS-Losungen unterschiedlicher pH-Werte fiir jeweils eine Stunde. Die pH-
Werte wurden mit konzentrierter Salzsdure eingestellt Zu jedem Versuch wurde eine reine
PBS-Losung als Negativ- und eine H,O,-Losung als Positivkontrolle mitgefiihrt. Nach
dieser einstiindigen Exposition wurden die Epithelzellen der Miniorgane mit einem
bestimmten Enzymmix abverdaut und die Zellen nach Lyse der Zell- und Kernmembran
dem Comet-Assay unterzogen. Die erste Versuchsanordnung sah eine einfache Schadigung
am siebenten Kulturtag fiir jeweils eine Stunde vor. In der zweiten Versuchsanordnung
wurde die Schéddigung an drei aufeinanderfolgenden Tagen, mit jeweils einem Ruhetag
dazwischen, vorgenommen. Die Proben wurden entsprechend der ersten Versuchsreihe

behandelt.

Ergebnisse:

Es zeigte sich eine Erhohung der OTM-Werte der mit den sauren Losungen behandelten
Zellen gegeniiber der Negativkontrolle, die jedoch nicht fiir jeden getesteten pH-Wert
signifikant war. Der induzierte Erbgutschaden war fiir alle angesduerten Losungen recht
homogen, zeigte allerdings eine groBe Streubreite. Bei der kumulativen Schadigung konnte

kein Trend in eine bestimmte Richtung festgestellt werden. Nach Zuordnung der
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Zusammenfassung

Nasenschleimhdute hinsichtlich ihrer Spender zu verschiedenen Gruppen, wurde der
Einfluss unterschiedlicher exogener und endogener Noxen auf die Ergebnisse eruiert. Es
konnte mit den hier gewonnenen Daten kein Einfluss von Geschlecht oder
Zigarettenkonsum gefunden werden. Es zeigte sich aber eine positive Korrelation von
Alkoholkonsum und Allergien mit den OTM-Werten.

Schlussfolgerungen:

Miniorgankulturen und das Comet-Assay sind fiir Studien zur erbgutschidigenden
Wirkung sauren Refluxats auf nasale Schleimhaut gut geeignet. Um das System noch
aussagekriftiger zu gestalten, sollten die Miniorgane hinsichtlich ihrer Spender moglichst
identischen Gruppen zugeordnet werden. Eine vorgeschaltete Synchronisation des
Zellzyklusstadiums mittels FACS wire geeignet die Reliabilitit der Versuche weiter zu
erhohen. Die Auswertung muss blind erfolgen und immer vom selben Experimentator

vorgenommen werden.

Mit der hier etablierten Methode werden weitere Inhaltstoffe des Refluxats auf ihr

genotoxisches Potential und ihre Fahigkeit zur Apoptoseinduktion untersucht.
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9 Anlagen

9.1 OTM-Mittelwerte

OTM-Mittelwerte aller Versuche am ersten, siebenten, neunten und elften Kulturtag. Pro
Probe wurden bei jedem Versuch 100 Zellen ausgemessen, die auf zwei Objekttrager
verteilt waren, sodass sich hinter jedem Zahlenwert die OTM-Werte von insgesamt 100

Zellen verbergen.

