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Referat und bibliographische Beschreibung

Aufgrund epidemiologischer Studien wird geschatzt, dal? bei der Entstehung von tber 70%
der Krebserkrankungen exogene Faktoren eine Rolle spielen. Hauptrisikofaktoren fir die
Karzinomentstehung im oberen Aerodigestivtrakt sind neben der beruflichen Schadstoff-
exposition und individuell sozio6konomischen Faktoren der chronische Tabak- und Alkohol-
konsum. Das gehéufte Auftreten von syn- oder metachronen Zweitkarzinomen bei Patienten
mit Karzinomen im Kopf-Halsbereich wird mit dem Konzept der Feldkanzerisierung erklart,
das von einer Gesamtschadigung der Schleimhaut des oberen Aerodigestivtraktes durch o.g.
Noxen ausgeht. Das Erlangen von reproduzierbaren Mel3daten, die in Abhangigkeit ihrer
Schadstoffwirkung skaliert werden, kénnte zur Grundlage von Richtlinien zur Friherkennung
von Hochrisikopatienten werden.

Der Mikrokerntest ist ein in der Mutationsgenetik etabliertes Verfahren zur Evaluierung
chromosomaler Schaden durch gentoxische Substanzen. Mikrokerne repréasentieren
Aberrationen, denen ein Bruchereignis vorausging und sind somit als Mal3 der
chromosomalen Schadigung zu werten. Sie erscheinen als zytoplasmatische Chromatinmasse
neben dem eigentlichen Hauptkern und farben sich wie dieser an.

In der vorliegenden Studie wurde der Zusammenhang von Schadstoffexposition mit einer
diffusen Schadigung des Chromosomensatzes bei der Tumorentwicklung auf zytologischer
Ebene untersucht.

Mit Hilfe des Mikrokerntests wurden an der gesunden Schleimhaut des oberen
Aerodigestivtraktes klastogene und aneugene Wirkungen von chemischen und physikalischen
Noxen in Abhangigkeit vom Schadstoffeintrag nachgewiesen. Von Probanden mit und ohne
Alkohol- und Tabakexposition, sowie von Patienten mit Plattenepithelkarzinomen im Kopf-
Halsbereich und praneoplastischen Veranderungen wurde von beiden Wangeninnenseiten
zytologische Abstriche entnommen und die Mikrokernrate auf 1000 Schleimhautzellen
seitengetrennt bestimmt.

Nach statistischer Auswertung der durch einen standardisierten Fragebogen erhobenen Daten
zur Genul3mittel- und Schadstoffexposition sowie der lichtmikroskopisch bestimmten
Mikrokernfrequenzen zeigte sich eine signifikante Erhéhung der Mikrokernrate im Mittel bei
den Tumor- und Leukoplakiepatienten im Gegensatz zu den gesunden Probanden. Am
geringsten fiel die Mikrokernrate bei den Nonabusern aus. Als wesentlichste Einflul3grof3e auf
die Mikrokernfrequenz stellte sich der Tabakkonsum heraus. Es zeigte sich ein hoch
signifikanter Zusammenhang zwischen Tabakkonsum und Mikrokernrate mit positiver
Korrelation. Fur die weiteren untersuchten Noxen lief3 sich lediglich bei Exposition mit
Losungsmitteln ein Zusammenhang mit der Mikrokernrate im Sinne einer signifikant

positiven Korrelation herausstellen. Alle anderen untersuchten Noxen zeigten keine
EinfluBnahme auf die Mikrokernrate. Hinsichtlich der Seitendifferenz konnten keine
Unterschiede nachgewiesen werden, was die These einer Feldkanzerisierung unterstutzt. Bei
der Bestimmung des relativen Risikos an einem Kopf-Halskarzinom zu erkranken, ergab sich
unter Berucksichtigung des Rauchverhaltens ein 8,04 fach erhohtes Risiko, wenn die
Mikrokernrate von 19,5 pro 1000 Schleimhautzellen tGiberschritten wird. Die
epidemiologisch-statistischen Arbeiten von Maier et al. konnten in Hinsicht eines erhdhten
Krebsrisikos bei chronischem Tabakkonsum bzw. Exposition von organischen
Losungsmitteln auf zellularer Ebene bestatigt werden.

Der Mikrokerntest weist chromosomale Schaden der Schleimhaut des oberen Aerodigestiv-
traktes zweifelsfrei nach und ist in Kombination mit weiterfihrenden quantitativen
immuncytochemischen Untersuchungen zum Proliferationsstatus und zur Expression von
Tumorsupressorgen- und Onkogenprodukten an gesunden Schleimhautzellen einsetzbar.
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1. Einleitung

Fur die malignen Tumoren des Kopf - Hals - Bereiches lal3t sich in der Mehrzahl der
europaischen Lander eine eindeutige Zunahme der Inzidenz und Letalitat in den letzten
zwei Jahrzehnten epidemiologisch statistisch belegen. Hauptrisikofaktoren sind neben
verschiedenen untergeordneten Arbeitsplatznoxen, der chronische Tabak- und
Alkoholabusus (Maier et al. 1990,1991; Esteve et al. 1996, Seitz et al. 1998).

Die Tatsache, dal} viele der Patienten mit Mundhohlen-, Rachen-, oder
Kehlkopfkarzinomen an syn- oder metachronen Zweitkarzinomen erkranken, wurde
erstmals von Slaughter und Mitarbeitern 1953 (Slaughter et al 1953) beschrieben und mit
dem Konzept der Feldkanzerisierung erklart. Zweit- oder Drittkarzinome entwickeln sich
je nach Studie bei 7 bis 30 % der betroffenen Patienten (Shapsay et al. 1980; Vries De N
et al. 1986; Mohadjer C et al. 1996; Jones et al. 1995).

In dieser Studie soll der Zusammenhang von exogenen Noxen, insbesondere Zigaretten-
und Alkoholkonsum, mit einer diffusen Schadigung des Chromosomensatzes auf
zytologischer Ebene mit Hilfe des Mikrokerntests dargestellt werden. Dabei gingen wir
von der o0.g. Uberlegung aus, daR eine Schadigung der gesamten Schleimhaut des oberen
Aerodigestivtraktes im Sinne einer Feldkanzerisierung (nach Slaughter) vorliegt.

Der Friherkenung von praekanzerdsen Veranderungen der Schleimhaut muf3 besondere
Bedeutung im Rahmen kunftiger Préaventionsstrategien zugedacht werden, da trotz

multimodaler Therapiekonzepte eine deutliche Verbesserung der Heilungsquoten,

besonders in fortgeschrittenen Tumorstadien, nicht zu erkennen sind.

Die Suche nach geeigneten Biomarkern, die eine Friherkennung des betroffenen

Gewebes anzeigen und mogliche Hochrisikopatienten erkennen lassen, ist ein

Schwerpunkt in der Praventionsforschung (Papadimitrakopoulouléosd).

Abb.1 Gesunde Mundschleimhautzellen unter dem Lichtmikroskop bei 400-facher
Vergrof3erung:




1.1. Mikrokerne

Mikrokerne (MK) stellen eine zytoplasmatische Chromatinmasse neben dem eigentlichen
Zellkern dar und farben sich wie dieser an (Abb.2). Sie sind kleiner als der Hauptkern
und kdnnen aus ganzen Chromosomen bestehen, die durch Anaphase-lagging nicht in die
Tochterkerne integriert werden. Spindelgifte (z.B. Colchizin) erzeugen Mikrokerne,
indem sie ein Anaphase-lagging von einem oder mehreren Chromosomen bewirken. D.h.
die Chromosomen werden nicht auf Tochterkerne verteilt, sondern bleiben in der
Aquartorialebene zwischen den Tochterkernen liegen (Fenech und Morley 1989).
Colchizin induzierte MK enthalten Zentromere (Spindelfaseransatz), also ganze
Chromosomen (aneugene Schéaden) und sind grofRer als MK, die aus Chromosomen-
fragmenten bestehen (Abb. 3).

Andererseits konnen MK aus azentrischen Chromosomenfragmenten bestehen (Abb. 3),
die aufgrund des fehlenden Zentromers keinen Anheftungspunkt fur eine Spindelfaser
aufweisen (Fenech 1993). Selbige stellen Aberrationen dar, denen ein Bruchereignis
(klastogener Schaden) vorausging (Andrae 1996).

Mikrokerne sind somit ein Mal3 der chromosomalen Schadigung (Evans et al. 1959).
Allerdings besteht keine direkte quantitative Beziehung zwischen Chromosomen-
aberrationen und Mikrokernrate, da ein Teil der Aberrationen nicht zur Fragmentbildung,
sondern zu Inversionen bzw. Translokationen fuhrt.

Abb.2 Mikrokern unter dem Lichtmikroskop bei 400-facher VergréRerung:




Abb.3 Mikrokern-Test: schematische Darstellung der Entstehung von Zellen mit
Mikrokernen aus a) ganzen Chromosomen und b) azentrischen Chromosomen-

Fragmenten (nach Andrae 1996)
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1.2. Entwicklung des Mikrokern-Testes

Schon seit der ersten Halfte unseres Jahrhunderts ist der Zusammenhang zwischen
radioaktiver Strahlung, Mikrokernbildung und Chromosomenschaden bekannt. In den
50-er Jahren beobachteten Evans und Mitarbeiter nach radioaktiver Bestrahlung von
Pflanzenzellen, dal} eine erhdhte Anzahl von Mikrokernen die Folge war (Evans et al.
1959).

Zu Beginn der 70-er Jahre begann man mit Hilfe des MK-Tests Substanzen routinemaliig
auf ihre Mutagenitat hin zu prufen. Dazu fuhrten Heddle und Mitarbeiter in vivo
Versuche am Knochenmark von Kleinsaugern durch (Heddle et al. 1973). Diese Technik
wurde spéater spezifiziert indem man Tests an polychromatischen Erythrozyten von
Kleinsdugern vollzog (Schmid 1973).

Untersuchungen am Knochenmark bringen jedoch erhebliche Schwierigkeiten mit sich,
insbesondere bei der Entnahme am Menschen. Deshalb wurde nach anderen Zellsystemen
gesucht, mit denen ebenfalls reproduzierbare Ergebnisse erzielt werden.

Mitte der 70-er Jahre begann man mit der Durchfihrung von in vitro Tests an
menschlichen Lymphozyten (Countryman und Heddle 1976, Countryman 1977). Da aber
in vitro Tests unter kinstlichen Bedingungen durchgefiihrt werden und Ergebnisse, die




am Tiermodell gewonnen werden, nicht ohne weiteres auf den Menschen ubertragbar
sind, stellte sich die Frage nach einer effizienten und einfach durchzufuhrenden Methode
zum Nachweis von Mikrokernen am Menschen.

Diese einfache Nachweismethode von Mikrokernen beinhaltet die mikroskopische
Auszahlung an cytologischen Abstrichen, zundchst zur Abschatzung einer eventuellen
karzinogenen Wirkung von Umwelt- und Genul3giften. Spater wurde der MK- Test auch
zum Nachweis dysplastisch bzw. leukoplakisch veranderter Schleimhaut eingesetzt.
Stich et al beschrieben 1984 die Mdglichkeit des Nachweises chromosomaler Schaden
mit Hilfe des MK-Tests an der Mundschleimhaut, an den Bronchien (Sputum), der
Harnblase (Zentrifugierung von Urin), an Cervixabstrichen und an oesophagealen
Biopsien (Stich et al. 1984). Sie konnten z.B. eine erhOhte Mikrokernrate bei
BethelnuRkauern und Konsumenten von Kautabak an Mundschleimhautabstrichen
feststellen (Stich et al. 1982, Stich et al. 1984). Sarto et al untersuchten buccale
Schleimhautabstriche von Rauchern und Alkohol-Abusern und fanden eine signifikant
erhbhte MK-Rate gegenuber den Non-Abusern. Desweiteren steliten sie fest, daf? die
Zahl der MK mit Stoérungen des Spindelapparates bei beiden Gruppen gleich war (Sarto
et al. 1987).

In den 90-er Jahren erfolgte eine forcierte Anwendung des MK-Tests. Insbesondere
wurden verschiedene berufliche Expositionen sowie Umwelt- und Genul3gifte im
Einzelnen auf ihre Kanzerogenitdt hin Uberprift. Um reproduzierbare Ergebnisse zu
erlangen, kam die Forderung zur Schaffung von Mikrokern-Basisdaten auf. Mit Hilfe der
Cytokinesis-Block-Methode an humanen Lymphozyten, in der die Zytokinese, nach
vollstandiger Teilung des Zellkernes, gestoppt wird, standen genauere MelRmethoden
zur Verfigung. Nun war es mdglich durch Auszahlung von Mikokernen ausschlief3lich in
soinucleated cells®, nur sich teilende Zellen in die Auswertung einzubeziehen (Fenech M
1986, 1993). Zu den wichtigsten demographischen Variablen, die auf die Mikrokernrate
Einflul3 nehmen, stelite Fenech Alter und Geschlecht heraus. Mit zunehmendem Alter
kommt es zu einem Anstieg der Mikrokernrate. Frauen weisen hohere Mikrokernzahlen
als Manner auf ( Fenech M 1998).

Weiterhin wurde der Mikrokerntest in der Verlaufsbeobachtung von prékanzerdsen
Veranderungen (z.B. Leukoplakien der Mundschleimhaut) unter therapeutischen
Malinahmen eingesetzt (Stich et al. 1989, Stich et al. 1991).

1.3. Chemische Kanzerogenesgsynonym: Karzinogenese, Onkogenese)

Die Erkrankung Krebs gehdrt zweifellos zu den dringendsten Herausforderungen der
heutigen Medizin. Das griechische Wort fur Krebs ,carcinos“ geht auf Hippokrates
zurlick, das lateinische Wort ,cancer” auf Celsus. ,Wie eine Krabbe ihre Gliedmal3en aus
allen Teilen ihres Korpers nach auf3en steckt, so schwellen bei dieser Krankheit die
Venen auf, breiten sich aus und bilden eine &hnliche Figur* beschrieb Galen diese
Erkrankung. Die Erkrankung Krebs ist bereits lange vor unserer Zeitrechnung bekannt,
wie z.B. eine recht genaue Beschreibung des Blasenkrebses der im Niltal lebenden
Bauern aus dem Papyrus Ebers zeigt.




Tab.1: Chemische Substanzen als Krebsursache (aus Marquart 1994):

Vermutetes Organ Entdecker Jahr
Kanzerogen
Schnupftabak Nase Hill 1761
Ruf3 Scrotum Pott 1775
Pfeifen-Rauchen Lippe Soemmering 1795
Kohlenteer Haut v. Volkmann 1875
Farbstoffe Harnblase Rehn 1895
(aromatische Amine)
Rontgenstrahlen Haut van Trieben 1902
radioaktive Uhr-Farben Knochen Martland 1929
Nikotinabusus Lunge,Blase Lickint 1930
Asbest Lunge Gloyne 1932
Sonnenlicht Haut Molesworth 1937
Chromate Atemwege Pfeil 1935
Buttergelb (4-Dimethyl- Leber Kinosita 1936
amino-Benzol)
Kadmium Prostata Kipling, Waterhouse 1967

Die Entstehung von Krebs kann durch verschiedene Faktoren ausgeltst werden. Zu
diesen Faktoren z&hlen genetische Pradisposition durch Vererbung, Umwelteinfliisse,
Lebensgewohnheiten, physikalische Faktoren wie z. B. energiereiche Strahlung oder
chemische Stoffe (Tab.1). Durch das Zusammenwirken dieser Krebsrisikofaktoren wird
ein als Kanzerogenese bezeichneter Prozeld eingeleitet, der zu einer ungeordneten
Proliferation der Zielzellen fuhrt. Dieser Prozel3, der den Zeitpunkt des Einwirkens eines
Kanzerogens bis zum Auftreten eines Tumors umfal3t, kann beim Menschen eine
Latenzzeit von Jahren bis Jahrzehnten betragen.

1.4. Das Mehrstufenkonzept der Krebsentwicklung

Die Grundlage fur das heutige Verstandnis der Kanzerogenese als Mehrstufenprozel
schufen zu Beginn der 40-er Jahre Beerenblum (Beerenblum et al. 1941) mit ihren
Untersuchungen zur Tumorerzeugung an der Haut von M&usen durch polycyclische
aromatische Kohlenwasserstoffe und einem stark hautreizenden Pflanzenprodukt, dem
Crotondl. Allein appliziert waren sie unwirksam, in Kombination zeigten sie eine stark
kanzerogene Wirkung. Sie beobachteten weiterhin eine bestimmte Reihenfolge der
Applikation, die sich entscheidend auf die Tumorentwicklung auswirkte. Nur wenn
zuerst polycyclischer Kohlenwasserstoff verabreicht wurde und anschlie3end Crotondl,
kam es zur Tumorentwicklung. Die umgekehrte Applikation war unwirksam. Daraus war
ersichtlich, dafld zwei verschiedene Vorgange notwendig sind, die zur Tumorentwicklung
fihren. Diese wurden als Initiation und Promotion bezeichnet.




Abb. 4: Schema der Tumorentstehung und Tumorprogression (nach Bosch
1991):
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Der Prozel3 der Kanzerogenese ist demzufolge ein in Phasen ablaufender Vorgang, der
durch die irreversible Schadigung des Genoms der Zeliation ), der Vermehrung
initiierter Zellen Promotion) und der zunehmenden Malignitéat der initierten Zellen
(Progressior) beschrieben wird (Abb. 4).

1.4.1.Initiation

Zu Beginn der Kanzerogenese steht das Einwirken von mutagenen bzw. genotoxischen
Substanzen. Diese treten in Wechselwirkung mit der DNA des Zellkerns und fihren zu

Mutationen, die nach der ersten Zellteilung bei mangelhafter Reparatur als irreversibler

Schaden erhalten bleiben. Initiation und Promotion sind nicht unabhangig voneinander zu
betrachten, da die initierte Zelle sich in Gegenwart eines Promotors starker vermehren
kann als normale Zellen (Schulte-Hermann et al 1994).

1.4.2. Promotion

Unter Tumorpromotion versteht man den Prozel3 der Beschleunigung und Verstarkung
vorausgegangener Initiation. Durch Proliferation initierter Zellen entstehen praneo-

plastische Zellpopulationen mit identischen Mutationen (Deml 1996). Dieser Prozel}

kann Wochen, Monate oder Jahre dauern. Nach langerer Unterbrechung kann die
Wirkung einer promovierenden Substanz verschwinden. Daher kann die Tumor-

promotion in der frihen Phase als reversibel gelten (Schulte-Herrmann et al. 1994).
Tumorpromotoren gehdren unterschiedlichen Stoffklassen an und verfligen Uber
verschiedene Wirkmechanismen.




1.4.3. Progression

Durch Initiation und Promotion entstehen zunéchst gutartige Tumoren. Den Ubergang
vom benignen zum malignen Tumor bezeichnet man als Progression. Diese Umwandlung
ist wie die Initiation irreversibel. Wahrend der Vermehrung der praneoplastischen Zellen
der Promotionsphase erhoht sich die Wahrscheinlichkeit weiterer Mutationen in diesen
Zellen, die bereits einen genetischen Schaden durch die Initiation tragen. Es treten in der
Progressionsphase vermehrt chromosomale Schaden und Aneuploidie auf (Deml 1996).
Die zunehmende genetische Instabilitdt der Tumorzellen ist charakteristisch fur diese
Phase. Dadurch besteht eine erhohte Wahrscheinlichkeit der Auspragung von
Tumorheterogenitaten und der Tumorprogression unter Bildung von metastasierenden
Subklonen (Bosch 1991).

1.5. Epidemiologie von Kopf-Hals-Tumoren

In der Bundesrepublik Deutschland a3t sich eine eindeutige Zunahme der Inzidenz und
Letalitat fur maligne Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches statistisch belegen (Tab.2).
Hauptrisikofaktoren bei der Karzinomentwicklung sind neben der Dberuflichen
Schadstoffexposition und individuell sozio6konomischen Faktoren der chronische
Tabak- und Alkoholkonsum. Dies lalt sich in weltweit durchgefiihrten Studien
epidemiologisch-statistisch belegen. Tabak- und Alkoholabusus stehen an der Spitze der
vermeidbaren Todesursachen (Malter und Suss 1989). Bis zu 30 % aller Krebsfalle in
den Industriestaaten werden durch das Rauchen verursacht (Hecht et al. 1991). Manner
erkranken 2- bis 6mal haufiger als Frauen.

