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1. Einleitung

1.1 Tumorentstehung

Krebserkrankungen sind weltweit auf dem Vormarsch. In den westlichen Industrienationen
liegen sie in der Todesursachenstatistik an zweiter Stelle direkt nach den Herz-
Kreislauferkrankungen. Derzeit geht man davon aus, dass ein Viertel aller Todesfille in
Deutschland auf Krebs zurlickzufiihren ist [1].

Obwohl Krebs eine heterogene Gruppe von Erkrankungen nahezu sdmtlicher Organe darstellt,
lassen sich einige Gemeinsamkeiten aller Krebserkrankungen auffiihren [2]. Es liegt eine
Gewebsneubildung in Form einer abnormen Gewebsmasse vor, welche durch exzessive,
unkontrollierte und progressive Proliferation urspriinglich korpereigener Zellen entsteht. Mit der
Proliferation verlieren die Zellen in der Regel sowohl die Féhigkeit zur weiteren Differenzierung
als auch die FEigenschaft zur Kontaktinhibition sowie die lokale topographische Bindung.
Weiterhin kommt es zu einer Instabilitit des Chromosomensatzes mit Préddisposition zu
Chromosomenbriichen, Chromosomenfehlverteilungen, Aneuploidie und Genmutationen. Die
Proliferation der Tumorzellen wird durch einen gewissen Reiz ausgelost, bleibt spiter autonom
und nahezu unabhéngig vom Organismus. Der Einfluss auf die entarteten Zellen beschriankt sich
meist nur auf hormonelle Stimuli oder perfusionsbedingte Abhéngigkeit.

Aus heutiger Sicht liegt die Ursache einer derartigen malignen Transformation korpereigener
Zellen in der Mutation von Protoonkogenen, Tumorsuppressorgenen und DNA-Reparaturgenen
oft in Kombination mit epigenetischen Verdnderungen [3, 4]. Die Produkte der Protoonkogene
dienen normalerweise als Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren, als G-Proteine sowie als
Transkriptionsfaktoren der DNA. Tumorsuppressorgene codieren Wachstumskontroll-
mechanismen und entscheiden an gewissen Kontrollpunkten im Zellzyklus, ob eine Zelle in die
Synthese- oder Mitosephase eintreten darf oder apoptotisch wird bzw. im Arrest bleibt. Sie
agieren gewissermallen als Gegenspieler der Protoonkogene, quasi als Anti-Protoonkogen. Es
liegt nahe, dass sowohl eine Uberexpression bzw. eine fehlende Deaktivierung
wachstumsstimulierender Signaltransduktionswege als auch ein fehlender Teilungsstopp oder
eine nicht initiierte Apoptose, ein Ungleichgewicht von Zellteilung aktivierenden und
inaktivierenden Faktoren darstellen. Somit kommt es zu einer Storung des normal ablaufenden
Zellzyklus (Abbildung 1) [4, 5]. Die Aufgabe der DNA-Reparaturgene ist ein Garantieren der
genetischen Stabilitdt der DNA durch Steuerung der Korrektur entstandener genetischer Defekte
an besagten Priifpunkten des Zellzyklus. Sind die DNA-Reparaturmechanismen gestort, fiihrt

dies zu einer gesteigerten Mutationsrate und somit zu einem erhohten Krebsrisiko [4].
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Epigenetische Verdanderungen wie DNA-Methylierungen begiinstigen das
Zellzyklusungleichgewicht, indem sie Transkriptionsraten von Tumorsuppressorgenen,
Onkogenen und DNA-Reparaturgenen verdndern sowie das Entstehen von Mutationen

betreffender Gene durch Steigerung der Sensibilitit gegeniiber Umweltfaktoren begiinstigen [6].

Wachstums-
faktoren,

Beginn des
Zyklus

Zellteilung
< TGF-R
G2/M
Checkpoint
v
G1 Zellwachstum GZ
Proteinsynthese
S DNA-
Replikation
G2 Mitose- A
vorbereitung
M Zeliteilung G1IS.
GO Ausscheren in S Checkpoint
Ruhephase p53

Abbildung 1. Grundprinzip des Ablaufs des Zellzyklus. Wachstumsfaktoren induzieren den
Ubergang von der Ruhephase in die G1-Phase des Zellzyklus. Vor der S-Phase und der Mitose
(M) existieren Priifpunkte (Checkpoints), die der Kontrolle des korrekten Ablaufs des Zellzyklus
dienen und gegebenenfalls den Eintritt Zellzyklusblock, DNA-Reparatur und Apoptose
koordinieren. Gesteuert wird der Kreislauf iiber zu unterschiedlichen Phasen aktivierte
Proteinkinasen (Cyclin-dependent kinases — CDK). Diese bilden Komplexe mit regulatorischen
Proteinen, sogenannten Cyclinen. Exemplarisch dargestellt als Substrat der CDK-Komplexe ist
das Tumorsuppressorprotein RB. Dessen Phosphorylierung durch CDK der G1-Phase fiihrt zur
Freisetzung des Transkriptionsfaktors E2F, was den Ubergang in die S-Phase einleitet. Weiterhin
beispielhaft dargestellt ist die Einflussnahme der Tumorsuppressorgene p53, pl5, p16, p21 und
p27 wihrend der G1-Phase, wobei p53 sowohl die Apoptose als auch einen G1-Block triggert.
(nach Funk und Kind 1997, Kassen und Hofmockel 2003) [4, 5]