Tabelle 5
neg Kontr H,0, 6,5 55 50 47 45 43 40 38
Tag1
29 99
26 6,4
58 10,2
1,9 114
53 93
MW 3,700 9,440
STABWN 1,553 1,667
Tag 7
47 19,4 12,9 25,1 14,1 19,0 14,8 15,1
28 225 13,2 10,3 9,0 6,7 11,0 137 13,6 15,3
35 21,7 42 13,0 92 83 28,3 25,6 25 12,5
92 25,4 19,9 96 18,3 24,4 11,2 26,8
55 26,1 21,2 132 139 11,9 139 6,2 21,0 44
9 18,6 6,0 15,0 15,1 15,2 12,7 10,0 18,6 87
6,5 92 8,1 54 10,1 85 58 88 13,0 10,8
54 97 97 6,2 55 54 46 10,0 48 18,9
6,3 133 10,2 8,6 52 76 6.2 48 34 5,0
6,2 5,1 10,0 56 58 7.1 6,1 48 37 5,6
1,5 23,2 37 13,2 09 74 10,1 34 78 35
45 10,1 77 39 32 28 41 39 40 6,4
1,2 29,3 2,0 1,9 08 1,7 21 1,5 1,6 2,2
16 239 22 29 44 27 11,2 26 6,2 7.2
22 12,5 42 35 29 32 1,7 26 1,5 34
94 13 74 87 10,9 6,6 98 6,5 10,3 10,7
35 20,3 98 45 15,1 12,8 7.8 11,1 115 136
96 21 76 44 46 35 47 8,0 52 23
MW 51 18 8,7 79 7,0 6,9 9,9 9,0 97 93
Tag 9
6,2 12 12,1 10,0 41 74 49 83
87 19,6 5,0 11,1 15,7 118 99 13,2
10,5 17,6 25,7 113 13,5 11,0 72 88
MW 8,5 16,4 14,3 10,8 1,1 10,1 73 10,1
Tag 11
4 15 7.0 96 15,0 12,9 6,8 13,0 17,2 9,1
23 13,1 43 6,5 6,7 6,7 25 29 1,8 25
44 92 11,0 6,8 98 9,1 7.1 59 98 59
93 10,9 12,5 14,7 17,6 16,6 13,0 16,6 10,0 133
MW 5 12,05 8,7 94 12,3 1,3 74 9,6 9,7 7,7
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9.2 p-Werte

Anlagen

p-Werte fiir den Vergleich der OTM-Werte fiir beide Versuchsreihen, sowie fiir den

Vergleich der OTM-Werte nach Zuordnung der Spender zu Gruppen die verschiedenen

Einflussfaktoren ausgesetzt waren. Das Signifikanzniveau wurde jeweils bei p < 0,05

festgelegt.

Tabelle 6: p-Werte fiir den Vergleich der DNA-Fragmentation von Epithelzellen humaner
nasaler Schleimhaut nach einmaligem Einwirken unterschiedlicher pH-Werte am
siebenten Kulturtag.

Positiv-
Kontrolle

pH 6,5

pH 5,5

pH 5,0

pH 4,7

pH 4,5

pH 4,3

pH 4,0

pH 3.8

Negativ-
kontrolle

0,000

0,021

0,026

0,060

0,068

0,010

0,034

0,010

0,022

Positiv-
kontrolle

0,000

0,000

0,000

0,000

0,001

0,000

0,001

0,001

pH 6,5

0,663

pH 5,5

0,825

pH 5,0

0,605

pH4,7

0,205

pH 4,5

0,724

pH 4,3

0,764

pH 4,0

0,835

Tabelle 7: p-Werte fiir den Vergleich der kumulativen Schdidigungen von Miniorgan-
kulturen mit verschiedenen pH-Werten an vier verschiedenen Tagen.

Vergleich | Negativ- | Positiv- | pH6,5 \ pH5,5 | pH5,0 \ pH4,7 |\ pH4,5 | pH4,3 | pH4,0 § pH3,8
Tag: kontrolle || kontroll
e
lund7 | 0,293 0,013
lund9 | 0,014 0,013
lund I1] 0,440 0,117
7und 9 | 0,690 0,702 0,068 [ 0,51710,193 0,959 0,684 | 0,924
Zund 11] 0,928 0,110 [0.987(0,530]0,260 0,104 ]0,493 0,884 | 0,995 0,665
9und 11] 0,154 0,132 0,42110,637]0,957 (0,375 0,588 | 0,923
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Tabelle 8: p-Werte fiir den Vergleich humaner nasaler Mukosazellen nach einmaliger
Behandlung mit acht unterschiedlichen pH-Werten von Mdnnern und Frauen

Negativ- | Positiv- | pH 6,5 | pH 5.5 | pH 5,0 | pH 4,7 § pH 4,5 | pH 4,3 | pH 40 | pH 3,8
kontrolle | kontrolle
0,573 0,268 | 0,762 | 0,706 | 0,374 | 0,183 | 0,468 | 0,854 | 0,495 | 0,838

Tabelle 9: p-Werte fiir den Vergleich der DNA-Fragmentation von nasalen Schleimhaut-
epithelzellen nach einmaligem Einwirken unterschiedlicher pH-Werte bei Rauchern und