In der Bundesrepublick Deutschland ist unter den Kopf- Halstumoren ein Anstieg der
Mortalitat seit 1952 nachweisbar. Das Auftreten von Kehlkopfkarzinomen hat sich
nahezu verdoppelt, Mundhohlen- und Rachenkrebserkrankungen stiegen um das
ungeféahr 6-fache an (Neumann et al. 1988). Heute liegt die Neuerkrankungsrate fur
Tumore im Mund-Rachenraum in Europa bei 2-4%. In Deutschland wird die Inzidenz fir
Oropharynxkarzinome auf ca. 5000 Félle pro Jahr geschatzt (Statistisches Bundesamt
1995).

Ein schwerwiegendes Problem bei den Patienten mit Plattenepithelkarzinomen des
oberen Aerodigestivtraktes stellen Zweittumoren oder multiple Prim&rtumoren dar.

Die Mehrzahl dieser als synchron oder metachron bezeichneten Zweittumore entwickeln
sich im selben Organ bzw. Organsystem, also im Bereich des Respirations- oder
Verdauungstraktes mit einer Inzidenz von 15-30% (Snow et al. 1991). Die Lokalisation
des Zweitkarzinomes ist abhéngig von der des Index-Tumors. Untersuchungen zeigten
ein hoch signifkantes Auftreten von Zweitkarzinomen im Digestivtrakt, befand sich der
Index-Tumor im Hypopharynx oder der Mundhothle (Digestiv-Achse). War der Index-
Tumor im Larynx lokalisiert, entwickelten sich Zweitkarzinome hoch signifikant im
Kehlkopf oder der Lunge (respiratorische Achse). Trat der Index-Tumor im Bereich der
Mundhohle oder des Oropharynx auf, entwickelten sich Zweitkarzinome in beiden
Achsen (Mischachse). Die ist erklarbar durch den von Slaughter et al. beschriebenen
Mechanismus der Feldkanzerisierung (Leon X et al. 1998)

Zweitkarzinome haben eine schlechte Prognose. Eine engmaschige Kontrolluntersuchung
der Patienten ist daher mindestens halbjahrlich indiziert (Gluckmann et al. 1990).




Tab.2: Standardsierte Mortalitétsraen an Kehlkopfkrebs (pro 100 OO@&inwohrer);
Weltstandard, Méarer (Zaonski et d. 1991):

Land 1965 1985
Frankreich 11,0 9,6
Spanien 6,5 7,3
Italien 57 6,4
Griecherland 3,9 3,7
Polen 2,9 7,3
Deutschland 2,1 2,6
England 2,0 1,7
Niederlande 15 1,6
Norwegen 0,6 1,2

1.6. Rauchen als Krebsrisiko

Sdon in der Zét des 30iEhrigen Krieges wurde der Gald desTabaks ds ,trockene
Trunkenheit* beschrieben. Erste klinische Berichte Uber die gesundheitlichen Folgen des
Raudens finden sch am Ende des 18. Jaehundetts. DerFrankfurter Chirurg Sommering
besdrieb 17% das hauige Autreten von Lippenkrebs an der Untedippe von
Pfeifenraudbem (Hoffmannet d. 1994).

Mit der indudrielen Hergellung von Tabakwaren kam es zu Bemn des 20.
Jahrhunderts zu einem erheblichen Anstieg des Zigarettenkonsums. Ungefdhr zwel
Jawrzehnte nach Begnn dieses Anstiegs war & paallel verladender Anstieg der
Krebsfdle bei Raudiem zu beobaditen. Heue z&lt der Gewul3 von Tabakwaren zur
wichtiggen vermeidbaren Todesursaloe.

Hinsichtlich seiner kanzerogenen Potenz nimmt der Tabak eine Sonderstellung ein, da
nicht nur de Inhalation des Rauges kanzerogen au die Schieimhaut der Bronchien und
desoberen Aerodigesivirakies wrkt, sondern aud die Inhaltsgoffe der Tabakpflanze an
sich. Das Schnupfen von Tabak bestzt ebenfalls a@ne karaznogene Wirkung ad die
Nasenschleimhauit.

Das Kauen der mit einem Tabakblatt umwickelten Betelnisse in Asien fuhrt zu einer
erhbhten Rate won Mundhohlenkarzinomen, wéahrend das Kauen der Betelnuld ohne
Tabakumhillung gch ds wat weniger kanzerogen erwies. mit zagte sch der

-8-



Speichel- Tabakextrakt als hauptverantwortlich fir die Entstehung dieser Art von
Mundhdhlenkrebs (Schmahl 1991).

Wie schon erwahnt gilt es als medizinisch bewiesen, dal3 chronischer Nikotinabusus die
Entstehung von Krebs in verschiedenen Organen hervorruft (Tab.3). Untersuchungen
von Zankl et al zeigten ein bis um das 30-fach erh6htes Risko fir Raucher an einem
Mundhdhlenkarzinom zu erkranken (Zankl et al. 1987).

Insbesondere gilt dies in Verbindung mit chronischem Alkoholkonsum als Kokanzerogen

bzw. Promotor fur Plattenepithelkarzinome des oberen Aerodigestivtraktes (Seitz et al
1998). Maier et al stellten beispielsweise einen mehr als doppelt so hohen Konsum von
Tabak und Alkohol bei den Tumorpatienten gegentber den Kontrollpersonen in einer

Fallkontrollstudie fest (Maier et al. 1991).

Tab.3: Krebsrisiko bei Rauchern; Nichtraucherrisiko:1 (aus Zankl und Zieger, 1987):

Krebsart Risiko
Lungenkrebs 10 - 40
Zungenkrebs 4-33
Mundhdhlenkrebs 8-30
Kehlkopfkrebs 5-16
Zahnfleischkrebs 5-14
Gaumenmandelkrebs 7-11
Speiseréhrenkrebs 2-8
Bauchspeicheldriisenkrebs 2-3
Nierenkrebs 2-3
Blasenkrebs 2

1.6.1. Inhaltsstoffe des Tabaks

Beim Rauchen einer Zigarette unterscheidet man die inhalierte Komponente des
Tabakrauches, den Hauptstromrauch, von dem Nebenstromrauch, der beim Verglimmen
der Zigarette wahrend der Zugpausen entsteht und zur Luftverunreinigung beitragt.

Haupt- und Nebenstromrauch unterscheiden sich in ihrer Zusammensetzung auf Grund
unterschiedlicher Temperatur und Sauerstoffversorgung bei der Verbrennung. Durch den




Luftzug bei der Inhalation hat der Hauptstromrauch eine gunstigere Sauerstoffversorung
und entsteht bei einer Temperatur von ca. 900°C. Der Nebenstromrauch entsteht bei
einer Verbrennungstemperatur von ca. 600°C (IARC 1986). Durch die niedrigere
Temperatur und die dadurch resultierende schlechtere Verbrennung enthalt der
Nebenstromrauch einen hoéheren Anteill an krebserregenden und cytotoxischen
Substanzen. Bis auf einige Ausnahmen sind diese Substanzen um das 2- bis 100-fache
hoher vertreten als im Hauptstromrauch (IARC 1986, Adams et al 1887).

In der Gasphase des Zigarettenrauches konnte man bis heute 400-500 chemische
Verbindungen identifizieren, in der Partikelphase (Zigarettenteer) mehr als 3500
(Hoffmann et al 1994).

Zu den Hauptbestandteilen der Gasphase zéahlen Stickstoff, Sauerstoff, Kohlendioxid und
Kohlenmonoxid. Die wichtigsten toxischen und kanzerogenen Wirkstoffe sind
Kohlenmonoxid, = Ammoniak, Stickstoffoxide, = Cyanwasserstoff, Formaldehyd,
Acetaldehyd, Pyridin und flichtige Nitrosamine (Hoffmann et al 1994) .

Die Hauptkomponenten der Partikelphase sind die Nicotiana-Alkaloide, deren
wichtigster Vertreter das Nikotin selbst ist. Weitere Bestandteile sind Terpene,
Fettsaureester und Paraffine, die teilweise unverandert in den Rauch tbergehen.

Durch Pyrosynthese wahrend der Verbrennung des Tabaks, entstehen Naphtaline und
mehr als 60 im Rauch identifizierte polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe.
Wahrend der Tabakaufbereitung und des Rauchens kommt es auf3erdem zur Bildung von
tabakspezifischen N-Nitrosaminen (Hoffmann et al. 1994).

Der Tabakteer enthalt aromatische Amine (Blasenkanzerogene), heterocyclische
Kohlenwasserstoffe, Fettsauren und Fettsdureester sowie Pflanzensteroide und
Polyphenole.

Weiterhin konnten im Tabak bis zu 30 Metalle (Arsen, Chrom, Nickel, Cadmium, Blei,
Selen, Polonium) als Oxide oder Salze in Form von Spurenelementen identifiziert werden
(Hoffmann et al. 1994, Bache et al. 1985, Gutemann et al. 1987, Bache et al. 1987).

1.6.2. Kanzerogene im Tabakrauch

Die wichtigsten Kanzerogene des Tabakrauches (Tab.4) sind die N-Nitrosamine
(Plattenepithelkarzinome des oberen Aerodigestivtraktes), die polycyclischen
aromatischen Kohlenwasserstoffe mit dem Benzo(a)pyren als Hauptvertreter, die
aromatischen Amine, Aldehyde (Tumoren der Nasenschleimhaut), Benzol (myeloische
Leukdmie) und anorganische Verbindungen (Hoffmann et al. 1994). Fast alle im
Tabakrauch enthaltenen Kanzerogene stellen Prokanzerogene dar, die auf eine
enzymatische Aktivierung, vornehmlich durcl#$0 Isoenzyme, angewiesen sind, um ihr
kanzerogenes Potential zu entwickeln (Hecht 1997).

Durch Inhalation von Tabakrauch werden die Flimmerepithelien der Atemwege gelahmt
mit der Folge des Verhaltes von Bronchialsekret und einer verlangerten direkten
toxischen Wirkung der verschiedenen schadigenden Substanzen.
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Tab.4: Tumorigene Verbindungen im Tabakrauch und ihre Zielorgane (nach Hoffmann

et al. 1994):
Organ Tumor-Initiator Tumorférdende
oder Kanzerogen Faktoren
Lunge, Kehlkopf PAK Katechol
NNK (Kokarzinogen)
Polonium 210 (geringe Bedeutung) Tumor-Promotor
Formaldehyd (schwach saure Fraktion)
Acetaldehyd Acrolein
Mundhdhle PAK Reizung (?)
NNN Herpes simplex (?)
Speiserthre NNN Alkohol
Pankreas NNK Diat, Alkohol
Harnblase 4-Aminodiphenyl
2-Naphthylamin

PAK= Polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe
NNK= 4-(MethylInitrosamino-)1-(3-pyridil-)1-butanon
NNN= N’-Nitrosonornikotin

1.6.3. Die Hauptschadstoffe des Tabakrauches

Nitrosamine des Tabaks

Die tabakspezifischen Nitrosamine werden zum Teil schon in der Tabakpflanze selbst
gebildet. Der weitaus grol3ere Anteil entsteht jedoch bei der Weiterbehandlung des
Tabaks. Die wichtigsten Vertreter sind das 4-(N-Nitrosomethylamino)-1-(3-pyridyl)-1-
butanon (NNK) und das N-Nitrosonornikotin (NNN), die aus dem Anteil des
Tabakblattes an Nikotin und Alkaloiden gebildet werden (Hecht et al. 1994). Insgesamt
wurden in Tabakprodukten 7 verschiedenen tabakspezifische Nitrosamine identifiziert,
die mit der Entwicklung von Karzinomen im Bereich des oberen Aerodigestivtraktes, der
Lunge und des Pankreas in Zusammenhang gebracht werden (Amin et al. 1996, Hecht et
al. 1993). Durch metabolische Aktivierung in der Zelle entfalten sie ihre volle
Wirksamkeit und fuhren zu Einzelstrangbriichen der DNA und zur Hemmung des DNA-
Reparatursystems (Hecht et al. 1993, Hecht et al. 1987).
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Polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK)

PAK sind in der Partikelphase des Zigarettenrauches nachweisbar und stellen 11
kanzerogene Verbindungen mit dem Hauptvertreter Benzo(a)pyren dar. Benzo(a)pyren
fuhrt als Kontaktkanzerogen zu einer erhdhten Inzidenz von Tumoren des oberen
Aerodigestivtraktes und der Lunge. Die vom Raucher inhalierten Dosen der PAK sind
mit ihrer Bedeutung als wichtige Faktoren fir die Induktion von Tumoren, insbesondere
des Lungenkrebses und Tumoren des oberen Aerodigestivtraktes, vereinbar (Hoffmann
et al 1994). Ein Raucher, der 40 Jahre lang 40 Zigaretten pro Tag raucht, inhaliert etwa
12 mg Benzo(a)pyren (0,16 mg/kg). Da die kanzerogene Wikung des Benzo(a)pyrens
noch durch tumorfordernde Verbindungen im Rauch, wie Phenol, potenziert wird, muf3
man dieser Substanz, zusammen mit den anderen PAK, eine bedeutende Rolle bei der
Karzinomentwicklung von Rauchern zuschreiben (Hoffmann et al. 1994).

Schwermetalle

Den o0.g. im Tabakrauch enthaltenen Spuren von Schwermetallen konnten im Tierversuch
krebserzeugende Wirkungen, insbesondere des Cadmiums und Nickels, nachgewiesen
werden (Hoffmann et al. 1994). Beim Menschen wurde eine kanzerogene Wirkung des
im Rauch enthaltenem Cadmiums auf Grund der geringen Konzentration (24-43
ng/Zigarette) bisher nicht nachgewiesen (Hoffmann et al 1994). Polonium allerdings gilt
auf Grund seinew-Partikelstrahlung als starkes Lungenkanzerogen. Bei Rauchern hat
man eine dreifach héhere Deponierung ¥8®o in der Lunge gegeniiber Nichtrauchern
festgestellt. Die amerikanische Komission fur Strahlenverhitung und Strahlenmessung
hat berechnet, da3 nach 50 Jahren Zigarettenkonsum etwa 1% des Risikos fur
Lungenkrebs auf Polonium 210 zurlckzufuihren ist (Hoffmann et al. 1994).

Insgesamt qilt fur die im Tabakrauch enthaltenen Schwermetalle, daf3 durch die
Verwendung von Zigarettenfiltern deren Konzentration im Rauch entscheidend gesenkt
werden kann (Bache et al. 1987).

Nikotin

Nikotin ist das Hauptgenu3mittel des Tabaks, das als heterozyklisches Alkaloid zur
Abhangigkeit vom Tabak fuhrt. Der Raucher kompensiert ein reduziertes Nikotinangebot
indem er mehr raucht, intensiver raucht und tiefer inhaliert. Ahnlich dem Acetylcholin

setzt das Nikotin in der Nebenniere Adrenalin und im Hypothalamus Noradrenalin frei.
Dies erhoht die Konzentration der Catecholamine im Blut, was zur Blutdrucksteigerung
und einem erhdhtem Cholesterinspiegel fuhrt (Hoffmann et al 1994). Damit steigt das
Risiko von Herz-Kreislauf- und Gefal3erkrankungen an.

1.6.4. Passivrauchen

Nicht nur der aktive Raucher gefahrdet seine Gesundheit. GleichermalRen sind auch
sogenannte Passivraucher von der gesundheitsschadigenden Wirkung des Tabakrauches
betroffen. Ob Passivrauchen die Gefahr einer Krebsentwicklung in sich birgt, ist noch

nicht volistandig geklart. In der Offentlichkeit wird dieses Thema kontrovers diskutiert.
Waéhrend der aktive Raucher den Haupt- und Nebenstromrauch inhaliert, besteht beim
Passivraucher eine Exposition gegenuber dem Nebenstromrauch. Das durch
Passivrauchen geringe Mengen mutagener und kanzerogener Substanzen in den
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Organismus augenommen werden, konnte in versdiederen Studien nadhgewiesen
werden. Ob deren geringe Konzentration zur Ausldsung von irreversiblen Schaden der
DNS fuhren kann, ist gegewartig noch umstritten (Adlkofer 1991).

Allerdngs kan die Komisson ,Pass/rrauden* der Detischen Forsdhungsgemeinsdaft
wie aut die anerikanische Umweltbehorde EPA) und de Weltgesundheitsorganisaion
(WHO) anhand zdreicher intemationader Sudien 1998 zu dem Sdilul3, dald fur
Pass/raudier @n erhdhtes Lungenkrebsrisko begeht (Pressenitteilung der Detsdhen
Forschungsgesksdaft 1998). Cardeas et & zagten in ener Studie zum Krebsrisiko
von nicht rauchenden Ehegatten auf, dal3 deren Risko ein Malignom der Lunge zu
entwickdn um 20 % asteigt (im Verdeich zu nicht raudenden Ehepaara), wenn der
Partner seit der Heirat immer geraucht hat (Cardenas et a. 1997).

1.7. Chemisdhe Kanzerogene

Chemische Kanzerogene sind definiert als krebsinduzerende Sibstanzen, d.h. se snd
verantwortlich fir de Induktion von Tumoren sowie fir dne ehohte Inzidenz von
Tumoren, die aut in Kontrolltieren beobaditet werden. Grundsdzlich untersdeidet
man zwe verstiedane Arten von Kanzergenen nach ihrer dnemischen und biologisdhen
Wirkung (T&b.5):

1. DNA reakive, geitoxische Sibstanzen und
2. nicht-gentoxisdhe (epgenetische) Sibstanzen, die biologische Wirkungen entfalten,
welche @ne Bass flr Kanzerogenitat sén konnen (Marquart 1994).

Zu den gentoxischen Substanzen zéhlen die drekten (ohne metabolische Aktivierung)
wie zB. Alkylantien, und de indirekten (nach metabolischer Aktivierung) gentoxischen
Kanzerogene wie Nitrosamine oder plycyclische Kohlenwassestoffe. Des Welteren
gehtren die anorganischen gentoxischen Kanzerogene wie Nickd, Cadnium oder Arsen
dazu.

Zu den epgenetischen Kanzerogenen werden zytotoxisch wirkende we zB. BHA
(Butyl-Hydroxyanisol) oder BHT (Butyl-Hydroxytoluol) gerechnet. Weiterhin zéhlen
Tumorpromotoren wie TPA (Tetradecaoyl-Phorbol-Azeat), chlorierte Kohlenwasse-
stoffe (DDT, TCDD), Hormone, Immunsuppresisa, Peoxisomen - Prolifergoren und
Fegkorper wie Asbed- oder Holzgauoe dazu.
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Tab. 5: Chemische Kanzerogene (nach Marquart 1994):

Typ Beispiel
Gentoxische Kanzerogene
Direkt Alkylantien

(ohne metabolische Aktivierung)

Indirekt
(nach metabolischer Aktivierung)

Anorganische

Polycyclische Kohlenwasserstoffe
Aromatische Amine
Nitrosamine
Naturstoffe (Mykotoxine)

Nickel, Cadmium, Chrom, Arsen

Epigenetische Kanzerogene

Cytotoxisch

Tumorpromotoren

Hormone
Immunsuppressiva
Peroxisomen-Proliferatoren

Festkorper

Nitrilotriazetat
Butyl-Hydroxyanisol bzw. —Hydroxytoluol
(BHA, BHT)
Tetradecanoyl-Phorbol-Azetat (TPA)

Phenobarbital
chlorierte Kohlenwasserstoffe (DDT,TCDD)
Ostradiol, Diethylstilbstrol
Azathioprin, Cyclosporin A
Clofibrat, Phtalate

Asbest, Plastik Folien, Holzstaube

-14-




1.7.1. Gentoxische Kanzerogene

Unter gentoxischen Kanzerogenen versteht man Substanzen, die mit zellularen
Makromolekulen, insbesondere der DNA, interagieren und somit mutagen wirksam sind.