Mutationen dieser Gene kdnnen sowohl spontan erfolgen, als auch durch endogene oder exogene
Faktoren ausgelost werden. So produziert der zellulire Metabolismus des menschlichen
Organismus stindig reaktive chemische Zwischenprodukte, die das Erbgut potenziell schadigen

konnen [7]. AuBerdem rechnet man mit ca. 10.000 spontanen Depurinationen der DNA jeder
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Zelle pro Tag [8]. Ebenso hoch schitzt man die Zahl der durch reaktive oxidative Metabolite
verursachten Schiddigungen der DNA in jeder Zelle des Menschen. DNA-Reparaturenzyme
eliminieren die meisten, jedoch nicht alle dieser Defekte, so dass oxidative Schédden iiber die
Lebenszeit akkumulieren [9]. Eine weitere endogene Mutationsquelle liegt im fehlerhaften
Arbeiten der DNA-Polymerasen durch Einfligen falscher Nukleotide [10, 11]. Auch hier
existieren Mechanismen, wie das DNA-Mismatch-Reparatursystem, welche fehleingebaute
Nukleotide wieder aus der DNA herausschneiden und Defektresiduen minimieren [11].

(Abbildung 2[L])
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Abbildung 2. Evolution eines Tumors basierend auf der Selektion von Mutator-Mutationen. I.
Faktoren, die zur Akkumulation von Mutationen in Krebszellen fithren, wenn die DNA-
Reparaturkapazitit {iberschritten wird. Es existiert ein dynamisches Aquilibrium zwischen DNA-
Schadigung und DNA-Reparatur, welches in Krebszellen gestort ist. II. Aus zufilligen
Mutationen konnen klonale Expansion und Mutationen in Mutator-Genen (M) resultieren. III.
Jede wiederholte Selektion von Mutanten fiihrt zu zusitzlicher Koselektion von Mutanten in
Mutator-Genen. IV. Entstehung des malignen Phanotyps. V. Aus der Population der Krebszellen,
werden Mutanten selektiert, die weitere Wachstumsbarrieren durchbrechen. (nach Jackson und
Loeb 1998, Loeb und Loeb 2000, Loeb 2001) [10-12]

Die Entgiftung sowohl endogener als auch exogener Metabolite unterliegt einer Reihe von
Enzymen, wie z.B. der Cytochrom-P450-Isoenzyme und der Glutathion-S-Tranferase. Diese
Enzyme haben eine grofBe interindividuelle Variationsbreite hinsichtlich ihrer Aktivitdt auf
Grund von Genpolymorphismen und beeinflussen so die Wahrscheinlichkeit von Mutationen

durch sowohl endogene als auch exogene Faktoren [13, 14].
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Als exogene Mutagene kommen eine heterogene Gruppe von Umweltfaktoren in Frage, die auf
ebenso verschiedene Weise das Erbgut schiddigen kénnen und wahrscheinlich auf diesem Weg
eine tragende Rolle in der Krebsgenese spielen. Hierbei konnen sowohl chemische und
physikalische, als auch biologische Noxen, wie Mikroorganismen, die maligne Entartung
induzieren.

Das Risiko, diese Entartung zu vollziechen, umfasst ein komplexes Aufeinanderwirken von
sowohl endogenen als auch exogenen mutagenen Einfliissen auf die genetische, im Sinne der
Proto-Onko-, Tumorsuppressor- und DNA-Reparaturgene, und epigenetische individuelle
Empfindlichkeit [15]. Bei diesem Prozess kommt die genetische Priadisposition des Individuums,
einen Krebs zu entwickeln, zum Tragen. Sie wird reprasentiert durch diverse
Erblinienmutationen, unter anderem Tumorsuppressorgene betreffend, wie p53, APC, BRCA1
und BRCA2, welche die Anzahl weiterer Mutationsschritte reduzieren, die notwendig sind, um
eine maligne Transformation auszulosen [16-18]. Auf diese Weise variiert die individuelle
Wahrscheinlichkeit eines Auftretens verschiedener Krebsarten wihrend der Lebenszeit und es
erklart sich die familidre Haufung z.B. von Brustkrebs oder friih auftretendem Kolonkrebs bzw.
die Vererbbarkeit mancher Krebserkrankungen wie z.B. Xeroderma pigmentosum oder des

Retinoblastoms (Abbildung 3) [13, 16, 17].