Nichtrauchern

Negativ- | Positiv- | pH 6.5 | pHS5.5 | pH 5,0 \ pH4,7 | pH4,5 | pH 4,3 | pH 4,0 § pH 3,8
kontrolle | kontrolle

0,262 0,314 0,272 | 0,956 | 0,089 | 0,358 | 0,706 | 0,739 | 0,375 | 0,779

Tabelle 10: p-Werte fiir den Vergleich der DNA-Fragmentation von nasalen Schleimhaut-
epithelzellen nach einmaligem Einwirken unterschiedlicher pH-Werte mit und ohne

Alkoholkonsum

Negativ- | Positiv- | pH 6.5 | pH 5.5 § pH 5,0 | pH4,7 | pH4,5 | pH43 | pH 4,0 | pH 3,8
kontrolle | kontrolle

0,560 0,391 0,026 | 0,174 | 0,729 | 0,610 | 0,027 | 0,009 | 0,074 | 0,022

Tabelle 11: p-Werte fiir den Vergleich der DNA-Fragmentation von nasalen Schleimhaut-
epithelzellen nach einmaligem Einwirken unterschiedlicher pH-Werte bei Allergikern und

Nicht-Allergikern
Negativ- | Positiv- | pH 6.5 | pH 5.5 | pH 5,0 § pH4,7 Y pPH4,5 | pH4,3 | pH 4,0 | pH 3,8
kontrolle | kontrolle
0,421 0,016 | 0,479 | 0,528 | 0,331 | 0,662 | 0,457 | 0,820 | 0,443 | 0,819
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9.3 Herstellung der zur Kultur und zu den Versuchen notwendigen

Losungen

9.3.1 Miniorgane

Tabelle 12: Kultur der Miniorgane

+ 1ml PenStrep +
100ml AECGB-
Medium

Herstellung von bendtigte Anleitung
Substanzen
Agar zur 0,75% Agar in 750mg Agarpulver werden in 100ml DMEM
Beschichtung der 6- | DMEM gel6st in der Mikrowelle aufgelost und je 750ul pro
Well Platten Well aufgetragen
Néahrmedium 2,48ml Supplement |das Supplement, das Antibiotikum und das

Basis-medium werden zusammengegeben und

je 1ml des Gemisches in jedes Well pipettiert

Tabelle 13: Enzymatischer Verdau der Miniorgane

Enzymmix

Kollagenase
Hyaluronidase
Pronase

in AECGB-Medium
gelost

300mg Kollagenase, 300mg Hyaluronidase
und 600mg Pronase werden in 6ml AECG-
Medium gelost und je 600ul in jedes Cup mit
7 MOCs gegeben
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9.3.2 Einzelzellgelelektrophorese

Tabelle 14: Beschichtung der Objekttriger

Anlagen

Herstellung von

bendotigte Substanzen

Anleitung

Vorbeschichtung

1% NMP-Agarose in
Aqua destillata gelost

1g NMP-Agarosepulver wird in 100ml
Aqua destillata in der Mikrowelle
aufgelost die Objekttrager in die fliissige
Agarose getaucht. Die nichtbeschichtete
Unterseite wird abgewischt und die
Objekttrager auf der Warmeplatte

getrocknet

erste Agaroseschicht

0,6% NMP-Agarose
in PBS gelost

36mg NMP-Agarosepulver werden in der
Mikrowelle in 6ml PBS geldst und pro
Objekttrager 300ul aufgetragen, mit einem
Deckglaschen bedeckt und zum Erstarren

in den Kiihlschrank gelegt

zweite
Agaroseschicht
(Zellschicht)

0,5% LMP-Agarose
in PBS gelost

50mg LMP-Agarosepulver werden im
37°C Wasserbad in 10ml PBS geldst, die
Zellen werden in der Agarose
resuspendiert, sodass eine Zellzahl von
100 000 / ml entsteht. 85ul dieser
Zellsuspension werden auf jeden
Objekttrager augetragen, mit einem
Deckglédschen bedeckt und zum Erstarren

10min in den Kiihlschrank gelegt

dritte Agaroseschicht

0,5% LMP-Agarose
in PBS gelost

60ul werden als abschlieBende Schicht auf
jeden Objekttriager aufgetragen, mit einem
Deckglédschen bedeckt und fiir 10min zum