1.7.1.1.Direkte Kanzerogene

Direkte gentoxische Kanzerogene wirken, wie der Name schon sagt, ohne metabolische
Aktivierung, also direkt gentoxisch. Zu dieser Gruppe zahlt man halogenierte
Substanzen, Nitrosamide und Nitrosoharnstoff. Sie sind chemisch reaktiv (elektrophil)
und interagieren spontan mit zellularen Makromolekilen. Sie wirken alkylierend und
bilden durch Interaktion mit der DNA, DNA- Addukte (Marquart et al. 1994).

Direkte gentoxische Kanzerogene kommen nicht in der Natur vor, sondern sind chemisch
hergestellte Substanzen, die ihre Verwendung in der Industrie, als Desinfektionsmittel,
Insektizide oder Chemotherapeutika finden. Es handelt sich haufig um lokal wirksame
Reizstoffe der Haut oder Lunge, oft auch mit transplazentaler Wirkung. Hierzu zahlen
insbesondere therapeutische Platinverbindungen (Marquart et al. 1994).

1.7.1.2. Indirekte Kanzerogene

Zu dieser Gruppe zahlt der Uberwiegende Teil gentoxischer Kanzerogene. Diese
Substanzen werden im Organismus metabolisiert und dadurch aktiviert. Die Kapazitat
zur Aktivierung dieser Stoffe ist haufig streng organspezifisch, individuell und

speziesspezifisch.

Indirekte Kanzerogene sind Uuberwiegend systemisch kanzerogen wirksam. Eine
Ausnahme bilden die polycyclischen Kohlenwasserstoffe, die z.B. Hauttumoren
induzieren.

Polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe:

Polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe entstehen bei der unvollstdndigen
Verbrennung organischer bzw. fossiler Stoffe. Sie kommen als Kanzerogene im

Steinkohleteer, im Dieselruf3, in Autoabgasen und in der Teerfraktion des Tabakrauches
vor. Auch bei unsachgemaf3em Grillen von Fleisch sind sie nachweisbar.

Bei experimentellen Untersuchungen zur Kanzerogenese von polycyclischen
aromatischen Kohlenwasserstoffen wurde das ubiquitdr vorkommende (z.B. im
Tabakrauch) Benzo(a)pyren als Modellsubstanz verwendet. Dessen kanzerogen
wirksamer Bestandteil ist das 7,8-Dihydrodiol-9,10-epoxid, welcher bei entsprechenden
in vitro Tests mutagen wirkte. Bei in vivo Tests war eine Bindung an N2 der
exocyclischen Aminogruppe von Guanin nachweisbar.

Die organspezifischen Wirkungen und die relative Wirksamkeit in den verschiedenen
Geweben und Organen hangt im wesentlichen von den am Metabolismus beteiligten,
aktivierenden und inaktivierenden Enzymen ab (Deml et al. 1996).
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Aromatische Amine

Aromatische Amine bestehen aus aromatischen Kohlenwasserstoffen, die als
Substituenten Aminogruppen enthalten. Sie kommen nicht in der Natur vor, sondern
sind Produkte der chemischen Industrie wie Farbstoffe, Antioxidantien oder
Arzneimittel. Sie wirken nach metabolischer Aktivierung Uber das mikrosomen-
gebundene Cytochrom-P450-Enzymsystem systemisch kanzerogen und kdnnen z.B.
Blasenkrebs (Anilinkrebs) oder Brustkrebs hervorrufen.

N-Nitroso-Verbindungen

Bei den N-Nitroso-Verbindungen unterscheidet man die N-Nitrosamide von den N-
Nitrosaminen. N-Nitrosamide bedirfen keiner Aktivierung, sie reagieren spontan. Die N-
Nitrosamine reagieren erst nach enzymatischer Oxydation. N-Nitrosoverbindungen
kommen ubiquitar vor. Einerseits werden sie synthetisch hergestellt, andererseits
kommen sie natirlich vor. Insbesondere finden sie sich im Zigarettenrauch, in
Lebensmitteln (gebratenes oder gerauchertes Fleisch, geraucherte Wurst, Bier, Kase),
Losungsmitteln, Umweltchemikalien (Pestizide) oder Kosmetika (Deml et al. 1996).

Die Bedeutung fur die Krebsentstehung durch orale Aufnahme von Nitrosoverbidungen
wurde in verschiedenen Studien experimentell belegt.

Von den 300 untersuchten Nitrosoverbindungen waren im Tierversuch 90% kanzerogen.
Nach chronischer Behandlung von Ratten und Mausen mit Nitrosaminen, traten Tumore
in 40 verschiedenen Organen auf (Marquart 1994).

Nitrosamine

Nitrosamine sind eine der wesentlichen Verbindungen der im Tabakrauch enthaltenen
Kanzerogene (Amin 1996, Hoffman et al. 1991). Sie finden sich aul3erdem in Kosmetika,
pharmazeutischen Produkten und Dingemitteln (Hecht 1997).

Die metabolische Aktivierung der Nitrosamine erfolgt durch Oxydation mit Hilfe der
Cytochrom P450 abhangigen Monooxygenasen z.B. in Leber oder Lunge (Hecht 1997).
Sie kénnen in der Mundhohle, der Speiserthre, der Lunge und der Bauchspeicheldrise
bosartige Tumore verursachen. Nitrosamine wirken aber auch zytotoxisch und rufen z.B.
in der Leber toxische Schaden und Nekrosen hervor (Hecht et al. 1994).

Bei Konsumenten von mit einem Tabakblatt umwickelten Betelniissen scheinen die im
Speichelextrakt  nachgewiesenen  N-Nitrosoverbindungen verantwortlich  bzw.
mitverantwortlich fur das hohe Auftreten von Mundh6dhlenkrebs bei dieser
Personengruppe zu sein (Schmahl 1991). Die mdgliche karzinogene Wirkung des
Speichelextraktes von Tabakkonsumenten konnte in verschiedenen Studien auf den
Nachweis von Nitrosaminen im Speichel zuriickgefuhrt werden (Puri et al. 1998).

Nitrosamide

Nitrosamide sind im Gegensatz zu den Nitrosaminen chemisch labil und daher sehr
reaktiv. Sie zerfallen in wassriger Losung spontan in reaktive Komponenten und
erzeugen dementsprechend direkt am Applikationsort lokale Gewebsschaden. Des
Weiteren induzieren sie transplazentar Lungen-, Hirn- und Rickenmarkstumore, sowie
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Tumore peripherer Nerven bei den Nachkommen exponierter Tiere (Marquart et al.
1994).

Naturstoffe

Naturstoffe mit kanzerogener Wirkung werden nach dem Ursprung ihrer Bildung
unterschieden (Pilzen, Bakterien oder Pflanzen). Ihre chemische Struktur ist sehr divers.
Alle bedurfen einer metabolischen Aktivierung (Deml et al. 1996).

Zu den wichtigsten pflanzlichen Kanzerogenen sind neben den Mykotoxinen (Aflatoxine)
und einigen Antibiotika, die des Zigarettenrauches zu zéhlen. Dieser enthdlt eine Vielzahl
gentoxischer und promovierender Substanzen. Die Inhaltstoffe des Zigarettenrauches
und ihre kanzerogenen Wirkungen wurden gesondert diskutiert (s.o.).

Weitere pflanzliche Kanzerogene sind z.B. die Nisse der Cycas-Palme, die das Cycasin
(Induktion von Leber-, Nieren-, Darmtumoren) enthalten, oder die Fruchte der
BetelnuRpalme. Das Kauen des indisch-malayischen Genul3mittels Betel aus der Frucht
der Betelnul3palme, die mit einem Tabakblatt umwickelt wird, ruft orale Leukoplakien
und Mundhohlenkrebs hervor (Nair et al. 1991, Stich et al. 1991).

Anorganische Substanzen

Bei den anorganischen Substanzen handelt es sich im wesentlichen um Stoffe, die als
Arbeitsplatznoxen bekannt sind. In den letzten Jahren haben Krebserkrankungen, die
durch das Einwirken beruflicher Schadstoffe ausgelost wurden, zunehmend an
Bedeutung gewonnen. Neben krebserzeugenden radioaktiven Elementen wie Plutonium,
Radium oder Radongas, spielen insbesondere Nickel-, Cadmium-, Chrom- und
Arsenverbindungen eine wichtige Rolle, die vor allem im Zigarettenrauch als Oxide oder
Salze in Form von Spurenelementen zu finden sind (Hoffmann 1994).

Bei den Schwermetallen héangt die krebserzeugende Wirkung unter anderem von der
Bioverfugbarkeit und Loslichkeit der Metallionen ab. Besitzen Metallionen die Fahigkeit
uber einen Transportmechanismus die Zellmembran zu durchdringen, so kdnnen sie
DNA-Schaden entweder direkt, oder durch die Bildung reaktiver Molekile
(z.B.reaktiver Sauerstoff) hervorrufen. Weiterhin kdnnen sie Mutationen durch Fehler
bei der replikativen DNA-Synthese oder durch Stérungen von DNA-
Reparaturmechanismen auslosen (Marquart et al. 1994).

Anorganische Arsenverbindungen zeigten im Tierversuch kanzerogene Wirkung und es

besteht der starke Verdacht einer humanen Kanzerogenitat. Schon Plinius berichtete tber
die Anwendung von Arsen im Weinbau des antiken Rom. Bis in die 50-er Jahre wurde es

als Insektizid, Akarizid und Nematozid zum Rebschutz angewandt (Hillebi&3d).

Spater wurden in epidemiologischen Studien erhohte Raten von Haut-, Leber- und

Lungentumoren bei Winzern festgestellt, so dal? es heute als Rebschutzmittel aus dem
Verkehr gezogen wurde. Auch im Zigarettenrauch konnte Arsen nachgewiesen werden

(Hoffmann et al. 1994).

In epidemiologischen Fall-Kontroll-Studien zur beruflichen Exposition von Schadstoffen
und damit verbundenen Krebsrisiken zeigte sich nach differenzierter Betrachtung der
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Metallexposition im Tumorkollektiv (Tumoren des oberen Aerodigestivtraktes) ein
hoherer Anteil an Personen, die mit Chrom- und Nickel-Verbindungen Kontakt hatten
(Tab.6, Maier et al. 1991):

Tab.6: Arbeitsstoffbelastung der Tumorpatienten und Kontrollpersonen in der
Heidelberger Fall-Kontrollstudie (nach Maier et al. 1991):

Arbeitsstoff Tumorpatienten in % Kontrollpersonen in %
Metalle allgemein 15,0 11,0
Chrom 4,0 1,3
Nickel 4,0 1,0
Beryllium 1,0 0,0

Andere indirekte gentoxische Kanzerogene

Weitere indirekte Kanzerogene sind Nitroalkylverbindungen, Aldehyde (Formaldehyd
induziert Nasennebenhdhlentumoren), Carbamate (Urethan), halogenierte
Kohlenwasserstoffe (DDT u.a.Pestitide), Vinylchlorid, 1,2-Dichlorethan und Chloro-

hydrine.

1.7.2. Epigenetische (nicht-gentoxische) Kanzerogene

Epigenetische Kanzerogene sind krebserzeugende Substanzen, bei denen keine DNA-
Reaktion nachweisbar ist. Sie besitzen andere biologischen Wirkungen, die die Basis fur
lhre Kanzerogenitat darstellen. Hierzu zahlen Zytotoxizitat (gesteigerte regenerative
Zellproliferation), chronische Entzindungen, hormonale Einflisse, immunologische
Wirkungen oder Tumorpromotion (Marquart 1994).

Durch induzierte Zellproliferation, z.B. in regenerierenden Organen wie die Leber, kann
die kanzerogene Wirksamkeit chemischer Verbindungen gesteigert werden. Deshalb sind
die toxischen Wirkungen einer Substanz (Zelltod-Regeneration) bedeutsam fur die
Beurteilung ihrer kanzerogenen Potenz (Tab.7).
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Tab.7: Gesteigerte Zellproliferation als Risikofaktor fir Kanzerogenese
Beispiele fur einige Substanzen und deren Zielorgane (nach Marquart 1994):

Faktor Target

Chemische Substanzen

Betelnul3 Mundhéhle
Tabak Mundhohle, Lunge, Blase
Hormone
) TSH Schilddrtise
Ostrogen, Progesteron Endometrium, Brust
Testosteron Prostata
Arzneimittel
Anabole Steroide Leber
Analgetika Nierenbecken

Infektionserreger
Hepatitis B Leber
Epstein-Barr Virus Burkitt’s Lymphom

Physikalische Einflisse
(mechan.Trauma)

Asbest
Steinbildung

Chronische Entziindung
Ulzera
chronisch ulzerative Colitis

Mesothelioma, Lunge, Kehlkopf
Gallenblase, Harnblase

Haut
Colon

Tumorpromotoren und Co-Kanzerogene

Tumorpromotoren sind Substanzen unterschiedlichster Herkunft, die die Krebsinzidenz
nach Exposition gegeniber kanzerogenen Stoffen erhdhen, ohne selbst kanzerogen zu
sein. Sie erhdhen einerseits die Tumorrate pro Tier, und/oder verkirzen die Latenzzeit
der Tumorentwicklung (Kanzerogenese). Sie sind nicht elektrophil, reagieren nicht mit
der DNA und werden auch nicht metabolisch aktiviert. Ihre Wirkung ist sowohl organ-
als auch speziesspezifisch (Marquart 1994).

Die Wirkungsmechanismen der Tumorpromotoren sind nicht vollstdndig bekannt und
aulerst vielfaltig. Grundsatzlich lassen sich allerdings zwei Wirkmechanismen
unterscheiden:
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1. Durch cytotoxische Schadigung von Zellen und deren Untergang kommt es in der
Folge zu vermehrter Zellproliferation. Wiederholtes regeneratives Wachstum nach
chronischen Gewebsschadigungen hat sehr wahrscheinlich tumorpromovierende
Wirkung.

2. Durch die Beeinflussung von Signalwegen, der Wachstumsregulation und der
Apoptose kénnen Tumorpromotoren hormonahnliche Wirkung ausiiben (Marquart
1994).

Im Unterschied zu tumorpromovierenden Substanzen wirken Co-Kanzerogene bei
gleichzeitiger Applikation (bzw. kurz vorher) mit dem eigentlichen Initiator kanzerogen.
Alkohol erhoht als Co-Kanzerogen die Suszeptibilitdt verschiedener Gewebe durch
Schadigung der Zellmembran. Dadurch wird die Aufnahme von Karzinogenen in die
Schleimhaut des oberen Aerodigestivtraktes erleichtert. Chronischer Alkoholkonsum
fihrt zur Atrophie und lipomatésen Umwandlung des Parenchyms der Speicheldrisen,
mit der Folge einer verminderten Speichelsekretion (Maier et al. 1988, 1990). Dies fluhrt
zu einer Verringerung der Befeuchtung und Reinigung der Schleimhaut und somit zu
einer Erhdhung der Konzentration und Kontaktzeit lokal wirksamer Kanzerogene.

Daneben scheint die zytotoxische Wirkung des Alkohols bzw. seines ersten Metaboliten,
des Acetaldehyds, eine wesentliche Rolle bei der Tumorinitiation und Tumorpromotion
zu spielen.

Untersuchungen post mortem zeigten eine Atrophie der Mundschleimhaut sowie eine
erhohte proliferative Aktivitat nach chronischem Alkoholkonsum. Eine atrophisch
hyperregenerierende Schleimhaut ist im besonderen MalRe empfindlich gegentuber lokal
wirkenden chemischen Karzinogenen (Valentine et al. 1985, Born et al. 1996).
Allerdings mul3 beachtet werden, dal3 die morphologischen Veradnderungen der
Mundschleimhaut ebenso durch andere Faktoren wie Mangelerndhrung oder schlechte
Zahnhygiene hervorgerufen werden kdnnen.

Grundsatzlich kann Ethanol in Abhangigkeit von der aufgenommenen Menge und von
der Dauer des Konsums in praktisch allen Organsystemen Schadigungen hervorrufen.

Bei der Bewertung der arbeitsplatzrelevanten Aufnahme von Ethanol tUber die Lunge
oder die Haut, ist die Umsetzung von Ethanol zu Acetaldehyd und entsprechenden
radikalischen Verbindungen im Korper als grundlegender kanzerogener Wirkmecha-
nismus anzusehen.

1998 wurde Ethanol in die Kategorie 5 fur krebserzeugende Arbeitsstoffe eingegliedert.
Diese Kategorie beinhaltet Stoffe mit krebserzeugender und gentoxischer Wirkung.

Als entsprechende Konzentration wurden 500 h#fimitteltund als neuer MAK-Wert
(maximale Arbeitsplatzkonzentration) festgesetzt (Deutsche Forschungsgemeinschaft
1998).

Untersuchungen zum kombinierten Tabak- und Alkoholkonsum haben gezeigt, dal3 eine
synergistische Wirkung in Hinsicht auf das relative Risiko an einem Larynxkarzinom zu
erkranken, besteht. Nimmt man bei einem Alkoholkonsum von weniger als 25 g/d ein
Krebsrisiko von 1,0 an, so kommt es zu einem Risikoanstieg auf das 9-fache des
Ausgangswertes (p = 0,001) bei mehr als 75g/d (Maier et al. 1990).
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Peroxisomen-Proliferatoren

Peroxisomen (Microbodys) kommen im Cytoplasma aller eukaryontischen Zellen vor,
insbesondere in Leber- und Nierenepithelzellen. Sie sind am Glucose- und
Lipidstoffwechsel, am Harnsaureabbau und der Zellatmung beteiligt (Leonhardt et al.
1990). Peroxisomen enthalten Oxidasen, deren katalytische Aktivitat zur Freisetzung von
Wasserstoffsuperoxid fihrt und damit zur Bildung von freien Sauerstoff-Radikalen, die
einen gentoxischen ,oxidativen Stref3“ bewirken.

Peroxisomen-Proliferatoren induzieren die Zellproliferation, besonders in der Leber, und
wirken somit als Tumorpromotoren. Wichtigste Vertreter sind Arzneimittel
(Lipidsenker) und Loésungsmittel. Maier et al konnten bei chronischer Exposition von
Farben, Lacken und Losungsmitteln feststellen, dal? ein 2,3-fach erhdhtes Risiko an
Mundhdhlenkrebs und ein 3,6-fach erhdhtes Risiko an Kehlkoptkrebs zu erkranken fur
diese Personen besteht (Maier et al. 1997).

Festkorper

Zu den epigenetischen Kanzerogenen zahlen weiterhin Festkorper bzw. Fremdkdrper, die
nach Inhalation durch chronische Entzindungsreaktionen bzw. gesteigerte
Zellproliferation im  Zielgewebe (Lunge, Pleura, oberer Aerodigestivtrakt)
krebserzeugendes Potential besitzen. Die kanzerogene Wirkung dieser Substanzen hangt
von der physikalischen Beschaffenheit der Oberflachen ab.

Wichtigste Vertreter sind Asbest, Zement oder auch Holzstdube (Tab.8 und 9). Es liegen
also weitestgehend berufsbedingte Expositionen vor. Das durch Asbestexposition
hervorgerufene Mesotheliom ist eine anerkannte Berufskrankheit. Verschiedene Studien
weisen auf einen Zusammenhang von Asbestexposition und der Entstehung von
Larynxkarzinomen hin (Deitmer et al. 1991). Eine Anerkennung als Berufskrankheit
(Nr.4104) erfolgt, wenn die Einwirkung einer kumulativen Asbestfaserstaub-Dosis am
Arbeitsplatz von mindestens 25 Faserjahren (25 x 106 Fasern/m3) nachweisbar ist
(Merkblatt zur Berufskrankheiten-Verordnung Nr. 4104, 1997). In Kombination mit
Tabakrauch wird das Risiko der Erkrankung multiplikativ gesteigert.