Mutagene Erblinienmutationen

Karzinogene Tumorsuppressorgene; Mismatchreparatur Individuelle
Ernihrung Polymorpismen
Lifestyle
Somatische Mutationen
DNA- <: Epigenetische Verinderungen :> Metabolismus
Methylierung Detoxifikation

Reparaturaktivitit

Zusammenbruch von Zellzyklus und Wachstumskontr(’

Endogene Faktoren

Exogene Faktoren TUMOR

Abbildung 3. Zusammenwirken umweltabhéngiger und umweltunabhéngiger Faktoren auf
die Tumorentstehung (nach Minamoto et al. 1999) [13]

Die Tatsache, dass die Inzidenz der meisten Karzinome im zunehmenden Alter, etwa im fiinften
bis siebten Dezennium, scharf ansteigt, legt ebenso wie die Beobachtungen gehaufter
somatischer Mutationen in Krebszellen, nahe, dass es eciner Reihe dieser, das Genom

schddigenden, Ereignisse bedarf, um eine maligne Entartung zu erreichen [19-21]. Die genaue
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Anzahl solcher Mutationsschritte scheint je nach Krebsart variabel. So errechnete Knudson 2001,
dass zur Entwicklung spontaner, nicht hereditirer Retinoblastome zwei Einzelmutationen
ausreichend sind [22]. Auf der anderen Seite zeigen statistische Auswertungen und
experimentelle Untersuchungen, dass es vier bis sechs Mutationsschritte bedarf, bis ein
Kolonkarzinom entsteht [21, 23].
Der Prozess, wie das Wirken unterschiedlicher Faktoren {iber einen Zeitraum die
Krebsentstehung hervorruft, wird beschrieben, durch das in den 40er Jahren des 20. Jahrhunderts
entwickelte Mehrstufenmodell der Karzinogenese, bestehend aus Initiation, Promotion und
Progression [24]. Die Initiation kann sowohl durch endogene als auch exogene Mutagene
erfolgen. Der Initiator kann fiir sich allein in geringer Konzentration keinen Krebs auslésen. Er
kann lediglich das onkogene Potential einer Zelle erwecken, also die Krebsentstehung initiieren.
Fiir diesen Vorgang muss er jedoch drei Voraussetzungen erfiillen (zit. Schmitz-Moormann et al.
1995) [2]:

a) Das Karzinogen muss eine Mutation mit Umwandlung eines Protoonkogens in ein

Onkogen bzw. eine Inaktivierung oder Deletion eines Tumorsuppressorgens hervorrufen.

b) Die mutierte Zelle muss teilungsféhig sein.

c) Die Mutation darf nicht durch die Reparaturmechanismen der Zelle beseitigt werden.
Aus diesem Grund kommt es zu einer irreversiblen Schiddigung der DNA, die an die
Tochterzellen weitergegeben wird. Der zellschddigende Prozess, der vom Zeitpunkt der
Initiation bis hin zur vollstdndigen Entartung der Zelle tiberleitet, wird durch die Promotion
charakterisiert. Der Promotor hat selbst keine kanzerogenen Eigenschaften, auch nicht nach
wiederholter Applikation. Er wirkt als dosisabhingiger und oft reversibler, unspezifischer
Proliferationsreiz auf die Zelle und kann auf diese Weise die Latenzzeit bis zur
Progressionsphase verkiirzen. Trosko et al. formulierten 1983, dass Promotion am besten als
mitogener nicht mutagener Prozess zu beschreiben sei [25]. Eine Umkehr der Reihenfolge von
Initiation und Promotion fiihrt auf Grund der beschriebenen Eigenschaften dieser Vorginge nicht
zur malignen Transformation. Progression beschreibt letztendlich den Schritt, bei dem die
initiierte Zelle irreversibel zum malignen Phénotyp iibergeht, der ohne Promotoreinfluss
autonome Proliferation zeigt. Dies wird wahrscheinlich durch ein weiteres mutagenes oder ein
stabiles epigenetisches Ereignis ausgelost [26].
Eine derartig verdnderte Zelle verschafft sich durch Selektionsdruck eine Art evolutionéren
Vorteil in ihrer Mikroumgebung und entzieht sich somit lokalen und systemischen

Regulationsmechanismen des Organismus [27]. Sie kann sich ungehemmt teilen, sodass eine
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monoklonale Gewebemasse entsteht, welche die Fihigkeit besitzt, umliegendes Gewebe zu
verdrangen beziehungsweise zu ersetzen [28].

Die Selektion mutierter Zellklone spielt sich im Kontext des umliegenden Gewebes ab, wobei
eine erhohte Mutationsrate im heterogenen histologischen Hintergrund zu erwarten ist, welche
wiederum eine weitere Progression wahrscheinlicher macht [29]. Das Mosaik der
unterschiedlichen Genotypen und Phanotypen im prikanzerésen Gewebe hemmt sich gegenseitig
in Proliferation und Expansion, so dass ein quasi stabiler Status erreicht wird, bis ein Zellklon es
schafft, sich iiber die lokalen Hemmmechanismen hinwegzusetzen [30]. Auf diese Weise
vollzieht sich ein Wechsel von Heterogenitdt im prdmalignen zur Homogenitét im malignen
Zellverband [31].