Erstarren in den Kiihlschrank gelegt
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Tabelle 15: Lyse

Anlagen

Herstellung von

bendotigte Substanzen

Anleitung

Lysestammldsung 146,4g NaCl (2,5M) | NaCl und Trizma Base in 500ml Aqua
1,2g Trizma Base bidestillata 16sen, Na2EDTA in 160ml
(Trishydroxy- Aqua bidestillata mit Zugabe von NaOH-
methylaminomethan) |Plitzchen 16sen, N-Laurylsarcosinat in
(10mM) 160ml Aqua bidestillata 16sen. Nach
37,2g Na2EDTA Vermischen aller Komponenten pH-Wert
(100mM) auf 10 einstellen und mit Aqua bidestillata
10g N-Lauryl- auf 11 auffiillen
sarcosinat 1%
Aqua bidest

Lysepufter Iml Triton alles gut im Messzylinder mischen
10ml DMSO
89ml
Lysestammlosung

Tabelle 16: Elektrophorese

Elektrophoresepuffer

3M NaHO-Losung
200mM NaEDTA
in Aqua destillata

100ml NaOH-Losung und 5Sml Na2EDTA
mit Aqua destillata auf 11 auffiillen und
auf 4°C kiihlen

Tabelle 17: Neutralisation

Neutralisations-puffer

48,5g Trizma Base

Trizma Base in 11 Aqua bidestillata 16sen,

Aqua bidestillata pH auf 7,5 einstellen
Tabelle 18: Fdrbung
Ethidiumbromidfirbe | 1%iges 2ul der Ethidiumbromidlésung mit Aqua
16sung Ethidiumbromid in destillata auf 1ml auffiillen

Aqua destillata
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Thesen

10 Thesen

Miniorgankulturen stellen gut die in vivo-Situation dar, und eignen sich deshalb fiir

genotoxikologische Untersuchungen.

Der Einfluss des gastropharyngealen/-laryngealen Refluxes auf die Schleimhaut des
oberen Aerodigestivtraktes kann anhand von Miniorgankulturen aus nasaler Mukosa

untersucht werden.

Durch die Moglichkeit einer kumulativen Schidigung kann man durch entsprechende

Versuchsanordnungen der in vivo-Situation relativ nahe kommen.

Durch pH-Absenkung des Umgebungsmilieus kann ein Erbgutschaden in den

Epithelzellen der Miniorgane induziert werden.

Im Comet-Assay ist der durch pH-Absenkung induzierte DNA-Schaden quanti-

fizierbar.

Je niedriger der extrazellulire pH-Wert, desto hoher die DNA-Schidigung und damit
das Olive-Tail-Moment.

Durch seine Sensitivitidt gegeniiber Einzelstrangbriichen und die Moglichkeit seines
Einsatzes auch bei kleinen Probenmengen, eignet sich der Comet-Assay gut fiir

genotoxikologische Untersuchungen mit Miniorgankulturen.

Fir die Auswertung des Comet-Assay ist es wichtig ein standardisiertes
Versuchsprotokoll auszuarbeiten, da sich nur kleine Anderungen im Ablauf auf die

Ergebnisse auswirken.

Eine Versuchsreihe sollte immer von derselben Person ausgewertet werden, da sich die
unterbewusst subjektive Technik des Experimentators in den Ergebnissen

widerspiegelt.

10) Gastropharyngealer/-laryngealer Reflux kann Tumoren im Naso- und Oropharynx

induzieren.

11)Die pH-Erniedrigung des Umgebungsmilieus ist ein wichtiger Faktor bei der

Tumorentstehung bei Patienten mit Laryngo-pharyngealem Reflux.
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12) Der extrazelluldire pH-Wert hat einen Einfluss auf die Stabilitdit des Genoms von

Epithelzellen des oberen Aerodigestivtraktes.

13)Je nach Stirke der extrazelluldren pH-Wert-Erniedrigung, kann dieser einen geno-

toxischen Einfluss ausuben.

14)Je saurer das Umgebungsmilieu, desto hoher ist der induzierte DNA-Schaden der
Epithelzellen.

15) Vorbestehende Erbgutschiddigung beeinflusst die Widerstandsfahigkeit des Genoms

gegeniiber weiterer Noxeneinwirkung.
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