Maier und Mitarbeiter konnten in verschiedenen Studien feststellen, dal3 nach Exposition
von Stauben ein erhdhtes Risiko an einem Kopf- Halskarzinom zu erkranken, besteht
(Maier et al. 1994, 1991).
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Tab.8: Arbeitsstoffassoziiertes Risiko an einem Rachenkarzinom zu erkranken
(unbereinigt) (nach Maier1994):

Arbeitsstoff Relatives Risiko
Asbest 2,1
Zement 5,3
Holzstaub allgemein 1,2
Buchen- und Eichenholzstaub 1,2
Fichtenholzstaub 1,4
Edelholzstaub 0,9
Staub exotischer Holzer 1,2
Staube allgemein 3,4

Tab.9: Arbeitsplatzassoziiertes relatives Risiko an einem Rachenkarzinom zu erkranken
(bereinigt fur Alkohol- und Tabakkonsum) (nach Maier 1994):

Arbeitsstoff Relatives Risiko
Zement 2,2
Asbest / Zement 2,5
Staube allgemein 2,4
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2. Zielstellung

Die Arbeiten von Maier et al. zeigen epidemiologisch-statistisch den Zusammenhang von
exogenen Noxen mit einem erhdhten Tumorrisiko im oberen Aerodigestivirakt. Diese

weisen die Kanzerogenitat verschiedener arbeitsplatzbedingter Expositionen nach und
stellen besonders den chronischen Alkohol- und Tabakkonsum als Risikofaktor zur

Krebsentwicklung im Bereich des oberen Aerodigestivtraktes dar.

In dieser Studie soll nachgewiesen werden, inwieweit chromosomale Schaden an der
Schleimhaut des oberen Aerodigestivtraktes bei chronischer Schadstoffexposition
nachweisbar sind und zur Tumorentstehung flihren. Dabei gingen wir von der
Uberlegung aus, daBR eine Gesamtschadigung der Schleimhaut des oberen
Aerodigestivtraktes im Sinne einer Feldkanzerisierung nach Slaughter (Slaughter et al
1953) vorliegt.

Das Erlangen von reproduzierbaren MeRwerten, die in Abhangigkeit ihrer
Schadstoffwirkung skaliert werden, konnte zur Grundlage von Richtlinien zur
Friherkennung von Hochrisikopatienten werden. Mit Hilfe des Mikrokerntestes sollen an
der gesunden Schleimhaut des oberen Aerodigestiviraktes klastogene und aneugene
Wirkungen von chemischen und physikalischen Noxen nachgewiesen werden.
Insbesondere soll der Zusammenhang zwischen uberméaRigem Alkohol- und
Zigarettenkonsum allein und in Kombination mit Umweltgiften untersucht werden.

Anhand von zytologischen Abstrichen der Mundschleimhaut von gesunden nicht-

exponierten und gesunden exponierten Probanden, Patienten mit Kopf- Hals-
Karzinomen und Patienten mit leukoplakischen Verénderungen im Bereich des oberen
Aerodigestivtraktes, sollen deren Mikrokernraten bestimmt und miteinander verglichen

werden, um das Ausmal} der Feldkanzerisierung in Abhangigkeit vom Schadstoffeintrag
zu beurteilen und diese auf zytologischer Ebene nachzuweisen.

Nach Auswertung der durch einen standardisierten Fragebogen erhobenen Daten zur
Schadstoff- und Genuf3mittelexposition und ihren Einflul3 auf die Mikrokernrate, kénnten
Ruckschlisse auf die Mutagenitat dieser Noxen gezogen werden. Von besonderem
Interesse ist die Frage, ab welcher Mikrokernrate ein erhéhtes Risiko flr einen gesunden
Probanden (bei entsprechender Schadstoffexposition) an einem Kopf- Hals- Karzinom zu
erkranken, besteht.

Das relative Risiko an einem Kopf-Hals-Karzinom zu erkranken, soll in Abhangigkeit
von der Mikrokernfrequenz bestimmt werden und so zur Erkennung von
Hochrisikopatienten beitragen.
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3. Material und Methoden

3.1. Standardisierter Fragebogen
3.1.1. Probandencharakterisierung mit Hilfe eines standardisieren Fragebogens

In die Studie gingen 159 Probanden ein. Diese unterteilen sich in 44 Patienten mit
malignen Tumoren im Mund-, Rachen- und Kehlkopfbereich (Tab. 10), 16 Patienten mit
Leukoplakien (10 Leukoplakien/Dysplasien des Larynx und 6 Leukoplakien der
Mundhohle), sowie 99 gesunde Probanden (Kontrollgruppe). Zur Aufnahme der
probandenspezifischen Daten und insbesondere zur Evaluierung der auf sie einwirkenden
Noxen wurde ein standardisierter Fragebogen in Anlehnung des Fragebogens nach
Carrano und Natarajan (Carrano et al. 1987, Tab. 11) entwickelt (siehe Anhang).

Tab.10: Verteilung der Tumorlokalisation bei n = 44

Mundhoéhle/Oropharynx  Hypopharynx Larynx

Patientenzahl n 10 12 22

Der Fragebogen beinhaltet 24 Fragen mit Angaben zur Person, zum Wohnumfeld, zur
beruflichen Tatigkeit, zum Lebensstil (Genul3mittelanamnese), zur Eigenanamnese,
Familienanamnese und jetzigen Anamnese.

3.1.1.1. Personliche Angaben

Diese beziehen sich auf Name, Vorname, Geschlecht, Alter und Datum der
Probeentnahme. Um mdglichst genaue Bedingungen zum Vergleich zwischen Tumor-
bzw. Leukoplakiepatienten und gesunden Probanden (Kontrollpersonen) zu erlangen,
wurden letztere ungefahr nach Geschlechts- und Altersverteilung der Tumor- und
Leukoplakiepatienten ausgewahlt, da eine signifikante und positiv korrelierende

Altersabhangigkeit der Mikrokernrate best@it0,62 (p<0,0001) bei Mannern; r=0,65

(p<0,0001) bei Frau¢rBei Frauen wurden hdéhere Mikrokernbasisraten als bei Mannern
bestimmt (Faktor 1,2 — 1,6 in Abhangigkeit der Altersdekade) (Fer®33).

Das Durchschnittsalter der Tumor- und Leukoplakiepatienten betragt 60 Jahre, das der
gesunden Kontrollpersonen 55 Jahre. Unter den 44 Tumorpatienten sind 6 Frauen,
unter den 16 Leukoplakiepatienten ist eine Frau und unter den 99 gesunden Probanden
sind 26 Personen weiblich.

3.1.1.2. Angaben zur beruflichen Téatigkeit

Diese Fragen beziehen sich auf die jetzige Arbeitsstelle und die Dauer der dortigen
Anstellung. Weiterhin wurde erfragt, ob eine Anderung der Tétigkeit / Arbeitsstelle
innerhalb der vergangenen 10 Jahre stattgefunden hat. In Anlehnung an o.g. Fragebogen
von Carrano et al. (1987) wurden folgende berufliche Noxen evaluiert:
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Tab.11: Bsp. der Frage nach beruflicher Schadstoffexposition (in Anlehnung an Carrano

et al 1987):
Arbeitsplatznoxen nein ja selten haufig  Zeitraum
Organische 1 0 0 0
Lésungsmittel
Schwermetalle 0 1 0 1 1959-95
Pestizide 1 0 0 0
Kunststoffe 1 0 0 0
radioaktive 1 0 0 0
Strahlung
Asbest / Glasfasern 0 1 1 0 1959-95
andere (mit 1 0 0 0
Angabe)
1=ja
O=nein

3.1.1.3. Angaben zum Wohnumfeld

Diese Fragestellungen beinhalten Angaben zur Wohnlage (auf dem Lande, Kleinstadt,
Grof3stadt, Stadtzentrum, Stadtrand), sowie Angaben zum Wohnumfeld. Hierbei wird

nach der genaueren Charakterisierung der Lebensverhaltnisse im Wohnumfeld des
Probanden gefragt, d.h. ob er in landlicher Umgebung mit Griinanlagen lebt, oder ob er
Luftverschmutzungen durch Hauptverkehrsstral3en, Gewerbegebiete oder Industrie-
anlagen direkt oder in unmittelbarer Nahe (500m....1000m) ausgesetzt ist.

Weiterhin sollen Angaben zur Warmeversorgung (Art der Beheizbarkeit der Wohnung,

welches Brennmaterial) und der Moglichkeit des Schadstoffkontaktes in der Freizeit

(Hobbies) gemacht werden.
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3.1.1.4. Angaben zum Genuf3 von Tabak und Alkohol

Die Angaben zu diesen Fragen dienen der Genuf3mittelanamnese. Welche Art von Tabak
(Zigaretten, Zigarren, Schnupftabak, Pfeifentabak) wurde wie lange und in welcher
Menge konsumiert. Die Menge der taglich gerauchten Zigaretten wurde als solche
eingetragen und zusatzlich Menge und Dauer des Tabakkonsums in Packungsjahre
berechnet. Die Variable Packungsjahre drickt summarisch den lebenslangen
Tabakkonsum aus. Raucht ein Proband innerhalb eines Jahres taglich 20 Zigaretten,
entspricht diese Menge einem Packungsjahr. Raucht der Proband taglich 40 Zigaretten
innerhalb eines Jahres, entspricht diese Menge zwei Packungsjahren.

Personen, die das Rauchen langer als 6 Monate aufgegeben haben, wurden als
Nichtraucher gezahlt. In verschiedenen Studien konnte kein Unterschied der
Mikrokernrate zwischen Nichtrauchern und ehemaligen Rauchern festgestellt werden
(Lippmann 1990). Grunde dafur sind in einem intakten DNA- Reparaturmechanismus
sowie in der Regeneration der Schleimhaut zu sehen, in der die Zellen der Basalschicht
unter zunehmender Differenzierung an die Oberflache wandern.

Die Angaben zum Alkoholkonsum beziehen sich auf die Art des Getrankes, Menge und
RegelmaRigkeit des Konsums. Zur besseren Verwertbarkeit der Daten wurden Menge
und Regelm&Rigkeit des Alkoholgenuf3es in Gramm Alkohol pro Tag umgerechnet.

Ein Bier pro Tag (0,5 Liter) entspricht 25 g Alkohol, ein Glas Wein (250 ml) enthélt 20 g
Alkohol und 4 cl Spirituosen enthalten 16 g Alkohol.

3.1.1.5. Angaben zur Eigen- und jetzigen Anamnese

Diese Fragen beinhalten Angaben zur Einnahme von Arzneimitteln (Chemotherapeutika,
Pille, Antibiotika..), zur jetzigen Anamnese (Krebs, Herpes, Hepatitis..), zur Behandlung
der Erkrankung (OP, Bestrahlung, Chemotherapie), sowie Angaben zur Exposition von
Rontgenstrahlung innerhalb der letzten 10 Jahre. Patienten die in den letzten Monaten
aufgrund eines Kopf-Hals-Karzinomes gehéuft im Bereich des oberen Aerodigestivtrak-
tes ROntgenstrahlung ausgesetzt waren oder strahlen- bzw. chemotherapeutisch
behandelt werden/wurden, gingen nicht in die Studie ein.

3.1.1.6. Angaben zur Familienanamnese

Die Angaben dienen der Evaluierung von erblichen Erkrankungen und oder
Geburtsfehlern innerhalb der Familie.

3.1.1.7. Erstellung einer Datentabelle zur statistischen Auswertung

Die Datentabellen, mit den zusammengefal3ten Informationen der Fragebdgen sind im
Anhang einzusehen.
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3.2. Gewinnung des Untersuchungsmaterials

Nachdem die Probanden die Mundhdhle grindlich mit Wasser gespult haben, wurde von
jeder Wangeninnenseite eine Schleimhautzytologie mit Hilfe eines angefeuchteten

Holzmundspatels entnommen. Diese wurde unabhangig von der Lokalisation

prakanzerdser bzw. maligner Veranderungen, jedoch makroskopisch mindestens 2 cm
vom malignen Prozel3 entfernt, entnommen, um einen Abstrich von der Tumorregion zu
vermeiden. Dieser wurde anschlieend auf einem mikroskopischen Objekttrager
ausgestrichen. Danach erfolgte die Trocknung der Objekttrager an der Luft und

anschlieBend die Fixierung mit einem kalten Methanol-Eisessig-Gemisch (4:1) tuber 30
Minuten. Daraufhin erfolgte eine nochmalige Lufttrocknung.

3.3. Farbung der Mundschleimhautabstriche

3.3.1. Giemsa-Farbung

Die Giemsa Losung wurde als modifizierte Romanowsky-Farbung von dem Hamburger
Chemiker und Bakteriologen Gustav Giemsa (1867-1948) als Differentialfarbung
methanolfixierter Blut- und Knochenmark-Ausstriche zu Beginn dieses Jahrhunderts
eingefuhrt.

Die Giemsa-Losung besteht aus einer Mischung basischer Farbstoffe, aus verschiedenen
Derivaten des Thionins und ihren Salzen mit Eosin (Azur-Eosin-Methylenblaulésung).

Je nach Einstellung des pH-Wertes farbt die Giemsa-Losung das Zytoplasma und den
Zellkern blaulich bei basischem pH und rétlich bei saurem pH-Wert.

3.3.2. Farbetechnik

Nachdem die Mundschleimhautabstriche auf dem Objekttrager mit Methanol-Eisessig
fixiert und anschlieRend luftgetrocknet wurden, erfolgte die Farbung der zytologischen
Abstriche in einer 1%-igen Giemsa-Losung uber 10 Minuten. AnschlieRend wurden
Selbige in AquaDest gespiilt und luftgetrocknet.

3.3.3. Auswertungkriterien der Mikrokerne

Im Hellfeld des Mikroskopes wurde die Mikrokernrate der gefarbten Praparate bei 400-
facher (10 x 40) VergroRerung auf 1000 Zellen pro Proband seitengetremmintest
Folgende Definition eines Mikrokernes wurde zum Ausschlul® von Artefakten hierbei zu
Grunde gelegt:

Definition eines Mikrokerns:

1. Um Verwechslungen mit Farbstoffpartikeln zu vermeiden ist darauf zu achten, daf3
Mikrokerne im Gegensatz zu Farbstoffpartikeln keine Reflexionen aufweisen.

2. Die Grol3e eines Mikrokerns darf maximal 1/3 des Durchmessers vom Hauptkern
betragen

3. Die Farbung des MK darf hdchstens so stark wie die des dazugehdrigen Hauptkerns
sein.
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4. Mikrokerne liegen innerhalb des Zytoplasmas. Kam es zum Platzen der Plasmahlle
(Hypotoniebehandlung), darf der Abstand vom Hauptkern maximal den doppelten
Kerndurchmesser betragen (Mitteilung Bundesumweltamt Bad Elster).

In die Bewertung gelangten allerdings nur Zellen mit intaktem Zytoplasma und
erkennbaren Zellgrenzen ohne Trimmerkernen, so dal3 eine eindeutige Zuordnung jedes
Mikrokerns zum entsprechenden Hauptkern moglich war (Abb. 1 und 2).

3.4. Bewertete Daten

Neben den in Tabelle 7 eingetragene Schadstoffen gingen nach Auswertung der
standardisierten Fragebdgen folgende exogene Noxen zuséatzlich in die Studie ein:
Benzin, Staube allgemein und Auspuff- bzw. Abgase.

Die Angaben aus dem standardisierten Fragebogen wurden zur weiteren statistischen
Auswertung entsprechend verschlisselt und in eine einheitliche Datenkartei (siehe
Anhang) eingetragen.

3.5. Statistische Methoden

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Institut far
Medizinische Epidemiologie, Biometrie und Medizinische Informatik der Martin- Luther-
Universitat Halle.

Zunachst wurde das Verhaltnis der Mikrokernrate bei den Patienten bzw.
Kontrollpersonen untersucht und durch Mittelwertvergleich bewertet. Mit Hilfe der
multiplen linearen Regressionsanalyse wurde dann der Einflul} der einzelnen exogenen
Noxen auf die Mikrokernrate unter Angabe und statistischer Bewertung der
Korrelationskoeffizienten dargestellt. Das geschatze relative Risiko (Odds Ratio) fur
einen gesunden Probanden (mit entsprechender Exposition) an einem Kopf- Hals-
Karzinom der o.g. Regionen zu erkranken, wurde durch Angabe von Odds Ratio mit
dem Verfahren der logistischen Regression unter Einbeziehung aller relevanten Noxen
ermittelt. Der Vergleich der Mikrokernraten zwischen linker und rechter
Wangeninnenseite erfolgte durch den Mittelwertvergleich fir gepaarte Stichproben. Die
Auswertung wurde mit dem statistischen Analyseprogramm SPSS durchgefiihrt.

3.6. Materialien

Unter diesem Kapitel werden die fur die Versuche notwendigen Lésungen, GefalRe und
Reagentien aufgefuhrt:

mikroskopische Objekttrager (Elka)
Methanol- Eisessig-

Gemisch: 20 ml Methanol mit 80 ml Eisessig auf 100 ml auffullen
Giemsa- Farblosung: 2 ml Giemsa mit 198 ml Aqua Dest auf 200 ml auffullen
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4 .Ergebnisse

4.1. Mittelwerte der Mikrokernraten pro Zelle

Mikrokerne pro Zelle

0,03 - 0,0205 0,0194

o 0,025+ [
N
o 0,02+
S 0,009
e 0,015-
: |
© 0,01+
<
= 0,005- l

0

Tumorpatienten Leukoplakiepatienten Kontrollgruppe

Abb. 5: Mittelwerte der Mikrokerne pro Zelle bei Kontrollpersonen, Tumor- und
Leukoplakiepatienten mit Angabe der Standardabweichung

Die hochste Mikrokernrate zeigt sich im Mittel bei Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren
(0,0205 Mikrokerne pro Zelle; Standardabweichung s = 0,0072) und bei den Patienten
mit Leukoplakien (0,0194 MK; s = 0,0065). Eine signifikant niedrigere Mikrokernrate
(0,009 Mikrokerne pro Zelle; s = 0,0055) liegt bei den Kontrollpersonen gegentiber den
Tumor- und Leukoplakiepatienten vor (Signifikanz p<0,001, kdi@ro durch
Bonferroni). Die Differenz der mittleren Mikrokernrate von Tumor- und Leukoplakie-
patienten ist dagegen nicht signifikant (p=1).