Die stufenweise Selektion mutierter Zellklone spielt also eine mafBigebliche Rolle in der
Karzinogenese, was zahlreiche Experimente belegen [30]. Akkumulieren auf diesem Weg
bestimmte Mutationen, wird es dem verdnderten Zellverband moglich, weitere
Wachstumsbarrieren zu durchbrechen (Abbildung 2). Die Wahrscheinlichkeit, dass eine
Korperzelle innerhalb eines Menschenlebens eine Anzahl derartiger Mutationen erreicht, ist
verschwindend gering [12]. Dies widerspricht jedoch den Beobachtungen iiber
Mutationshdufigkeiten in Krebszellen und dem héufigen Auftreten von Krebserkrankungen. Eine
Erklarung findet man der erhohten genetischen Instabilitdt der Krebszellen, sowohl auf Einzel-
Nukleotid-Ebene im Sinne von Punktmutationen, auf Ebene repetitiver Mikrosatellitensequenzen
im Sinne von Frameshift-Mutationen als auch auf chromosomaler Ebene im Sinne von
Translokationen, Deletionen, Amplifikationen und Aneuploidie [11, 32]. All diese Formen der
gesteigerten genetischen Instabilitidt sind vereinbar mit einem sogenannten Mutator-Phénotyp
[10, 11]. Dieser wird charakterisiert durch exo- oder endogen hervorgerufene Mutationen in
Genen, welche die genetische Stabilitit konservieren und in Prozesse wie DNA-Reparatur,
DNA-Replikation, Chromosomen-Segregation, Zellzykluskontrolle und Apoptose involviert sind
(Abbildung 2) [10, 29].

AbschlieBend bleibt ein vollstindiges Bild der Kanzerogenese noch ausstehend, weshalb
intensive Forschung zur Aufkldrung detailierter Prozesse betrieben wird. Aus demselben Grund
werden immer wieder neue Theorien verdffentlicht, die sich teilweise mit moderneren Ansichten
iiberschneiden oder alte Ideen wieder aufgreifen, wie z.B. dass Krebsentstehung ein zufilliger
nichtadaptiver Prozess sei, verursacht durch genetischen Drift oder die ,Tissue organization field
theory’ von Sonnenschein und Soto 2000, in der die Entartung von Zellen zu Krebszellen seinen
Platz in der gewebshierarchischen Ebene der Komplexizitit findet und aus verdnderten Zell-Zell-

und Gewebs-Gewebs-Interaktionen resultiert [33, 34].
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1.2 Rolle chronischer Entziindungen in der Kanzerogenese

Epidemiologische Untersuchungen verschiedener Krebsarten konnten in den letzten Jahren einen
chronisch inflammatorischen Hintergrund der Entstehung von Tumoren nachweisen. So stehen
15-20% aller Krebstode mit chronischen Entziindungen oder Infektionen in Verbindung [35].
Schon Virchow stellte 1893 auf Grund seiner Beobachtungen die Hypothese auf, dass maligne
Neoplasien auf chronischen Entziindungsreaktionen basieren. Er begriindete die Hypothese mit
der Gewebsproliferation, welche wihrend einer Entziindungsreaktion nach Gewebsverletzung
durch ,,Irritantien* stattfindet [36].

Die genauen biologischen und biochemischen Ablidufe werden erst seit kurzem untersucht. Je
nach Krebsart kommen als Ausldser fiir eine derartige chronische Entziindung wie flir Krebs
selbst sowohl Infektionen durch Viren, Bakterien oder andere pathogenen Mikroorganismen als
auch rezidivierende Gewebsverletzungen durch physikalische und chemische Noxen sowie eine
autoimmune Genese in Frage [37, 38].

Infektionen werden fiir 20-25% aller Krebstode in Entwicklungsldndern und fiir 7-10% aller
Krebstode in den industrialisierten Nationen als ursdchlich angesehen [38]. Die Infektion durch
den Erreger ist als alleinige Ursache der Krebsentstehung jedoch nicht ausreichend. Weitere
Faktoren, welche in somatischen Mutationen oder epigenetischen Ereignissen miinden, sind
hierfiir zwingend notwendig [39].

Eine Ubersicht iiber chronisch-infektbedingte Krebstypen gibt Tabelle 1.

Als physikalische Ursache einer chronischen Entziindungsreaktion mit entsprechender maligner
Transformation nach Jahren kommt die Exposition gegeniiber verschiedenen Strahlenarten in
Frage wie z.B. ultraviolette Strahlung. Diese miindet primir in eine akute, bei wiederholter oder
chronischer Exposition in eine chronische Entziindungsreaktion [40]. Nach Jahren der UV-
Strahlen-Exposition der Haut treten gehduft dermale Karzinome, wie z.B. maligne Melanome
auf [41]. Experimentell konnte eine erhohte Rate der Tumorentstehung bei chronischer
Entziindung der UV-exponierten Haut nachgewiesen werden [42].

Die Gruppe der, auf den menschlichen Korper einwirkenden, chemischen Substanzen ist sehr
vielfdltig. Einige Stoffe sind auch ohne direkt oder indirekt kanzerogenes Potential je nach
Expositionsart, Substanz und Expositionsdauer in der Lage, zum Teil chronische
Entziindungsreaktionen auszuldsen. Die Substanzen sind sowohl exogener als auch endogener

Natur.
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Tabelle 1.  Krebstypen, verursacht durch chronische Infektion spezifischer Erreger
Erregertyp Kausaler Erreger Krebstyp Literaturangabe
Viral Epstein-Barr-Virus ~ Non-Hodgkin-Lymphom [43-45]

(EBV) Hodgkin-Lymphom
Nasopharynxkarzinom

Humane Papilloma Anogenitale Karzinome [46, 47]

Viren Oropharyngeale Karzinome

(HPV) Larynxkarzinome

Hepatitis B oder C Hepatozelluldres Karzinom [48]

Viren

(HBV, HCV)

Humanes Non-Hodgkin-Lymphom [49, 50]

Immunodefizienz Hodgkin-Lymphom

Virus (HIV) Kaposi-Sarkom

Bakteriell Helicobacter pylori ~ Adenokarzinom des Magens [51, 52]
B-Zell-Lymphom

andere Opisthorchis Cholangiokarzinom [53, 54]
Mikro- viverrini
organsimen  Clonorchis sinensis

Schistosoma Plattenepithelkarzinome des [55]
haematobium Urogenitaltraktes

Eine Auswahl derartiger inflammatorischer Prozesse, welche mit einem spezifisch erhohten und
epidemiologisch gesicherten Krebsrisiko einhergehen gibt Tabelle 2 wieder.

Einige chronisch-entziindliche Erkrankungen sind epidemiologisch nachweisbar mit einem
erhohten Risiko der Entstehung maligner Tumore assoziiert. Zum Grofteil sind diese Prozesse
autoimmuner Genese. Als Beispiel hierfiir sind v.a. die chronischen Darmerkrankungen Morbus
Crohn und Colitis ulcerosa zu nennen. Beide kdnnen nach Jahrzehnten entziindlicher Aktivitét in
Adenokarzinome des Darmes miinden, woraus schlieBlich ein Entartungsrisiko von 0,5-1% pro
Jahr nach 10-15 Jahren Krankheitsaktivitét resultiert [37, 56]. Weitere Beispiele fiir ein erhohtes
Krebsrisiko aufgrund chronisch-entziindlicher Erkrankungen sind die chronische Cholezystitis,
welche in Verbindung mit langjdhrig bestehenden Gallensteinen ein dreifach erhdhtes Risiko fiir
Gallenwegskarzinome aufweist sowie die inflammatorische Prostataatrophie hinsichtlich des

Prostatakarzinoms [57, 58].
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Tabelle 2.  Krebstypen, verursacht durch chronische Entziindung aufgrund chemischer Noxen
Substanzquelle Substanz / Mechanismus Krebstyp Literaturangabe
Endogen Magenséure (HCI) / Adenokarzinom des  [59]

Refluxdsophagitis distalen Osophagus /
Kardia
Exogen Zigarettenrauch / Lungenkarzinom [60, 61]
Chronisch obstruktive
Lungenerkrankung
Silikat, Asbest / Lungenkarzinom [62]
Chronisch diffus-
infiltrative
Lungenerkrankung

Um den EinfluB chronischer Entziindungen auf die Krebsentstehung beurteilen zu kdnnen, muss
man primdr das Wesen der chronischen Entziindung selbst beleuchten. Chronische
Entziindungen  entstethen aus  akuten  Entzlindungsreaktionen, in  denen  die
entziindungsauslosende Noxe durch den Entziindungsmechanismus nicht beseitigt werden
konnte oder diese rezidivierend den Organismus schiadigt [39, 63]. Die normalerweise
stattfindende akute Entziindungsreaktion ist selbstlimitierend und endet in einer Restitutio ad
integrum beziehungsweise in einem Defektzustand wie zum Beispiel einer Narbe. Eine
Restitutio ad integrum wird aus verschiedenen Griinden bei chronischen Reaktionen nicht
erreicht [63].