Der Median der Mikrokernrate liegt bei den Tumorpatienten bei 0,0195, bei den
Leukoplakiepatienten bei 0,0180 und bei den Kontrollpersonen bei 0,008 Mikrokernen
pro Zelle (Abb.5).
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4.2. Taglicher Zigarettenkonsum und Mikrokernrate bei
Tumorpatienten, Leukoplakiepatienten und Kontrollpersonen

> > >

Mikrokerne pro Zelle

-10 0 1.0 20 50 40 50
Zigarettenkonsum pro ga

Abb.6: Zusammenhang zwischen téglichem Zigarettenkonsum und Mikrokernrate bei
Tumorpatienteﬁ , Leukoplakiepatienterund Kontrollpersonem
[Korrelationskoeffizient (r)=0,584 (Signifikanz: p < 0,0001);

Regressionskoeffizient (B) = 0,340

Dieses Diagramm zeigt den Einflul des taglichen Zigarettenkonsums auf die
Mikrokernrate. Es besteht eine hoch signifikante positive Korrelation zwischen
zunehmender Zahl gerauchter Zigaretten pro Tag und einer entsprechend ansteigenden
Mikrokernrate innerhalb von Kontrollgruppe, Tumor- und Leukoplakiepatienten (r>0,5
mit p<0,0001). Die Tumorpatienten rauchen durchschnittlich 24,3 Zigaretten pro Tag,
die Leukoplakiepatienten 20,6 Zigaretten pro Tag und die Kontrollpersonen 5,3
Zigaretten pro Tag. Mehrfachbelegungen von Diagrammpunkten durch gleiche
Wertepaare (Zigarettenkonsum und Mikrokernrate) treten bei n = 159 auf. Im Diagramm
wird deutlich, dal3 das Niveau der Wertepaare von Tumor- und Leukoplakiepatienten
deutlich hdher liegt, als der der Kontrollpersonen (Abb. 6).
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4.3. Menge und Dauer des Nikotinabusus (Packungsjahre) und
Mikrokernrate bei Tumorpatienten, Leukoplakiepatienten und
Kontrollpersonen
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Abb. 7: Zusammenhang zwischen Menge und Dauer des Nikotinabusus (Packungsjahre)
und Mikrokernrate bei Tumorpatien®®n ,Leukoplakiepatiemtand
Kontrollpersoneh[r =0,519 (p < 0,0001); B = 0,269

Dieses Diagramm zeigt die Abhangigkeit der Mikrokernrate von den Packungsjahren. Es
besteht eine hoch signifikante positive Korrelation von Dauer und Menge des
Zigarettenkonsums (Packungsjahre) und der Mikrokernfrequenz pro Zelle bei den
Kontrollpersonen, Tumor- und Leukoplakiepatientet®,5 (p<0,0001) Die Anzahl der
Mikrokerne pro Zelle steigt mit Zunahme des lebenslangen Zigarettenkonsums an. Der
durchschnittliche Tabakkonsum als Packungsjahre betragt bei den Tumorpatienten 32,0,
bei den Leukoplakiepatienten 30,4 und bei den Kontrollpersonen 7,2 Packungsjahre.
Mehrfachbelegungen von Diagrammpunkten durch gleiche Wertepaare (Packungsjahre
und Mikrokernrate) treten bei n = 159 auf. Die Wertepaare der Tumor- und
Leukoplakiepatienten liegen auf einem weitaus hdheren Niveau, als die der Kontroll-
personen (Abb.7).
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Im folgenden Diagramm (Abb.8) wurde die Anzahl der Packungsjahre in 3 Gruppen
unterteilt und die mittlere Anzahl der Mikrokerne pro Zelle fiur die Kontrollgruppe,
Tumor- und Leukoplakiepatienten pro jeweiligeu@pe Packungsjahre dargestellt. Die

Unterteilung der Packungsjahre erfolgte<irb; >5 <25 und >25 Packungsjahre. Als
geringste Belastung Packungsjahre wahlten svis5 Packungsjahre in Anlehnung an

Maier et al, die fir diese Anzahl Packungsjahre das relative Risiko an einem Kopf- Hals-
Karzinom zu erkranken gleich 1,0 setzten (Maier et al 1991).
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Abb. 8: Zusammenhang zwischen Mikrokernrate und Packungsjalmesrteilt in
niedrige{ 5), mittlere (> 55 25) und hohe Belasturfg 25) Packungsjahfe

Die Unterteilung der Packungsjahre in Gruppen mit niedriger, mittlerer und hoher
Belastung (Exposition Packungsjahre) zeigt ebenfalls einen signifikanten Anstieg der

Mikrokernrate im Mittel innerhalb der Kontrollgruppe mit niedriger Exposit®b (

Packungsjahre) gegenliber hoher Exposition und mittlere Exposition S>35
Packungsjahre) gegenuber hoher Exposition (> 25 Packungsjahre) mit (p<0,05). Der in
Abb. 8 sichtbare geringe Anstieg der Mikrokernrate pro Zelle zwischen niedriger und
mittlerer Exposition ist dagegen nicht signifikant (p>0,05). Lediglich ein Patient z&hlt zur
Gruppe der niedrigen Belastung. Alle anderen Tumor- und Leukoplakiepatienten erfullen
das Kriterium fur mittlere und hohe Belastung.
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Fur die mittlere Belastung zeigt sich ein deutlich hoheres Niveau der Mikrokernraten im
Mittel bei den Tumor- und Leukoplakiepatienten, das signifikant héher liegt als das
Niveau der mittleren Mikrokernraten der Kontrollgrupe (p<0,05) (Abb. 8 und Tab.12).

Mit zunehmender Anzahl Packungsjahre steigt die mittlere Mikrokernrate der
Kontrollpersonen signifikant an (p<0,05), bei den Tumor- und Leukoplakiepatienten ist
allerdings eine nicht signifikante Abnahme der Mikrokernrate im Mittel zwischen
mittlerer und hoher Belastung zu erkennen (p>0,05). Dieses Ph&nomen ist am ehesten
durch Recall Bias zu erklaren. Recall Bias kdonnte dadurch entstehen, dal3 gesunde
Kontrollpersonen die Fragen zum Alkohol- und Tabakkonsum differenzierter
beantworten als die Patienten, die aufgrund ihrer Erkrankung zur Untertreibung des
Tabak- und Alkoholkonsums neigen.

Bei hoher Belastung nahert sich die mittlere Mikrokernrate der Kontrollgruppe
derjenigen der Patienten an. Bei differenzierter Betrachtung der mittleren Mikrokernrate
der Kontrollpersonen mit hoher Belastung zeigt sich, da3 12 Kontrollpersonen eine
Tabakexposition von Uber 25 Packungsjahren aufweisen. Von diesen 12
Kontrollpersonen mit einem Mittelwert von 0,01675 Mikrokernen pro Zelle liegen 4
Kontrollpersonen tber den Median der mittleren Mikrokernrate der Tumorpatienten und
sind somit als Hochrisikopatienten zu werten. Der Median der mittleren Mikrokernrate
der Tumorpatienten von 0,0195 Mikrokernen pro Zelle dient als Cut-Point bei der
Ermittlung des relativen Risikos an einem Kopf- Hals- Karzinom zu erkranken (s.u.).

Tab. 12: Mittelwerte der Mikrokernraten in Abhangigkeit des Tabakkonsums

Probandenstatus Exposition Mittelwert Standardabweichung
Packungsjahre
<5 0,0070 0,0042
Kontrollgruppe >5, <25 0,0104 0,0048
0,0167 0,0066
>25
Tumorpatienten >5,525 0,0234 0,0088
>25 0,0186 0,0057
Leukoplakiepatienten >5,=25 0,0240 0,0112
>25 0,0180 0,0057

4.4. Zusammenhang zwischen Alkoholkonsum und Mikrokernrate

Die Auswertung erfolgte bei Tumorpatienten, Leukoplakiepatienten und
Kontrollpersonen (n=159) mittels linearer Regressionsanalyse. In diesem
Untersuchungsmodell wurde der Einflu3 von Alkohol auf die Mikrokernraten unter
Nichtbeachtung der anderen Noxen ermittelt. Es zeigt sich keine signifikante Korrelation

zwischen Mikrokernrate und taglichen Alkoholkons@im0,124 (p>0,05) D.h. der
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alleinige Alkoholkonsum zeigt keine signifikante EinfluBnahme auf die Mikrokernrate im
Untersuchungsmodell (Tab.13).

Tab.13: Zusammenhang zwischen Alkoholkonsum und Mikrokernrate
bei Kontrollpersonen , Tumor- und Leukoplakiepatienten

Koeffizienten Kontrollpersonen, Tumor- und
Leukoplakiepatienten

Korrelationskoeffizient r 0,124
Signifikanz p 0,120
Regressionsquotient B 0,015

Die folgende Darstellung (Abb. 9) zeigt die Abhéngigkeit der Mikrokernrate vom
Alkoholkonsum, der in 3 Gruppen mit einem taglichen Konsum von 0 Graimids,
Gramm und > 25 Gramm Alkohol pro Taa unterteilt wurde.
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Abb. 9 Zusammenhang zwischen Mikrokernrate und Alkoholkonsum (Alkoholkonsum
unterteilt in 0 Gramm pro Tag25 Gramm pro Tag und > 25 Gramm pro Tag)
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Wie in Tabelle 13 ersichtlich, konnte kein Zusammenhang zwischen Alkoholexposition
und Mikrokernrate mittels linearer Regressionsanalyse dargestellt werden. Auch in Abb.
9 zeigt sich kein signifikanter Anstieg der mittleren Mikrokernraten in Abhangigkeit des
taglichen Alkoholkonsumes innerhalb von Kontrollgruppe, Tumor- und Leukoplakie-
patienten (p>0,05). Lediglich das Niveau der Mikrokernraten im Mittel ist bei den
Tumor- und Leukoplakiepatienten ein deutlich htheres als das der Kontrollpersonen und
durch die nachgewiesene signifikante positive Korrelation der Mikrokernrate durch
EinfluBnahme vom Tabakkonsum am ehesten erklarbar. Die Abnahme der Mikrokernrate
im Mittel innerhalb der Patienten zwischen mittlereh26 Gramm pro Tag) und hohem

(> 25 Gramm pro Tag) Alkoholkonsum kommt am ehesten durch Recall Bias zustande.

4.5. Zusammenhang zwischen Alkohol- und Tabakkonsum und
Mikrokernrate

Die Auswertung (Tab. 14) erfolgte bei Kontrollpersonen und Tumor- und Leukoplakie-
patienten mittels multipler Regressionsanalyse. In beiden Gruppen zeigt sich eine hoch

signifikante Abhangigkeit der Mikrokernrate mit positiver Korrelafior0,5 (p<0,001)
von den Packungsjahren, wéahrend der tagliche Alkoholkonsum keine signifikante
EinfluBnahmdr = -0,030 (p>0,09)auf die Mikrokernrate zeigt.

Tab.14: Zusammenhang zwischen Alkohol- /Zigarettenkonsum (Packungsjahre) und
Mikrokernrate bei Kontrollpersonen, Tumor- und Leukoplakiepatienten

Gruppe Noxe Signifikanz Korrelationskoeffizient
p r
Alkohol pro Tag 0,673 -0,030

Kontrollpersonen,
Tumor- und
Leukoplakiepatienten

Packungsjahre <0,0001 0,531

Die Abhangigkeit der Mikrokernrate pro Zelle vom Tabak- und Alkoholkonsum
(unterteilt in Nonabuser, mittlere und hohe Belastung) zeigen die folgenden
Darstellungen (Abb.10 und Tab. 15).
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Abb. 10: Zusammenhang zwischen Mikrokernrate und Tabak-/Alkoholexposition
unterteilt in Nonabuser, mittlere Belastung und hohe Belastung

Tab. 15 Mittelwerte der Mikrokernraten von Kontrollpersonen, Tumor- und Leukopla-
kiepatienten in Abhangigkeit vom Alkohol- und Tabakkonsum (Packungsjahre)

Probandenstatus Mittelwert Standardfehler
Nonabuser Kontrollgruppe 0,0068 0,001
Kontrollgruppe 0,0093 0,001
mittlere Belastung ~ Tumorpatienten 0,0215 0,001
Leukoplakiepatiente 0,0199 0,002
hohe Belastung Kontrollgruppe 0,0159 0,002
Tumorpatienten 0,0186 0,001
Leukoplakiepatiente 0,0192 0,002
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Die Gruppe mit hoher Belastung weist eine Raucheranamnese von mehr als 25
Packungsjahren und einen hoheren Alkoholkonsum als 25g/d auf. Die Gruppe mit
mittlerer Belastung erfillt die Kriterien Nonabuse (0 Packungsjahre und 0 Gramm
Alkohol pro Tag) und hohe Belastung nicht.

Im Diagramm zeigt sich , daf3 die Mikrokernraten von Tumor- und Leukoplakiepatienten
auf einem weitaus hdheren Niveau liegen, als die der Nonabuser der Kontrollgruppe.
Dies trifit auch bei mittlerer Belastung mit Tabak und Alkohol fur die Tumor- und
Leukoplakiepatienten gegentber den Kontrollpersonen zu. Die Mikrokernrate der
Kontrollgruppe gleicht sich aber bei zunehmend hoher Belastung mit Alkohol und Tabak
der der Patienten an. Bei genauerer Betrachtung der 8 Kontrollpersonen mit hoher
Belastung zeigt sich, daf 6 dieser Kontrollpersonen den Minimalwert der Patienten von
0,011 Mikrokernen pro Zelle Gberschreiten. Nur 2 Kontrollpersonen tberschreiten den
Median der Mikrokernrate der Tumorpatienten von 0,0195 Mikrokernen pro Zelle, so
dal diese als Hochrisikopatienten gewertet werden missen.

Innerhalb der Kontrollgruppe ist ein signifikanter Anstieg der Mikrokernrate zwischen
mittlerer und hoher Belastung sowie Nonabuse und hoher Belastung mit Alkohol und
Tabak zu beobachten (Tab.16).

Tab.16:Statistische Bewertung der Unterschiede zwischen den mittleren Mikrokernraten
in Abhangigkeit der Tabak- und Alkoholexposition innerhalb der Kontrollgruppe

Nonabuse mittlere Belastung  hohe Belastung
Nonabuse p =0,108 p < 0,001
mittlere Belastung p =0,108 p = 0,002
hohe Belastung p < 0,001 p = 0,002

Fur die Tumor- und Leukoplakiepatienten a3t sich kein Anstieg der Mikrokernrate im
Mittel mit zunehmender Tabak-Alkoholexposition nachweisen. Hier liegen zwar die
Mikrokernraten bei mittlerer Belastung auf einem weitaus hoheren Level als die der
Kontrollgruppe, bei hoher Belastung zeigt sich jedoch ein Abfall der Mikrokernrate von
Tumor- und Leukoplakiepatienten im Vergleich zur mittleren Belastung (Abb.10). Dieser
Abfall der Mikrokernrate widerspricht den Ergebnissen der linearen Regressionsanalyse
fir den Tabakkonsum insgesamt (s.0.), und ist am ehesten auf ungenaue Angaben von
Tumor- und Leukoplakiepatienten als Recall Bias Fehler zurtickzufiihren.

Vergleicht man die Gruppen in Hinsicht der Belastung untereinander, also unabhangig
der Unterteilung des Probandenstatus (Kontrollperson / Patient), so zeigt sich eine
signifikante Erhohung der Mikrokernrate mit mittlerer Belastung gegeniiber Nonabuse
und eine wiederum signifikant hohere Mikrokernrate im Mittel bei hoher Belastung
gegenuber mittlerer Belastung (Tab. 17).
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Tab.17: Statistische Bewertung der Unterschiede zwischen den mittleren Mikrokernraten in
Abhangigkeit der Tabak- und Alkoholbelastung unabhéngig vom Probandenstatus

Nonabuse mittlere Belastung  hohe Belastung
Nonabuse p<0,001 p<0,001
mittlere Belastung p<0,001 p<0,001
hohe Belastung p<0,001 p<0,001

4.6. Zusammenhang zwischen verschiedenen exogenen Noxen und
Mikrokernrate

Die Auswertung erfolgte ebenfalls mittels multipler Regressionsrechnung, einerseits
unter Ausklammerung des taglichen Zigarettenkonsums (Tab. 18), andererseits unter
Einbeziehung des téaglichen Zigarettenkonsums (Tab. 19). Im Ergebnis zeigt sich
wiederum eine hoch signifikante Abh&angigkeit der Mikrokernrate vom taglichen
Zigarettenkonsum mit positiver Korrelatiofr>0,5 (p<0,0001) (Tab. 18). Unter
Einbeziehung der Tabakexposition (Tab. 19) ergibt sich eine signifikante Abh&ngigkeit
der Mikrokernrate von der Losungsmittelexpositjors 0,171 (p<0,03)mit schwach
positiver Korrelation, die in Tab. 18 nicht nachweisbar ist (p>0,05). Alle anderen
exogenen Noxen zeigen in beiden Untersuchungsmodellen keine signifikante
Einfludnahme auf die Mikrokernrate (p>0,05).

-38-



Tab.18: Zusammenhang zwischen den weiteren exogenen Noxen und der Mikrokernrate
bei Kontrollpersonen, Tumor- und Leukoplakiepatienten unter Ausklammerung
des Tabakkonsums

Noxe Korrelationskoeefizient Signifikanz
r p

Lésungsmittel 0,138 0,098
Asbest 0,048 0,564
Benzin 0.110 0,189
radioaktive Strahlung 0,012 0,880
Staube allgemein -0,013 0,874
Auspuffgase 0,003 0,973
Schwermetalle 0,063 0,459
Pestizide 0,063 0,446
Kunststoffe -0,075 0,372
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Tab.19: Zusammenhang zwischen den weiteren exogenen Noxen und der Mikrokernrate
bei Kontrollpersonen, Tumor- und Leukoplakiepatienten unter Einbeziehung des
Tabakkonsums als Packungsjahre

Noxe Korrelationskoeffizient Signifikanz
r p
Lésungsmittel 0,171 0,018
Asbest 0,059 0,405
Benzin -0,048 0,513
radioaktive Strahlung 0,046 0,509
Staube allgemein -0,016 0,822
Auspuffgase 0,057 0,420
Schwermetalle 0,044 0,951
Pestizide -0,029 0,682
Kunststoffe -0,025 0,726
Packungsjahre 0,532 < 0,0001
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4.7. Ermittlung von Risikofaktoren der Tumorentstehung mitHilfe der
logistischen Regression

Um die Frage zu klaren, ob ein erhdhtes Risiko der Karzinomentwicklung im oberen
Aerodigestivtrakt in Abhangigkeit der Mikrokernrate besteht, ist es notwendig, einen
Cut-Point zu bestimmen. Dieser wurde bei 19,5 MK &000 Schleimhautzellen
festgelegt. Dieser Wert entspricht dem Median der Mikrokernrate auf 1000 Zellen
innerhalb der Tumorpatienten. Die Berechnung erfolgte mit Hilfe von SPSS unter
Ausklammerung der Leukoplakiepatienten. Das geschatzte relative Risiko einer malignen
Entartung unter Berucksichtigung der Mikrokernrate (Tabakkonsum und
Losungsmittelexposition wurden nicht beachtet) steigt bei einer Mikrokernrate, die 19,5
pro 1000 Zellen Gberschreitet auf dds5-fachean (Tab. 20).

Unter Beachtung aller erfal3ten, auf die Mikrokernrate Einflul3 nehmenden exogenen
Noxen, wie Tabakkonsum (in die Berechnung eingegangen als Packungsjahre) und
Losungsmittelexposition, ist das Risiko (geschétzt durch Odds Ratio) einer malignen
Entartung um da3,92-facheerhoht (Tab.21). Als wesentlichste EinfluRgroRe erwies
sich bei der Berechnung des relativen Risikos einer Karzinomenstehung der
Tabakkonsum. Unter alleiniger Bertcksichtigung des Rauchverhaltens, eingegangen als
Packungsjahre, bleibt das relative Risiko (geschatzt durch OR) einer malignen Entartung
fir Probanden mit einer Mikrokernzahl von mehr als 19,5 Mikrokernen pro 1000
Mukosazellen fast konstant (Tab. ZR = 8,09.