Die Ausloser fiir die Entziindungskaskade sind entweder korperfremde Antigene oder durch eine
gewebeschiddigende Noxe freigesetzte intrazellulire Antigene. Ortsstindige Leukozyten
(Lymphozyten, Makrophagen) erkennen die fremden Antigene und produzieren
proinflammatorische Zytokine (Gewebshormone) und Chemokine (chemotaktische Substanzen)
[63-65]. Dies fiihrt zur Rekrutierung und Aktivierung von Entziindungsszellen (neutrophile,
eosinophile Granulozyten, Lymphozyten sowie sekundidr Monozyten) aus Blutgefilen [36].
Ortsstidndige Mastzellen sind ebenfalls involviert [63].

Die aktivierten Granulozyten und Monozyten bilden zur potentiellen Erregerabwehr reaktive
Sauerstoff- und Stickstoffmetabolite, welche wiederum Lipide in Zellmembranen peroxidieren
und somatische Mutationen verursachen [39, 63, 64, 66]. Wihrend der Entziindungsreaktion
sezernieren vor allem die in Makrophagen transformierten Monozyten sowie ortsstindige
Mastzellen  weitere =~ Chemokine,  proinflammatorische = Zytokine,  antiapoptotische

Signalsubstanzen, Wachstums- und Angiogenesefaktoren und steuern iiber Zusammensetzung
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dieser Faktoren in der extrazelluldiren Matrix endotheliale, epitheliale sowie mesenchymale
Zellen [63, 67].

Die Immunreaktion selbst ldsst sich generell in zwei Kategorien einteilen. Die zellvermittelte
Immunreaktion (Thl) wird durch zytotoxische (Thl-)T-Lymphozyten getragen. Diese
sezernieren primér proinflammatorische Zytokine wie z.B. Interleukin-2 (IL-2), Interferon-y
(IFN-y) oder Tumornekrosefaktor-a (TNF-a). Die zweite Kategorie ist die humorale
Immunreaktion (Th2), vermittelt durch (Th2-)T-Lymphozyten, welche charakteristischerweise
antiinflammatorische =~ Zytokine wie IL-4, IL-6 oder IL-10 freisetzen und eine
antikorpervermittelte Abwehrreaktion forcieren [65, 68]. Zwischen beiden Kategorien der
Immunreaktionen existieren zahlreiche positive und negative Riickkopplungsmechanismen [63].
In der akuten Phase der Entziindung dominiert die zellvermittelte Reaktion (Thl), wéhrend zum
Ende einer akuten Entziindung die humorale Reaktion (Th2) {iberwiegt [68]. Th2-vermittelte
Immunreaktionen sind generell inaktiv gegen Tumore und Viren [36].

Das Profil der Zytokine und Chemokine ist wichtig fiir die Entstehung einer chronischen
Entziindung [63]. Eine chronische Antigenexposition konnte einen nicht enden wollenden
Kreislauf generieren. Sie fiihrt zu einer Steigerung der Th1-Reaktion. Dies fiihrt zur Aktivierung
der humoralen Immunreaktion, welche die zellvermittelte Immunantwort hemmt, die wiederum
durch Antigenexposition angetrieben wird, womit sich der Kreis schlief3t [65].

Histopathologisch findet sich in einer chronischen Entziindung ein Gemisch aus Makrophagen,
Lymphozyten, Angiogenese hyperpermeabler Blutgefdfle, Fibrose und Nekrose [39]. Dieses Bild
charakterisiert das Nebeneinander von anhaltendem Gewebeschaden, Schaden-induzierter
zelluldrer Proliferation und gewebereparativen Vorgidngen [69].

Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen physiologischer Wundheilung und dem Entstehen
eines, die Proliferation und Invasion maligner Neoplasien unterstiitzenden, Bindegewebes
wurden von Dvorak untersucht. Er bezeichnete Tumoren als ,,Wunden, die nicht heilen* [70].
Kennzeichen maligner Neoplasien sind Unabhédngigkeit von wachstumshemmenden Signalen,
Autarkie in der Produktion von Wachstumssignalen, Umgehen von Apoptosemechanismen,
unbegrenztes Replikationspotential, ~Gewebsinvasion, Metastasierung und anhaltende
Angiogenese [71]. Chronische Entziindungen sind in der Lage all diese Charakteristika zu
beeinflussen [72].

Vorangehend wurde dargestellt, dass es im Rahmen chronisch inflammatorischer Reaktionen zu
einer Mikroumgebung kommt, in der aktivierte Entziindungszellen diverse Zytokine ausschiitten.
Diese fiithren letztendlich zu einer gesteigerten Gewebsproliferation und Angiogenese [63, 69].

Des Weiteren werden zellschidigende reaktive Sauerstoff- und Stickstoffmetabolite produziert,
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welche unselektiv zu Mutationen und Membranverletzungen fithren, was die maligne
Transformation begiinstigt [39, 63, 64, 66]. Hierdurch entstehende Schiden epithelialer Zellen
resultieren in Apoptose und postapoptotischer reaktiver Hyperproliferation. Die gesteigerte
Proliferationsrate fordert wiederum die Mutationsrate [73]. Kumulierte Mutationen in
regulatorischen Schliisselgenen fiihren eventuell zu einer derartigen Verdnderung des
Zellphénotyps, dass selbst wenn der Ausloser der Entziindung beseitigt wird, eine
Transformation zum malignen Phénotyp unaufhaltsam ist [74]. Vielleicht ist zur malignen
Transformation sogar eine inflammatorische Umgebung notwendig [39, 65, 70, 75]. Die
Entziindungsumgebung wirkt auf Zellen also zum einen initilerend iiber eine gesteigerte
Mutationsrate bei stetiger Proliferation, zum anderen auch als Promotor durch eine
Mikroumgebung reich an Uberlebens- und Wachstumsfaktoren [63, 70].

Tumorassoziierte Makrophagen sind ein fester Bestandteil inflammatorischer Infiltrate
neoplastischer Gewebe [76]. Obwohl sie primir der zytotoxischen Abwehr von Tumorzellen
dienen, sezernieren sie doch eine Reihe potenter angiogener und lymphangiogener
Wachstumsfaktoren sowie Zytokine und Proteasen, welche als Mediatoren der neoplastischen
Progression vor allem die Invasion und Metastasierung potenzieren [36, 77]. Untersuchungen
humaner und muriner Tumoren konnten zeigen, dass das Sekretionsprofil von T-Lymphozyten
und tumorassoziierten Makrophagen dem der Th2-Reaktion entspricht [36, 78]. Bestimmte
Chemokine sind in der Lage die Immunreaktion derart zu polarisieren [79]. Dies konnte dafiir
sprechen, dass die chronisch erhhte Chemokinkonzentration in der Tumormikroumgebung die
Zytokinzusammensetzung der extrazelluldren Matrix in eine weniger zytotoxische und weniger
tumorfeindliche Richtung umzukehren vermag [78].

Hinzu kommt, dass auch Tumorzellen selbst in der Lage sind, Chemokine und
proinflammatorische Zytokine, Wachstumsfaktoren und Angiogenesefaktoren zu produzieren
und auf diese Weise die inflammatorische Reaktion unterhalten und beeinflussen [36, 77]. Ein
vereinfachtes  Modell der  Kanzerogenese unter  Beriicksichtigung  chronischer

Entziindungsreaktionen zeigt Abbildung 4 [64].
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Mikroben,
physikalische oder
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Normales +\ Epithelschiden Reaktive Mutationen in Dysplasie
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Hyperproliferation hinsichtlich

Reaktion auf
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+/-
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Abbildung 4. Interaktionen epithelialer Zellen mit einer chronischen Entziindungsreaktion
wihrend der Mehrstufenkanzerogenese. Persistierende mikrobielle Infektionen (durch Bakterien,
Viren, Nematoden etc.), physikalische oder chemische Noxen unterhalten eine chronische
Entziindungsreaktion. Verschiedene positive und negative Riickkopplungsmechanismen
unterstiitzen fortwdahrenden Gewebeschaden sowie, unter diesem Selektionsdruck, das Auftreten
von Epithelzellpopulationen mit den notwendigen Uberlebensvorteilen fiir die maligne
Transformation (nach Moss und Blaser 2005) [64].

AbschlieBend sei bemerkt, dass die Zusammenhinge zwischen Krebsentstehung und Entziindung
noch nicht hinreichend geklart und derzeit Gegenstand intensiver Forschung sind. So existieren
Beispiele chronischer Entziindungsreaktionen wie das Krankheitsbild Psoriasis, die statistisch
nicht mit einem erhdhten Risiko maligner Entartung einhergehen, trotz analoger

immunpathologischer Prozesse [80].
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1.3 Gastro- und extraosophageale Refluxerkrankung

1.3.1 Gastroosophagealer Reflux

Definitionsgemdl muss man zwischen dem gastrodsophagealen Reflux und der
gastro0sophagealen Refluxerkrankung unterscheiden. Bei jedem Menschen findet regelméBig ein
sogenannter transienter gastrodsophagealer Reflux durch Relaxation des unteren
Osophagussphinkters statt, um Gasen aus dem Magen ein Entweichen zu ermdglichen. Dabei
tritt eine gewisse Menge an Mageninhalt in die Speiserdhre [81]. Der Inhalt wird im Anschluss
wieder {iber Peristalttk in den Magen zuriickbeférdert bzw. die Sédure {ber
Neutralisationsmechanismen wie Produktion bikarbonathaltigen Schleimes durch die Mukosa
eliminiert [82, 83]. Pathologischen Wert erhélt dieser physiologische Prozess durch Entstehen
von Epithelschdden und oder klinischen Symptomen [84]. Die klinische Symptomatik duflert
sich vor allem im typischen retrosternalem Brennen [85, 86]. Andere Symptome werden auch
unter dem Begriff extradsophageale Refluxkrankheit zusammengefasst und bestehen
hauptsdchlich aus chronischem Husten, Brustschmerz, Heiserkeit, Dysphagie, Laryngitis,
Zahnschiden, chronischer Aspiration, chronischer Mittelohrentziindung, Sinusitis, Globusgefiihl,

Schlafapnoe, nicht-atopischem Asthma und Laryngospasmus [84, 87].