Tab.20: Relatives Risiko (geschatzt durch OR) einer malignen Entartung bei
Uberschreiten der Mikrokernrate von 19,5 unter alleinigem EinfluB der Mikrokernrate
(Tabakkonsum und Lésungsmittelexposition wurden nicht beachtet) n=143

Signifikanz Odds Ratio 95%-
p (relatives Risiko) Konfidenzintervall
Mikrokernrate > 19,5
gegen < 19,5 MK pro 1000 <0,001 15,50 [5,62- 42,78

Zellen

Tab.21: Relatives Risiko (geschatzt durch OR) fur einen gesunden Probanden an einem
Kopf- Hals- Karzinom zu erkranken bei Uberschreiten der Mikrokernzahl von 19,5 pro
1000 Mukosa-Zellen (unter Berucksichtigung der auf die Mikrokernzahl Einflufd
nehmenden Noxen Lésungsmittelexposition und Packungsjahre) n=143

Signifikanz Odds Ratio 95%-
p (relatives Risiko) Konfidenzintervall
Mikrokernrate > 19,5
gegen < 19,5 MK pro 1000 < 0,001 7,92 [2,47 - 25,3

Zellen
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Tab. 22: Relatives Risiko (geschatzt durch OR) fur einen gesunden Probanden an einem
Kopf- Hals- Karzinom zu erkranken, bei einer Mikrokernzahl tber 19,5 pro 1000
Mukosa-Zellen (unter alleiniger Berticksichtigung des Tabakkonsums als Packungsjahre)
n=143

Signifikanz  Odds Ratio (relatives 95%-
p Risiko) Konfidenzintervall
Mikrokernrate > 19,5
gegen < 19,5 MK pro 1000 < 0,001 8,04 [2,51 - 25,81

Zellen

4.8. Vergleich zwischen den Mikrokernraten der linken und der rechten
Wangenninnenseite

Ausgehend von der Voraussetzung einer Gesamtschadigung der Schleimhaut des oberen
Aerodigestivtraktes, wurden Schleimhautabstriche von beiden Wangeninnenseiten der
Probanden bzw. Patienten entnommen. Dies erfolgte unabhéngig von der Lokalisation
prakanzeroser bzw. maligner Veranderungen der Mukosa, jedoch makroskopisch
mindestens 2 cm vom malignen Prozeld entfernt. Folgende Ergebnisse ergaben sich aus
dem Vergleich der Mikrokernzahl von linker und rechter Wangeninnenseite (Tab. 23):

Tab. 23: Vergleich der Mikrokernzahlen beider Wangeninnenseiten pro 1000 Zellen

Mittelwert  Standardabwei- Differenz Signifikanz
chung p
Mikrokernrate links 6,58
2,75 0,176 0,422

Mikrokernrate rechts 6,76

Die Differenz der mittleren Mikrokernrate zwischen linker und rechter Wangeninnenseite
liegt bei 0,176 Mikrokernen pro 1000 gezéhlter Mundschleimhautzellen. Der
Unterschied der Mikrokernrate links gegen rechts ist statistisch nicht signifikant (p >
0,05), die Standardabweichung links gegen rechts betragt im Mittel 2,75 Mikrokerne.
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5. Dikussion

5.1. Vor- und Nadhteile desM ikrokern- Testes a Abstrichen der
M undscdleimhaut

Vortelle des Mkrokernteds snd in der lostengiinstigen und einfachen Durchfuhrung zu
sehen. Es geht ene fast wnbegrenzte Zahl an auswetbaren Zellen zur Verfligung. Das
Untersudungsmateria ist leicht und ohne Beéntraditigung des Pobanden bzw.
Pdienten zu gevinnen. DesWeiteren handdt es sch um einen edhten in vivo Ted. Nach
einiger Ubung ist de Auswetung der gérbten Mundsdileimhautabstriche, unserer
Meinung radh, relativ einfadch zu handhaben.

Als nadteilig erwies sich die grole Zahl auszuwertender Zellen. Bei den Probanden
ohne chronische Tabakexposition wurden beispielsweise sehr niedrige Mikrokernzahlen
(minimal 1 Mikrokem pro 1000 Mulksazdien) begimmt, so dal3 mndestens 1000Z€llen
pro Poband analysiert werda sollten. Die Zahl auszuwetender Mukosa-Zdlen wird in
der Litergur sdr untersdiedich angegden. Se stwankt zwischen 500 Mulosa-Zdlen
(Stich et d. 1984, 1988) nd 3000 Zdéen (Sato et & 1987) pro Rvband.

Die Anzahl von 1000 auszuwgéenden Mundsdileimhauzdlen pro Poband, de wir (mit
Ausnahme won 11 Personen) wahlten und fir snnwoll eradten, dedt sich mit der am
hauiggen in der Literatur angegdenen Menge der zu aalysierenden Zellen (Nair et 4.
1991, Lippmannet d. 1991, (Ghose et 81995, Ddfawd et al. 1997).Auch Belien folgt in
sdner Forderung nadh Vereinhetlichung des Mikrokerntedes dieser Anzahl
auszuzBlender Zdlen, verweist éer denoch au enorme Differenzen der Mikrokernzahl
bei Auszdlung von beispelswase 10000 Stleimhauzédlen gegentiber 1000 Zellen und
sdhlul¥folgerte daraus de Notwendigkdt eines atomatisierten Saeenings (Belien et d.
1995).

Bei 11 Probanden konnten au Grund des Magds an Zdlen aud den Objekitragern
weniger ds 1000 Zdlen ausgezit werden, aber mehr ds 500 Zéen, so daldiex in die
Studie mit eingingen (in Anlehnung an Stich et d. 1984). &ich et d z&lten beispels-
weise die Zellen mit Mikrokemen in Prozent (minimal 500 intakte Mukosazden) aus
und kamen im Vergleich zu unseren Ergebnisen auf enen dhnichen Wert von
Mikrokembildungen (Tab. 24):
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Tab. 24: Vergleich der Mikrokernraten mit den Ergebnissen von Stich et al. 1984:

Gruppe Mikrokerne in %  Mikrokerne pro Zelle Mikrokerne in %
(Stich et al) (eigene Untersuchunc (eigene Untersuchung)
Nonabuser 0,5 0,0068 0,68
Rauchen und 2,29 0,0159 1,59
Alkoholgenuf3 (bei 40-60 Zigaretten  (bei mehr als 25 (bei mehr als 25
pro Tag *) Packungsjahren und Packungsjahren ung
mehr als 25 g Alkohol mehr als 25 g Alkoholl
pro Tag) pro Tag)

*Keine Angaben zur Menge des taglichen Alkolkonsums

Die Differenzen zu den in Tab. 24 angegebenen Mikrokernfrequenzen kdnnen unter-
schiedliche Grinde haben. Stich et al. bestimmten die Mikrokernraten bei Personen auf
den Philippinen. Diese wurden ebenfalls nach entsprechendem Alters- und
Geschlechtsprofil der exponierten Personen bzw. Hochrisikopatienten ausgewahit.
Allerdings wurden nur die kanzerogenen Expositionen bei den Non-Abusern
ausgeklammert, die fur die Hochrisikopatienten in Frage kamen (Betelnufl3, Tabak,
Alkohol, Bilharziose, Khaini- ein Leim/Tabak Gemisch). Alle anderen mdglichen
Expositionen von Umweltgiften wurden nicht bertcksichtigt. Bei der Gruppe der Tabak-
und Alkoholkonsumenten wurden keine Angaben zur Menge des téaglichen
Alkoholkonsums gemacht. Beim Vergleich der Raucher und Alkoholkonsumenten ist ein
wesentlich hdherer Wert der Mikrokernraten bei Stich et al nachweisbar, der durch die
weit hohere Anzahl taglich gerauchter Zigaretten erklarbar ist. Fur den Zigaretten-
konsum pro Tag zeigt sich ein positive Korrelation zwischen téaglichem
Zigarettenkonsum und Mikrokernrate, so dafd bei 40 gerauchten Zigaretten ebenfalls ein
entsprechend hoherer Wert an Mikrokernen zu erwarten ist, der um die 20 Mikrokerne
pro 1000 Zellen, bzw. um die 2% liegt (laut Regressionsgerade in Abb.6). In unserer
Studie legten wir fur den Tabakkonsum die Variable Packungsjahre fest, um den
lebenslangen Tabakkonsum bei der Auswertung in Verbindung mit dem Alkoholkonsum
zu berucksichtigen (Tab.16).

Als nachteilig kann sich die subjektive Betrachtungsweise bei der Bestimmung der
Mikrokerne im Hellfeld des Mikroskopes erweisen, die durch Artefaktbildung noch
zusatzlich erschwert werden kann. Eine gewisse Fehlerquote ist hierbei nicht sicher
ausschlie3bar. Bei Probanden, die zu Zahnfleischbluten neigen, finden sich beispielsweise
Chromatinreste segmentkerniger Granulozyten. Trotz vorheriger Mundspilung zeigen
sich in den Abstrichen noch Kernreste dieser Zellen. Liegen diese Reste auf dem
Zytoplasma von Mundschleimhautzellen, kdnnen sie mit Mikrokernen verwechselt
werden. Um dies auszuschlie3en, sollen nur Mikrokerne in die Bewertung gelangen, die
einen glatten Rand und eine runde Form aufweisen (Sarto et al. 1987).

In unserer Untersuchung wurde eine Qualitatssicherung durch stichprobenartige
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Kontrolle eines zweiten erfahrenen Untersuchers gewahrleistet.

Die o0.g. Fehlerquellen kdnnten durch ein maschinelles Auszahlungsverfahren der
Mikrokerne relativ sicher ausgeschlossen werden. Dabei kann die Auswertung einer
deutlich héheren Zahl von Schleimhautzellen unter Verringerung der Fehlerquote durch
Artefaktbildung in wesentlich kiirzerer Zeit erfolgen. Entsprechende Entwicklungen sind
Im Gange (Szimai et al. 1993).

In Hinblick auf die Seitendifferenz der Mikrokernraten ist kein signifikanter Unterschied
zu beobachten. Die Standardabweichung betragt durchschnittlich 2,75 Mikrokerne. Dies
unterstitzt die These einer Gesamtschadigung der Schleimhaut des oberen
Aerodigestivtraktes im Sinne einer Feldkanzerisierung, die unabhangig der Lokalisation
makroskopisch sichtbarer kanzerdser bzw. prakanzertser Verdnderungen vorliegt. So
konnten beispielsweise Lippmann et al erhhte Mikrokernzahlen der Schleimhaut auch
im Bereich der Carina tracheae bei Rauchern feststellen (Lippmann et al. 1990).

Aufgrund unserer Ergebnisse zur Seitendifferenz von Mikrokernbildungen folgern wir,
dalR der zytologische Abstrich einer Wangeninnenseite genigt, um ein aussagefahiges
Ergebnis fir das Risikoscreening zu erhalten. Die Anzahl von mindestens 1.000
auszuzahlenden Zellen sollte beibehalten werden.

5.2.Beurteilung der Untersuchungsergebnisse
5.2.1. Beurteilung der Untersuchungsergebnisse zum Tabakkonsum

Die Ergebnisse zeigen eine signifikante Erhdéhung der Mikrokernrate im Mittel bei
Tumorpatienten und Abusern gegenliber den Nonabusern. Es zeigt sich eine
Abhangigkeit der Mikrokernrate vom Tabakkonsum mit hoch signifikanter positiver
Korrelation[r>0,5 (p<0,0001) Dies trifft fur den Tabakkonsum als Zigaretten pro Tag
und Packungsjahre in den verschiedenen Untersuchungsmodellen zu.

Das relative Risiko an einem Kopf- Hals- Karzinom zu erkranken ist bei den gesunden
Probanden mit einer MK-Rate von Uber 19,5 Mikrokernen pro 1000 Schleimhautzellen
unter Berucksichtigung des Rauchverhaltens um das 8,04-fache erhdht. Vergleichbare
Untersuchungen zur Ermittlung des relativen Risikos auf Grundlage der Ergebnisse des
Mikrokerntests, unter Berlcksichtigung des Tabakkonsums, an einem Karzinom des
oberen Aerodigestivtraktes zu erkranken, liegen in der internationalen Literatur, nach
eingehenden Recherchen, bis dato nicht vor.

Maier et al. ermittelten anhand epidemiologischer Studien das relative Risiko fir Raucher
an einem Kopf-Hals-Karzinom zu erkranken. Sie legten nach statistischer Bereinigung
des Alkoholkonsums einen Risikowert von 1,0 bei einem Tabakkonsum von weniger als
5 Packungsjahren fest. Das Risiko steigt bei 5-50 Packungsjahren auf das 5,6-fache an
und erreicht einen Spitzenwert von einem 9,1-fach hdheren Risiko ein Kopf-Hals-
Karzinom zu entwickeln, bei mehr als 50 Packungsjahren (Maier et al. 1991).

Da anamnestisch alle Tumorpatienten bis zum Zeitpunkt der Diagnosestellung Raucher
waren (mit einem durchschnittlichen Zigarettenkonsum von 24,3 pro Tag) lag die
Vermutung des Zusammenhanges zwischen Tumorentstehung und chronischem
Tabakkonsum nahe. Mit Hilfe des Mikrokerntests und der statistischen Datenanalyse
konnte die epidemiologisch statistische Beobachtung des Zusammenhanges von
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Tabakkonsum und Karzinomentstehung, sowie die mehr als 40 Jahre alte Beobachtung
der Feldkanzerisierung auf zellularer Ebene bestatigt werden.

Die Ergebnisse dieser Studie bekraftigen die epidemiologischen Untersuchungsergebnisse
des Zusammenhanges von Rauchverhalten und Krebsrisiko im Kopf- Halsbereich der
Arbeiten von Maier et al (Maier et al. 1991, 1990). Die Mikrokernzahl steigt mit
zunehmendem Tabakkonsum an. Innerhalb der Kontrollgruppe (Tab.12) zeigt sich eine
Verdoppelung der Mikrokernrate bei den Rauchern mit mehr als 25 Packungsjahren
(0,0167 MK pro Zelle), gegenuber den Nichtrauchern bzw. einem geringeren
Tabakkonsum als 5 Packungsjahre (0,007 MK pro Zelle).

Die Untersuchungen von Duffaud et al. (1997) zeigen ebenfalls eine erhohte
Mikrokernrate bei den Tumorpatienten gegentber gesunden Personen. Allerdings basiert
diese Studie auf dem Nachweis von Mikrokernen in Lymphozyten des peripheren Blutes.
Als wesentliche EinfluRgrof3e konnten Duffaud et al ebenfalls den chronischen
Tabakkonsum eruieren. Zu dem gleichen Ergebnis einer signifikant hoheren
Mikrokernrate in den Lymphocyten bei Rauchern mit Lungenkrebs gegeniiber gesunden
Probanden, kamen Cheng et al. (1996).

Eine erhohte Mikrokernrate in cytologischen Mundschleimhautabstrichen konnten
verschiedene Autoren bei Nikotinabusern gegeniber Nonabusern feststellen (Ghose et al
1995, Tolbert et al 1991, Nair et al 1991, Roberts et al 1997, Stich et al 1992, Kayal et al
1993). Lippmann stellte 1990 (Lippman et al 1990) eine erhdhte Mikrokernrate an
Abstrichen der tracheobronchialen Schleimhaut bei Rauchern fest, konnte aber keinen
Unterschied zwischen der niedrigeren Mikrokernzahl von Nichtrauchern und friiheren
Rauchern finden.

Stich et al konnten an leukoplakisch veranderten Mundschleimhautzellen von Betelnul3-
Kauern mit Hilfe oraler Schleimhautsbstriche eine erhthte MK-Zahl feststellen.
Weiterhin zeigte er, dal’3 nach Behandlung mit Betacarotin und Vitamin A eine Remission
der Mikrokernrate, sowie der Leukoplakien eintrat (Stich et al. 1988).

Roberts et al fanden eine erhdhte Frequenz von MK bei Schnupftabak-Abusern an oralen
Schleimhautabstrichen (Roberts et al. 1997).

Die in der Literatur angegebene Menge Zigaretten, ab der ein Anstieg der Mikrokernrate
zu beobachten ist, weist enorme Schwankungen auf. Sarto et al fanden 1987 bei
Rauchern einen signifikant hoheren Anstieg der Mikrokernrate um das nahezu Doppelte
gegenuber Nichtrauchern an deren Schleimhautabstrichen. Er beobachtete eine
wesentliche Zunahme der Mikrokernrate bei einen Konsum von ca. 20 Zigaretten pro
Tag. Stich (Stich et al. 1983) beschrieb einen ungefahr 4-fachen Anstieg der
Mikrokernrate bei Konsumenten von Alkohol und 1-2 Schachteln Zigaretten. Einen
annahrend 8-fachen Anstieg der Mikrokernrate konnte er bei einen Konsum von mehr als
drei Schachteln Zigaretten pro Tag nachweisen. Allerdings war kein Anstieg der
Mikrokernzahl bei Probanden mit alleinigen Alkohol- oder Zigarettenkonsum zu
beobachten. Er verwies auf den synergistischen Effekt von Alkohol- und Nikotinabusus.

Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen unserer Studie, bei der ein synergistischer
Effekt zwischen Nikotin-/Alkoholabusus und Mikrokernrate nicht eindeutig
herausgestellt werden konnte. Allerdings ergab sich ein linearer Zusammenhang zwischen
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alleinigen Zigarettenkonsum und Mikrokernrate mit einem nahezu stetigem Anstieg der
Mikrokernzahl in Abh&ngigkeit vom zunehmenden Tabakkonsum. Eine sprunghafte
Erhohung der Mikrokernzahl ab einer bestimmten Menge konsumierter Zigaretten
konnte ebenfalls nicht festgestellt werden.

Wu et al. (1998) untersuchten die Wirkung des im Zigarettenrauch enthaltenen
kanzerogenen Benzo(a)pyrens auf die Anzahl von Chromatid-Briichen in Lymphocyten
bei Rauchern und Nichtrauchern. In einer Fall-Kontroll-Studie zeigten sich nach
Behandlung der Lymphozyten mit Benzo(a)pyren in vitro signifikant mehr Strangbrtiche
bei den Fallen, als bei den Kontrollen. Die Gruppe mit der hochsten Anzahl von
Chromatidbrichen hat ein annédhrend 20-fach erhohtes Krebsrisiko gegeniber der
Gruppe mit der niedrigsten Anzahl von Chromatidbriichen. Der Zusammenhang
zwischen Benzo(a)pyren- Sensibilitdt und Krebsrisiko war starker bei ehemaligen
Rauchern als bei momentanen Rauchern und ebenfalls starker bei jungen Patienten als bei
alteren Patienten. Die Mutagensensibilitdt scheint ein wesentlicher individueller,
genetisch determinierter Faktor bei der Entstehung von Karzinomen zu sein (Hart
1997).

5.2.2.Mutagensensibilitdt und Suszeptibilitat

Ein wesentlicher Grund fir das 8,04-fach erhohte Risiko der Raucher mit einer
Mikrokernzahl von mehr als 19,5 Mikronuclei pro 1000 Schleimhautzellen an einem
Kopf-Hals-Karzinom zu erkranken, koénnte neben der gentoxischen Wirkung von
Tabakkomponenten in der unterschiedlichen Suszeptibilitdt der verschiedenen Individuen
zu finden sein. Unter Suszeptibilitat versteht man die individuelle
Tumorempfanglichkeit”, welche u.a. auf der Fahigkeit beruht, kanzerogene Noxen oder
Noxengemische zu eliminieren bzw. aufgetretene DNA- Schadigungen zu reparieren
(Schantz et al. 1997). Die kanzerogene Wirkung von Noxen und Noxengemischen ist
also zusatzlich auch von verschiedenen individuellen und endogenen Faktoren
(hereditaren Faktoren) abhangig (Johnson et al. 1996, Ishibe et al. 1997). Menschen mit
ahnlichem Lebensstil konnen einerseits an Krebs erkranken, andere erreichen ohne an
einem bdsartigen Tumor zu erkranken ein hohes Lebensalter. Die genetische
Préadisposition ist also ein wesentlicher Risikofaktor fur die Entwicklung von
Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich (Copper et al. 1995).

Eine 12-tagige Untersuchung von Clausmeier et al. zur Auswirkung von Zigarettenrauch
auf die Mikrokernrate von Mundschleimhautzellen zeigte im Nichtraucherversuch einen
Anstieg der Mikrokernrate ab dem 3. Tag nach taglichem Konsum von 1-3 Zigaretten
Uber 5 Tage. Ab dem 6. Tag nahm die Mikrokernzahl wieder ab. Zur Erklarung wird auf
die Umsatzrate des Gewebes verwiesen, in dem die Zellen aus der Basalschicht in einem
Zeitraum von 4-6 Tagen an die Oberflache gelangen. Frihestens am 4. Tag nach der
letzten gerauchten Zigarette, wéare ein Riuckgang der Mikrokernzahl zu erwarten.
Allerdings zeigte sich schon am 6. Untersuchungstag, also 1 Tag nach der letzten
gerauchten Zigarette, ein Abfall der Mikrokernzahl. Als mdgliche Ursache fur den
friheren Abfall der Mikrokernzahl wird die Aktivierung des DNA- Reparatursystems bei
den Nichtrauchern in Betracht gezogen (Clausmeier 1991).
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In den Boxplottdarstellungen (Abb.9 und 10) zeigt sich eine signifikante Erhéhung der
Mikrokernraten im Mittel bei den Patienten gegenuber der Kontrollgruppe. Insbesondere
trifft dies bei mittlerer Belastung mit Tabak einerseits und Alkohol / Tabak andererseits
zu. Diese signifikant erhthten Mikrokernraten der Patienten kdnnten durch einen
gestorten DNA-Reparaturmechanismus und Enzympolymorphismen zu erklaren sein.
Gleichzeitig mufd dies auch fir die Kontrollpersonen zutreffen, deren mittlere

Mikrokernrate sich bei hoher Belastung derjenigen der Patienten nahert. Liegen die
Mikrokernraten dieser Personen innerhalb der Standardabweichung der
Mikrokernfrequenzen von Tumor- und Leukoplakiepatienten, mussen sie als Hochrisiko-
personen betrachtet werden.

Spitz et al. (1997) untersuchten in einer Studie die Korrelation der Mutationgs&nsib

mit Rauchen, Alkoholkonsum und Nahrungsmittel-Antioxidantien bei Patienten mit
Kopf-Hals-Karzinomen. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der
Verteilung der Mutationssensibilitdt bei Geschlecht oder Alkoholkonsum. Es war
allerdings eine hohere Sensibilitdt gegeniiber Mutagenen bei Patienten mit Kopf- Hals-
Karzinomen die niemals rauchten zu beobachten, als bei Patienten mit Nikotinabusus. Sie
kamen zu dem Ergebnis, dal3 die Mutagensensibilitdt ein unabhangiger Faktor bei der
Krebsentwicklung ist, also unabhéngig von bekannten exogenen Risikofaktoren bei der
Tumorentwicklung eine Rolle spielt.

Bei Betrachtung der Ergebnisse zum Risiko einer malignen Entartung im Bereich des
oberen Aerodigestivtraktes ergibt sich ein 15,5-fach erhdhtes Risiko bei einer
Mikrokernrate von tber 19,5 pro 1000 Schleimhautzellen. Dieser Wert bezieht sich auf
die Mikrokerne an sich, ohne die EinfluBgrofRen differenziert zu betrachten. Als
wichtigste EinfluRgroRe stellte sich der Tabakkonsum (Packungsjahre) heraus. Unter
Berucksichtigung des Rauchens ergibt sich ein 8,04-faches Risiko ein Kopf-Hals-
Karzinom zu entwickeln, wenn der Cut-Point von 19,5 Mikrokernen pro 1000 Zellen
Uberschritten wird. Unter zusatzlicher Betrachtung der Lésungsmittelexposition betréagt
das Risiko einer malignen Entartung den ungefahr gleichen Wert von 7,92. D.h., daf}
eine hier nicht bestimmbare GroRe zum Entartungsrisiko beitragt, wenn man die
Differenz zum 15,5-fach erhdhten Risiko betrachtet. Diese EinfluRgrof3e kodnnte als
Mutationssensibilitat betrachtet werden.

Die Mutationssensibilitat ist als wichtiger Biomarker der Suszeptibilitédt gegentber der
Karzinomentwicklung zu betrachten (Cloos et al. 1996). Diese genetischen Faktoren
spielen eine wesentliche Rolle bei der Modifizierung der Karzinogen-Aktivitat bzw. der
Resistenz gegenuber Kanzerogenen (Foulkers et al. 1996). Spezifische Tests zur
Erforschung der Suszeptibilitat von Individuen gegentiber exogenen Noxen helfen bei der
Friherkennung von mutationssensiblen Personen und bei der Entwicklung wirksamer
PraventivmalRnahmen bzw. frih einzusetzenden Therapiemal3nahmen, insbesondere der
Gentherapie (Schantz et al 1995, Spitz et al 1995). Der Nachweis von Mikrokernen als
Biomarker in dieser und oben zitierten Untersuchungen, zeigt das individuelle
Tumorentwicklungsrisiko, abh&ngig von verschiedenen Suszeptibilitatsfaktoren, an. Ein
maoglicher Einsatz des Mikrokerntests als Biomarker zur Erkennung von Hochrisiko-
patienten erscheint somit neben anderen Biomarkern maglich.
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5.2.3. Beurteilung der Untersuchungsergebnisse der weiteren untersuchten
Kanzerogene

Neben der Wirkung des chronischen Tabakkonsums auf die Mundschleimhaut wurde der
Effekt weiterer exogener Noxen auf die buccale Mikrokernrate untersucht. Lediglich bei
der Exposition von organischen Losungsmitteln zeigte sich eine signifikante, schwach

positive Korrelation[r=0,161; (p<0,05) innerhalb unserer Untersuchungsmodelle. Bei

allen anderen aufgefihrten Noxen war kein signifikanter Zusammenhang zwischen
Exposition und Mikrokernrate nachweisbar.

In verschiedenen Studien zur Untersuchung der Kanzerogenitat von Stoffen kamen die
Autoren zu unterschiedlichen Ergebnissen. Insbesondere zur Exposition radioaktiver
Strahlung und deren Einflu3 auf die Mikrokernrate der buccalen Schleimhaut konnten
eindeutige Aussagen getroffen werden. In unserer Studie gingen 2 Kontrollpersonen und
3 Patienten mit Kopf-Hals-Karzinomen ein, die angaben, radioaktiver Strahlung
ausgesetzt gewesen zu sein. Bei diesen Personen fand sich kein Zusammenhang zwischen
Exposition und Mikrokernrate. Ursachen dafur sind in erster Linie in den ungeniigenden
Angaben dieser Personen zu sehen, die keine genauen Daten zum Zeitraum oder zur
Dosis der Exposition machen konnten. Unter den 5 exponierten Personen fanden sich
allerdings 2 Tumorpatienten, die in den 50-er Jahren im Wismut-Bergbau tatig waren.
Auch bei ihnen fand sich kein signifikanter Unterschied der Mikrokernraten (0,016 bzw.
0,012 Mikrokerne pro Zelle) gegeniiber den anderen Tumorpatienten ohne radiogene
Exposition.

In der Literatur finden sich Studien, die einen linearen Anstieg der Mikrokernrate in
Abhangigkeit der Strahlendosig-$trahlen) bei Tumorpatienten (Kopf-Hals-Tumoren)
nach Radiatio beobachteten (Sarto et al. 1987). Allerdings wurden nur 2 Patienten in
dieser Studie unter Radiatio untersucht.

In einer weiteren Studie untersuchten Moore et al den Einflu? von Photonenbestrahlung
vor, wahrend und nach Radiatio von Kopf und Hals. Sie beobachteten einen 16,6-fachen
Anstieg der buccalen Mikrokernrate und einen Abfall der Mikrokernfrequenz auf den
Ausgangswert vor der Therapie nach 2 Wochen (Moore et al. 1996). Loomis et al
untersuchten die Mikrokernfrequenz des Sputums von Arbeitern einer Uran-Mine,
konnten allerdings keinen Unterschied der Mikrokernrate im Vergleich zu
nichtexponierten Personen herausstellen (Loomis et al. 1992).

Es zeigt sich, dall weitere Untersuchungen in Hinsicht auf Radioaktivitat und
Mikrokernrate notwendig sind, um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten. Die in
unserer Studie vorliegenden Ergebnisse zur Strahlenexposition und Mikrokernrate ist auf
Grund der oben genannten Kritikpunkte nur bedingt aussagefahig.

Auch zur Untersuchung der Pestizid-Exposition und deren Einfluinahme auf die
Mikrokernrate gelten die o0.g. Kritikpunkte. In unserer Studie konnte kein
Zusammmenhang zwischen beiden Variablen herausgestellt werden. Bolognesi et al
steliten eine signifikant hohere MK-Rate in den Lymphozyten italienischer Bauern mit
Pestizid-Exposition gegeniber der Kontrollgruppe fest (Bolognesi et al. 1993).

Zu den Ergebnissen unserer Studie bezlglich der Exposition von Schwermetallen sind
ebenfalls 0.g. Kritikpunke anzufiihren. Ungenaue Angaben der Probanden zur Dauer und
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Dosis der Exposition lassen keine allgemeingultigen Aussagen zum Zusammenhang von
Mikrokernrate und Schwermetallexposition zu. In der Literatur finden sich allerdings
verschiedene Arbeiten in Hinsicht des Zusammenhangs von Schwermetallexposition und
Mikrokernrate:

Bei Untersuchungen chilenischer, taiwanesischer und mexikanischer Personen, die Arsen-
kontaminiertes Trinkwasser zu sich nahmen, ergab sich ein signifikanter Anstieg der MK-
Rate in den zytologischen Abstrichen der Blasenschleimhaut (Smith et al 1993, Moore et
al 1996 und 1997) und Mundschleimhaut (Gonsebatt et al 1997). Die Mikrokernraten in
den Mumdschleimhautabstrichen waren bei exponierten Mannern hoher als bei
exponierten Frauen und hoher bei Personen mit arsenbedingten Hautlasionen, gegeniber
nichtexponierten Personen.

Berces et al. (1993) untersuchten mit Hilfe des Mikrokerntests Schwermetalle in Hinsicht
auf deren Kanzerogenitat. Sie fanden bei Cadmium-, Selen- und Quecksilberexposition
einen signifikanten Anstieg der Mikrokernrate in Lymphozyten des peripheren Blutes.

Eine chinesische Studie untersuchte mit Hilfe des Mikrokerntests chromosomale Schaden
bei Patienten mit Lungenkrebs, Arbeitern einer Zinn-Mine und Kontrollpersonen. Es
zeigte sich ein signifikanter Unterschied der Mikrokernzahl in den Lymphozyten des
peripheren Blutes bei den Tumorpatienten gegenlber der Kontroligruppe. Ein
signifikanter Unterschied der Mikrokernrate bei den Minenarbeitern und
Kontrollpersonen konnte nicht festgestellt werden (Hu et al. 1987).

Untersuchungen an finnischen Arbeitern einer Nickelraffinerie, die taglich hohen
Nickelkonzentrationen ausgesetzt sind, zeigten in den Abstrichen der Wangenschleim-
haute keine erhdhte Mikrokernrate. Allerdings gibt es unter den Nickel-Arbeitern eine

erhohte Inzidenz von nasalen Karzinomen (Kiilunen et97)

Insgesamt sind in der Literatur Untersuchungen zur Wirkung von Umwelt- und
Arbeitsplatzkanzerogenen auf die Mikrokernrate der buccalen Schleimhaut, mit
Ausnahme des chronischen Tabakkonsums, relativ rar.

Torres et al untersuchten Mundschleimhautabstiche von Feuerspuckern, die Diesel zu
diesem Zweck in ihre Mundhohle aufnahmen. Er konnte bei diesen Personen,
Stral3enkunstlern, die unter anderem auf diese Weise ihren Lebensunterhalt verdienen,
keine erhohte Mikrokernrate finden, obwohl Diesel als potentielles Kanzerogen gilt
(Torres et al. 1998).

In einer Arbeit zur Auswirkung von Verkehrsabgasen auf die Mikrokernrate von
Lymphozyten des peripheren Blutes wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den
Mikrokernraten von exponierten Arbeitern und nichtexponierten Personen beobachtet
(Parry et al. 1997).

In unserer Studie konnte ebenfalls kein Zusammenhang zwischen Mikrokernrate der
Mundschleimhaut und Abgasen, Kunststoffen, Benzin oder Staub festgestellt werden.

Eine Untersuchung zur Exposition von Arbeitern in der Farben-Industrie, die
entsprechenden Substanzen (z.B. organische Losungsmittel) chronisch ausgesetzt sind,
zeigte einen signifikanten Anstieg der Mikrokernrate in deren Mundschleimhaut-
abstrichen (Diaz et al. 1990). Auch in unserer Studie zeigt sich eine signifikante
EinfluBnahme der Losungsmittelexposition auf die Mikrokernraten (p<0,05). Diese
Ergebnisse decken sich mit den Arbeiten von Maier et al., die ein erhdhtes relatives
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Risiko fur Plattenepithelkarzinome des Larynx (RR = 2,3) und der Mundhdhle (RR =
3,6) bei exponierten Personen ermittelten (Maier et al. 1997).

Untersuchungen zur kanzerogenen Wirkung des Formaldehyds, das als Desinfektions-
und Konservierungsmittel sowie als Antiseptikum eingesetzt wird, zeigten in den nasalen
und buccalen Schleimhautabstrichen von Studenten, die an Leichen wissenschatftlich
arbeiteten und Formaldehyd enthaltenden Balsamierungen ausgesetzt waren, einen
Anstieg der Mikrokernrate, der auf Chromosomenbriiche zurlickzufuihren war (Titenko
et al. 1996).

Zu &hnlichen Ergebnissen kam eine chinesische Studie (Ying et al. 1997), die nasale und
buccale Schleimhautabstriche von Studenten der Anatomie, nach Formaldehyd-
exposition, untersuchte. Es ergab sich nach Exposition ein deutlicher Anstieg der
Mikrokernrate in den Schleimhautabstrichen. Laut einer amerikanischen Studie war nach
Formaldehyd-Exposition ein 12-facher Anstieg der buccalen Mikrokernrate bei den
Studenten der Anatomie zu beobachten (Surunda et al. 1993).

Ballarin et al (Ballarin et al. 1992) fanden eine erh6hte Mikrokernrate in den nasalen
Abstrichen bei Arbeitern einer Holzfabrik, die einer chronischen Formaldehydbelastung
ausgesetzt waren.

Eine baltische Studie zur Gentoxizitat von Formaldehyd zeigte einen 4-5-fachen Anstieg
der buccalen Mikrokernzahl nach Exposition (Kitaeva et al. 1996).

Eine finnische Studie untersuchte die Auswirkung von Benzolexposition auf die
Mikrokernrate der Mundschleimhaut von estnischen Arbeitern in der Petrochemie.
Benzol gilt als kanzerogen wirksamer Aromat (TRK= 5ml/m3). Surrales et al. (1997)
konnten allerdings keinerlei Einflul3 der Benzolexposition auf die Mikrokernrate
feststellen.

In einer japanischen Studie der ,Collaborative Study Group for the Micronucleus test*
(Shizuyo et al. 1996) wurden die Wirkungen der unterschiedlichsten Kanzerogene auf die
Mikrokernbildung untersucht. Uber 100 Chemikalien wurden von verschiedenen
Arbeitsgruppen getestet und die Karzinogene laut IARC (International Agency for
Research Cancer) in drei Gruppen unterteilt: humane Kanzerogene (Gruppe 1),
wahrscheinliche Kanzerogene (Gruppe 2A) und mogliche Kanzerogene (Gruppe 2B). Es
zeigte sich zwischen humanen Kanzerogenen und Mikronucleus-Induktion eine
Ubereinstimmung von 71,4%, 54,5% und 43,3% flogpe |, 2A und 2B. Aus diesen
Ergebnissen schluf3folgerte man eine Unterteilung in hoch sensitive und niedrig sensitive
Klassen von Chemikalien, die zu einer Mikronucleus-Induktion fihren. Zu den hoch
sensitiven  Mikronucleus-Induktoren zahlen laut dieser Studie Alkylantien,
Alkylsulfonate, Sulfate, Nitrosoureasen und Hydrazine. Zu den niedrig sensitiven
Mikronucleus-Induktoren werden die Nitrosamine, aromatischen Amine, halogenisierte
Verbindungen und Steroid-Hormone gerechnet.

Diese Untersuchungen beziehen sich allerdings auf den Nachweis von Mikrokernen im
Knochenmark bzw. in Lymphozyten des peripheren Blutes in Versuchstieren.

Es ist insgesamt festzustellen, daf? es zu den bisher untersuchten exogenen Noxen und
ihren Auswirkungen auf chromosomaler Ebene, insbesondere auf die Mikrokernzahl,
widerspruchliche Ergebnisse auch in der internationalen Literatur zu finden sind.

Grunde fur das Ausbleiben chromosomaler Effekte von beschriebenen Kanzerogenen auf
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die Mucosa der Mundhothle kdnnen unterschiedlichster Natur sein.

Die Ursachen dafur innerhalb unserer Studie sind in erster Linie in der schwer
eruierbaren Menge und Dauer der jeweiligen Exposition zu finden, wahrend man dies fur
Alkohol in Gramm pro Tag und das Rauchen in Zigaretten pro Tag bzw. Packungsjahre
relativ genau bestimmen kann.

Bei den weiteren Expositionen waren die Angaben der Patienten und Kontrollpersonen
haufig unsicher und nach eigenen Angaben ungenau, da durch Arbeitsplatzwechsel oder
Verlust des Arbeitsplatzes keine kontinuierliche Exposition vorlag.

Voraussetzung reproduzierbarer Ergebnisse sind genaue Angaben der zu untersuchenden
Personen, von denen der Untersucher und dessen Ergebnisse abhéngig sind. Die hier
liegende Fehlerquelle hat sicherlich einen relativ hohen Toleranzbereich. Weiterhin
konnen unterschiedliche Vorgehensweisen bei Behandlung, Farbung und Auszéhlung der
Schleimhautabstriche bzw. der Mikrokerne (siehe Material und Methoden) Ursache fur
Differenzen der in der Literatur angegebenen Ergebnisse sein.

Mitte der 90-er Jahre kam deshalb die Forderung nach einer Standardisierung des MK-
Tests auf. Diese soll dem Zweck einer besseren Vergleichbarkeit unterschiedlicher
Untersuchungsergebnisse dienen. M. Fenech verwies auf die Notwendigkeit der
Schaffung von MK- Basisdaten innerhalb einer Population, in Hinsicht des Abschéatzens
von spontanen MK-Bildungen in Abwesenheit von exogenen Noxen oder bei
vorliegender Schadstoffexposition.

Die Schaffung von MK-Basisdaten hat auf3erdem zum Ziel, Vergleiche zwischen
verschiedenen Populationen und Landern in Hinsicht unterschiedlicher Lebensstile mit
maoglichen Auswirkungen auf chromosomaler Ebene zu ermdglichen. Weiterhin dient
dies der Evaluierung mutationssensibler Personen (Fenech 1993).

Nach Situationen, die einen Anstieg der MK- Frequenz zur Folge haben kdnnen, standen
Vergleichsdaten zur Verfugung. Dies gilt fur langere Zeitraume, in denen sich der
Lebensstil einer Bevolkerung veréandert, aber naturlich auch fur plotzlich eintretende
Ereignisse, wie z.B. Umweltkatastrophen oder Havarien, z.B.Tschernobyl 1986 (Wuttke
et al. 1996).

Aus ahnlichen Beweggrunden schlugen Belien et al eine Standardisierung des MK- Tests
in Bezug auf zytologische Praparation, Definition der MK, Instrumentation und
mikroskopische Auszéhlungsverfahren vor, der wir in unserer Studie folgten. Solch ein
standardisiertes Vorgehen ermdglicht die Schaffung eines reproduzierbaren und
sensitiven Indikators zur Abschatzung des Krebsrisikos in  Hinblick auf
Schadstoffexpositionen (Belien et al. 1995). Eine Automatisierung der mikroskopischen
Auszéhlung der MK-Frequenz ist dabei von grof3em Nutzen.
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5.3. Methodenkritik

Folgende Kritikpunkte an den vorliegenden Untersuchungen sind diskussionswurdig:

1.

In dieser Arbeit wurden die untersuchten Personen, mit Ausnahme der
berucksichtigten Alters- und Geschlechtssstruktur sowie der Medikamenten-
anamnese (Patienten mit Zustand nach Chemotherapie und/oder Radiatio

gingen nicht in die Studie ein), zufallig ausgewéhlt. Die Alters- und
Geschlechtsstruktur der Probanden entspricht ungefahr der der Tumorpatienten
(s.0.), da M. Fenech eine Alters- und Geschlechtsabhangigkeit der Mikrokernraten
mit Hilfe der Cytokinesis-block-Methode an humanen Lymphozyten feststellte
(Fenech 1993, 1998).

Neben dem Alkohol- und Tabakkonsum wurden weitere 9 exogene Noxen zusatzlich
ausgewertet, die nach unseren Ergebnissen mit Ausnahme der Losungsmittelexposition
keinen Einfluld auf die Mikrokernrate zeigten. Dies steht im Gegensatz zu

anderen Untersuchungen, insbesondere zur Exposition radioaktiver Strahlung (s.0.).
So erscheint es notwendig, Untersuchungen exponierter Personen in Hinsicht auf
Dauer und Dosis der jeweiligen Exposition vorzunehmen, um reproduzierbare
Ergebnisse zu erhalten.

Von Vorteil ware es, Mel3daten der realen Arbeitsplatzkonzentration

von entsprechenden Expositionen tber l&angere Zeitraume aufzunehmen und die
Mikrokernraten in Abstanden Uber diesen Zeitraum hin zu bestimmen und
anschlieRend die Ergebnisse mit nicht exponierten Personen zu vergleichen. Hierzu
sind noch weitere Untersuchungen notwendig.

Die Frage, welche Anzahl von Zellen der Mundschleimhaut ausgezahlt werden
sollten, wurde oben schon diskutiert. Die Auffassung, daf? durch eine hthere Anzahl
ausgezéahlter Schleimhautzellen sicherere Ergebnisse in Hinsicht auf die
Mikrokernzahl zu erwarten sind, wird von uns geteilt. Allerdings ist beim Analysieren
von ca. 10.000 Zellen pro Proband ein wesentlich htherer Zeitaufwand notwendig.
Bei einer grol3eren Patienten- bzw. Probandenzahl wirde demzufolge auch die 10-
fache Zeit zur Ergebnisfindung bendtigt. Verfahren, die eine automatisierte
Auszahlung von Mikrokernen ermdglichen, wurden schon getestet. Erste
Erfahrungen liegen mit der ,Computerised Image Analysis* an Lymphozyten des
peripheren Blutes vor. Die automatisierte Z&hlung von Mikrokernen an Lymphozyten
des peripheren Blutes steht in Bezug auf die akkurate Erkennung von Mikrokernen
der manuellen Auszahlung durch erfahrene Mitarbeiter in nichts nach und es besteht
eine hohere Reproduzierbarkeit der Ergebnisse im Vergleich zur manuellen
Auszahlung. (Thierens et al 1998).

Eine Automatisierung des Auszahlverfahrens von Mikrokernen in Zellen der
Mundschleimhaut wird von unserer Arbeitsgruppe untersucht. In der Literatur
konnten hierzu keine Angaben gefunden werden.
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5.4. Mogliche weitere Untersubungen

Aus den o0.g. Kritikpunkten ist ersichtlich, dafl3 weitere Untersuchungen, insbesondere zu
den exogenen Noxen, die durch ungentigende Angaben der Probanden bzw. durch
ungenugende Anzahl von exponierten Personen nicht beurteilbar waren, notwendig sind.
In Verbindung mit weiteren Untersuchungen zur Mutationssensiblitat und der
kanzerogenen Wirkung von Noxen und Noxengemischen, kann der Mikrokerntest einen
hilfreicher Biomarker zur Erkennung von Hochrisikopatienten darstellen.

Bei der Verlaufsbeobachtung von Tumorpatienten hat der Mikrokerntest seine Grenzen,
da therapeutische MalRnahmen, wie Chemotherapie oder Radiatio, zu einer Erh6hung der
Mikrokernrate im behandelten Gebiet bzw. generell fihren (Schlegel et al. 1986, Fenech
et al. 1990, Nersesian et al. 1993).

Vergleichenden Untersuchungen von Mikrokerntest und quantitativen immunzyto-
chemischen Untersuchungen zum Proliferationsstatus und zur Expression von Tumor-
supressorgen- und Onkogenprodukten konnten weiteren Aufschlufd Gber den Nutzen
dieser Analyseverfahren, allein oder in Verbindung miteinander, geben.

Es konnte weiterhin die Moglichkeit bestehen, den Mikrokerntest bei der Abschatzung
von Komplikationen wahrend einer bestimmten Therapieform einzusetzen. Es besteht
also insgesamt ein weites Spektrum der Anwendungsmaoglichkeiten des Mikrokerntests,
die auf den vielseitigen Nachweis von Mikrokernen in unterschiedlichen Geweben
zurlickzufuhren sind.

-54-



6. Zusammenfassung

In dieser Studie wurde der Zusammenhang zwischen Mikrokernrate in Zellen der
Mundschleimhaut und Exposition von exogenen Noxen bei Tumorpatienten,
Leukoplakiepatienten und Kontrollpersonen dargestelit. Die mittlere Mikrokernrate der
Tumorpatienten zeigte eine signifikant hbhere Frequenz als die der Probanden mit
taglichem Alkohol- und Zigarettenkonsum. Am geringsten fiel die Mikrokernrate im

Mittel bei den Non-Abusern aus.

Es zeigte sich ein Zusammenhang von Mikrokernrate und Tabakkonsum mit positiver
Korrelation und hoher Signifikanz bei Tumorpatienten exonierterProbanden. Fir

die weiteren untersuchten Noxen liel3 sich lediglich bei Exposition mit Losungsmitteln ein
Zusammenhang mit der Mikrokernrate von Mundschleimhautzellen im Sinne einer
signifikant positiven Korrelation herausstellen. Alle anderen untersuchten Noxen zeigten
keine EinfluBnahme auf die Mikrokernrate.

Das relative Risiko fiir einen gesunden Probanden, an einem Kopf-Hals-Karzinom zu
erkranken, ist unter Berucksichtigung des Rauchverhaltens um das 8,04-fache erhoht,
wenn er eine Mikrokernrate von mehr als 19,5 pro 1000 Mundschleimhautzellen

aufweist.

Hinsichtlich der Seitendifferenz konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den
Mikrokernraten herausgestellt werden. Dies unterstutzt die These einer vorliegenden
Feldkanzerisierung. Schluf3folgernd wiirde die Entnahme des Schleimhautabstriches einer
Wangeninnenseite unter 0.g. Bedingungen genugen, um die Mikrokernzahl zu bestimmen

Der Mikrokerntest weist chromosomale Schadigungen der Schleimhaut des oberen
Aerodigestivtraktes in Hinsicht des chronischen Tabakkonsums und damit verbundenem
Krebsrisiko zweifelsfrei nach. Die epidemiologisch-statistischen Arbeiten von Maier et al
konnten in Hinsicht eines erhohten Krebsrisikos bei chronischem Tabakkonsum bzw.
Exposition von organischen Losungsmitteln auf zellularer Ebene bestatigt werden. Bei
den anderen untersuchten kanzerogenen Noxen zeigte sich kein Zusammenhang
zwischen Mikrokernrate und Exposition.

Langzeitbeobachtungen innerhalb von Personengruppen, die einer chronischen
Exposition bestimmter Industrie- und Umweltgifte ausgesetzt sind, kdnnen mit Hilfe des
Mikrokerntests Aufschlul3 Uber mogliche Schdden am genetischen Endpunkt geben. Der
Mikrokerntest ist kein spezifisches Verfahren zur Erkennung spezieller Krebsarten, er
spiegelt die Gesamtschadigung der Schleimhaut auf chromosomaler Ebene im Sinne einer
Feldkanzerisierung wieder. Deshalb ist er dazu geeignet, ihn in Verbindung mit anderen
Testverfahren, z.B. Tests zur Mutationssensibilitdt, einzusetzen. Auch in Kombination
mit weitergehenden quantitativen immuncytochemischen Untersuchungen zum
Proliferationsstatus und  zur  Expression von  Tumorsupressorgen-  und
Onkogenprodukten an gesunden Schleimhautzellen, kann der Mikrokerntest zur
Friherkennung von Hochrisikopatienten bzw. mutationssensiblen Personen eingesetzt
werden.
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8. Anhang eridabelle

Nr. Geburtgahr Rawher Packunggahre Zigaretten/d Alkohol g/d Losung Staub Abgase Benzin Asbes Pedizide StraHung Schwermetalle Kungstoffe MNre MN i MN ges. Zelen proZele Status

1 1947 2 25 25 114 0 0 0 0 0 0 0 0 0 15 9 24 1000 0,0240 0
2 1925 1 0 0 25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 2 5 1000 0,0050 0
3 1937 1 0 0 60 0 0 0 0 0 0 1 0 0 2 5 7 540 0,0130 0
4 1944 2 15 10 66 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 2 500 0,0040 0
5 1931 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 5 2 7 1000 0,0070 0
6 1928 1 0 0 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 4 7 1000 0,0070 0
7 1921 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 2 2 500 0,0040 0
8 1949 1 0 0 82 1 0 0 0 0 0 0 0 0 4 4 8 1000 0,0080 0
9 1961 2 75 10 25 1 1 0 0 0 0 0 0 0 3 4 7 750 0,0093 0
10 1937 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 4 2 6 1000 0,0060 0
11 1933 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 3 3 6 1000 0,0060 0
12 1963 1 0 0 155 0 0 0 0 0 0 0 1 1 7 2 9 1000 0,0090 0
13 1943 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 3 1 4 710 0,0056 0
14 1941 1 0 0 25 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 620 0,0016 0
15 1928 0 0 0 10 1 0 0 0 0 0 0 0 0 6 4 10 1000 0,0100 0
16 1930 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 3 0 3 1000 0,0030 0
17 1952 0 0 0 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 500 0,0040 0
18 1925 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 1 800 0,0038 0
19 1944 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 7 4 11 900 0,0122 0
20 1957 0 0 0 82 1 0 0 0 1 0 1 0 0 4 7 11 1000 0.011 0
21 1940 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 3 5 1000 0.005 0
22 1939 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 3 7 10 1000 0,01 0
23 1935 0 0 0 10 1 0 0 0 0 0 0 0 0 8 7 15 1000 0,015 0
24 1964 2 10 15 66 0 1 0 0 1 0 0 0 0 4 5 9 1000 0,009 0
25 1952 0 0 0 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 3 8 1000 0,008 0
26 1934 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 7 8 15 1000 0,015 0
27 1947 0 0 0 10 1 0 1 0 1 0 0 0 0 2 1 1000 0,003 0
28 1966 2 10 20 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 4 3 1000 0,007 0
29 1951 1 0 0 10 1 0 1 0 1 0 0 0 0 5 4 1000 0,009 0
30 1950 2 285 30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 7 13 1000 0,013 0
31 1938 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 4 5 9 1000 0,009 0
32 1948 1 0 0 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 4 1000 0,004 0
33 1955 1 0 0 150 0 1 1 0 0 0 0 0 0 3 5 8 1000 0,008 0
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01.

02.

03.

04.

05

06

07.

08.Welche Art der Tatigkeit fuhren Sie aus / haben Sie ausgefuhrt?

Fragebogen zur Qualitat der Mundschleimhaut und

Kanzerogenese

Name:

Datum der Probeentnahme:

Geburtsdatum:

Geschlecht:mannlich O

weiblich O

. Jetzige Arbeitsstelle:

. Seit wieviel Jahren hier beschattigt:

Vorname:

Haben Sie in den letzten 10 Jahren die Arbeitsstelle gewechselt?0 Ja

O Nein

vorherige Arbeitsstelle(n)

Jahre
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09. Mit welchen Schad- bzw. Arbeitsstoffen hatten Sie bis jetzt Kontakt oder arbeiten
noch damit ?

nein | ja selten haufig Zeitraum

organ. Losungsmittel
(z.B. Lacke oder Farben) O @] O O

Schwermetalle

Pestizide

Asbest / Glasfasern

Kunststoffe

radioaktive Strahlung

O| Ol O] O] O] O
O| Ol O] O] O] O
O| Ol O] O] O] O
O| Ol O] O] O] O

andere

10.1n welchem Wohnumfeld liegt Thre Wohnung?

O Grol3stadt O Kleinstadt
O Stadtzentrum O reines Wohngebiet (Stadtrand) O auf dem Land

Gibt es in lhrem Wohnumfeld...

O Landliche Umgebung O direkter Anlieger O bis500 m O mehr als 1000 m

O Grunanlagen O direkter Anlieger O bis500 m O mehr als 1000 m

O Hauptverkehrsstral3e/ O direkter Anlieger O bis 500 m O mehr als 1000 m
Autobahnen

O Gewerbegebiete O direkter Anlieger O bis 500 m O mehr als 1000 m
(z.B. chem. Reinigung)

O Industrieanlagen O direkter Anlieger O bis 500 m O mehr als 1000 m

(Bitte angeben welche)

O andere:
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11.Wie wird lhre Wohnung beheizt?

O Zentralheizung O Etagenheizung O Einzelofen

O Nachtspeicher O Ful3bodenheizung O anders:

Welches Brennmaterial wird benutzt?

o Ol O Gas O Kohle O Braunkohle
O Strom O Holz

Haben Sie eine offene Feuerstelle in Inrer Wohnung?

(dazu zahlt auch ein Gasdurchlaufheizer)

O nein O ja

Wie wird Ihr Klichenherd betrieben?

O Strom O Gas O Mikrowelle O anders:

Kommen Sie in lhrer Freizeit evtl. mit Schadstoffen in Kontakt?

O nein

O ja (wobei und mit welchen)

Kurze Beschreibung der jetzigen Beschwerden:




12. Haben Sie jemals geraucht?
O Ja O Nein

Wie lange haben Sie geraucht? Jahr

Wann haben Sie aufgehért zu rauchen?

Monat / Jahr
Rauchen Sie jetzt? OJa O Nein
Rauchen Sie Zigaretten OJa O Nein
Wieviele Schachteln rauchen Sie pro Tag? O weniger als 1/2

O 1/2 bis 1

O mehr als 1

O wieviele?
Rauchen Sie Zigarren? OJa O Nein

Wieviele Zigarren pro Tag? O1

O 2-3

O 4 und mehr
Rauchen Sie Pfeife? OJa O Nein

Wieviele Pfeifenfullungen pro Tag? o1

O 2-3

O 4 und mehr
Was haben sie in der Vergangenheit geraucht? O Zigaretten

O Pfeife

O Zigarren
Kauen sie Tabak? OJa O Nein
Schupfen Sie Tabak? OJa O Nein
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13. Nehmen Sie alkoholische Getranke zu sich?

O Ja O Nein O nicht mehr (Bitte geben Sie an seit wann): seit

Wie oft, wiviel und was an alkoholischen Getranke nehmen bzw. nahmen Sie
ungefahr zu sich?

O taglich O wochentlich O monatlich O sonst
Glaser was?
Glaser was?
Flaschen was?

14. Haben Sie in den letzten 12 Monaten Dauermedikamente eingenommen (wie
Blutdruckmittel, Antibiiotika, Insulin, Tranquilizer, bei Frauen die Pille, u.a.) ?

Medikament Menge / Tag Zeitraum
Beginn Ende

15. Nehmen Sie gegenwartig Vitamine oder haben Sie in den vergangenen 6 Monaten
welche eingenommen?

O ja O nein
Wenn ja:

Welche Art von Menge Wie haufig pro Woche?
Vitaminen

16. Hatten Sie folgende Krankheiten?

Krebs O Ja O Nein
Hepatitis O Ja O Nein
Herpes O Ja O Nein
Meningitis O Ja O Nein
Herz-Kreislauf- Erkrankungen O Ja O Nein
Diabetes O Ja O Nein
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17. Falls Sie Krebs hatten, welche Art?

18. Wie wurde der Krebs behandelt?

O Operation O Bestrahlung O Chemotherapie

19. Sind Sie in den letzten 12 Monaten geimpft worden? O ja

O nein

Wenn ja:

Art der Impfung Datum

20. Notieren Sie bitte therapeutisches und diagnostisches Rontgen (aul3er

Zahnbehandlung) der letzten 10 Jahre!

Anlaf3 fur das Rontgen Jahr

Sind Sie an den Zahnen gerdntgt worden?
O ja O nein
Wenn ja, im letzten Monat
im letzten Halbjahr

vor 6-12 Monaten

o 0 0O

vor mehr als einem Jahr
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Familiengeschichte

21.Sind ihnen in lhrer Familie ( Eltern Geschwister und deren Kinder ) Geburtsfehler,
Erbfehler oder Erbkrankheiten bekannt?

O ja O nein

Wenn ja, bitte Erlauterung:

22.Hatten Sie bzw, Ihr Ehepartner eine Frihgeburt, eine Fehlgeburt, oder einen

spontanen Abort?

O ja O nein

23. Haben Sie ein Kind mit einem Geburtsfehler, Erbfehler oder einer Erbkrankheit?

O ja O nein

Wenn ja, geben Sie bitte an, welches Alter und welche Stérung das Kind hat:

24.Die Handhabung der Untersuchungsergebnisse unterliegt dem Datenschutz. Mit
meiner Unterschrift gebe ich die Zustimmung, dafl3 meine Schleimhautabstriche

zur Chromosomenanalyse und mein Speichel chemisch untersucht werden darf.

Unterschrift
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. Thesen

. Der Mikrokerntest weist Schaden der Schleimhaut des oberen Aerodigestivtraktes
auf chromosomaler Ebene zweifelsfrei nach. Das konnte in der vorliegenden Studie
bewiesen werden.

. Die epidemiologisch-statistischen Untersuchungen von Maier und Mitarbeitern zur
kanzerogenen Wirkung chronischer Tabak- und LOsungsmittelexposition auf die
Schleimhaut des oberen Aerodigestivtraktes konnten experimentell mit Hilfe des
Mikrokerntests bestétigt werden. Die Schadigungen durch die exogenen Noxen
Tabak und Lésungsmittel konnten am genetischen Endpunkt dargestellt werden.

. Der Tabakkonsum stellt die wichtigste EinfluRgrof3e auf die Mikrokernrate dar. Es
zeigte sich eine hoch signifikante positive Korrelation von Tabakkonsum und
Mikrokernrate. Alle weiteren untersuchten Arbeitsplatz- und Umweltnoxen zeigten
keinen Einflul? auf die Mikrokernrate. Eine Ausnahme bildet die chronische
Exposition von Loésungsmitteln, bei der eine signifikante Einflulinahme auf die
Mikrokernrate mit schwach positiver Korrelation nachgewiesen werden konnte.

. Die Theorie einer Feldkanzerisierung, die von Slaughter und Mitarbeitern
beschrieben wurde, konnte ebenfalls mit Hilfe des Mikrokerntests auf zytologischer
Ebene nachgewiesen werden. Die Mundschleimhautabstriche wurden unabh&ngig
vom Primartumor, makroskopisch mindestens 2 cm vom Prozel3 entfernt,
entnommen. Bei den Tumor- und Leukoplakiepatienten zeigte sich eine signifikant
hohere Rate an Mikrokernen im Mittel als bei den Probanden.

. Bei mittlerer Exposition von Tabak und Alkohol (allein und in Verbindung), lie3 sich
bei den Tumor- und Leukoplakiepatienten eine signifikant hohere Mikrokernrate
gegenuber den Probanden feststellen. Die Ursache dafir kénnte in der unter-
schiedlichen Suszeptibilitat von Patienten und gesunden Probanden zu finden sein.

. Die Mikrokernraten von linker und rechter Wangeninnenseite zeigten keinen
signifikanten Unterschied. Dies unterstitzt die These einer Feldkanzerisierung im
Bereich der Schleimhaut des oberen Aerodigestivtraktes.

. Wir schluf3folgern aus dem nicht signifikanten Unterschied der Mikrokernfrequenzen
zwischen linker und rechter Wangeninnenseite, daf? die Entnahme des Abstriches
einer Wangeninnenseite genugt, um die Mikrokernrate eines Probanden auf 1000
Mundschleimhautzellen zuverlassig bestimmen zu kdnnen.

. Die Ergebnisse zur Berechnung des Risikos fur einen Probanden mit
Zigarettenabusus an einem Kopf-Hals-Karzinom zu erkranken, stimmen mit denen
von Maier und Mitarbeitern in etwa Uberein. Maier et al berechneten ein 5,6-fach bis
9,1-fach erhthtes Risiko bei Tabakkonsum von 5-50 Packungsjahren, an einem
Kopf-Hals-Karzinom zu erkranken (Maier et al. 1991). In unserer Studie lief3 sich ein

8,04-fach erhodhtes Risiko an einem Kopf-Hals-Karzinom zu erkranken feststellen,
wenn ein Proband mit Zigarettenabusus den Wert von 19,5 Mikrokernen auf 1000
Schleimhautzellen Uberschreitet.
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