1.3.2 Gastroosophageale Refluxerkrankung

Die gastrodsophageale Refluxkrankheit zeigt eine hohe Privalenz in der Allgemeinbevolkerung.
Hiervon geben ca. 7% mindestens einmal téglich, 14-20% mindestens einmal wdchentlich und
ca. 36-44% einmal im Monat retrosternales Brennen an [85, 86]. In zufallsendoskopischen
Befunden fanden sich bei ca. 86% der Bevolkerung Zeichen eines gastrodsophagealen Refluxes
und bei ca. 7-20% der Patienten ebenfalls Zeichen eines laryngopharyngealen Refluxes [88, §9].
2001 wurde dreimal so oft wie im Jahr 1990 eine gastro6sophageale Refluxerkrankung
diagnostiziert [90]. Die asiatische Population zeigt im Vergleich zur westlichen Bevolkerung bei
ebenfalls steigender Tendenz eine deutlich geringere Rate an erkrankten Patienten. Hier geben
nur ca. 3,5% der Menschen an, wochentlich unter Symptomen wie retrosternalem Brennen zu
leiden [91].

Als Risikofaktoren fiir eine gastrodsophageale Refluxerkrankung wurden Adipositas, Rauchen
sowie eine gewisse familidre Assoziation gefunden [92, 93]. Als begiinstigend wird die haufige
und spite Zunahme groBer Mahlzeiten mit hohem Energiegehalt eingestuft [93]. Eine
Verstirkung durch Konsum von Kaffee, Schokolade und Alkohol konnte kontrarer Weise nicht
nachgewiesen werden [93]. In ca. 18-31% der Erkrankten spielen genetische Faktoren eine

Rolle. Sowohl bei Patienten mit erkrankten Eltern, als auch bei Patienten mit erkrankten
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eineiigen Zwillingen wurde eine hohere Wahrscheinlichkeit, selbst die Krankheit zu entwickeln,
festgestellt [92]. Die Infektion mit Helicobacter pylori scheint dagegen nur eine untergeordnete
Rolle in der Entwicklung der Refluxerkrankung zu spielen [94].

Die bis dato giiltige Einteilung in drei bis vier Stadien der Refluxerkrankung wird in letzter Zeit
zunehmend in Frage gestellt [95]. Eingeteilt wurde anhand der endoskopischen Befunde [84].
Das erste Stadium stellt einen dsophagoskopisch unauffilligen Befund dar. Im zweiten Stadium
konnen erosiv-entziindliche Verinderungen der Osophagusschleimhaut beobachtet werden. Der
sogenannte Barrett-Osophagus mit Zylinderepithelmetaplasie verkdrpert das Stadium drei. Die
gelaufige Theorie war eine iiber Jahre stattfindende Progredienz der Stadien bis mdglicherweise
zu Stadium vier, dem Adenokarzinom des Osophagus. Beobachtet werden konnte eine derartige
stadienhafte Progression nur duBerst selten, eine stadienhafte Regression auch unter Therapie
praktisch nie [95]. Auch die beobachteten Risiken einer malignen Entartung entsprechen nicht
den Stadien. Daher wird zunehmend von einer kategorialen Einteilung der Refluxerkrankung
gesprochen [84, 95, 96].

Endoskopisch negative Individuen leiden haufig unter schweren atypischen Symptomen und
sprechen nur unzureichend auf die herkdmmliche Therapie mit Protonenpumpeninhibitoren an
[97]. Derartige Patienten leiden oft unter einem Reizdarmsyndrom [98]. Die Theorie der
Pathogenese in dieser Patientengruppe ist eine Hypersensitivitit fiir einen erhdhten
intradsophagealen Druck, fiir 6sophageale Spasmen sowie fiir dsophageale Salzsdureexposition
[97, 99].

Patienten mit endoskopisch nachgewiesener erosiver Osophagitis geben hiufig die typischen
Refluxsymptome wie retrosternales Brennen an. Eine Therapie mit Protonenpumpeninhibitoren
spricht in der Regel gut an und fiihrt meist zur Heilung [100].

Der Barrett-Osophagus entsteht wahrscheinlich nach chronischer Siureexposition. Klinisch zeigt
er aufgrund des insensitivierten geschddigten Epithels tendenziell weniger Symptome [101]. Die
Schwere der Entziindungsreaktion ebenso wie die Linge der Metaplasie ist abhéngig von der
Séureexpositionsdauer [97, 99]. Das Zytokinprofil differiert deutlich von dem der erosiven
Osophagitis, in welchem eher proinflammatorische Signale dominieren [96]. Der Barrett-
Osophagus stellt wahrscheinlich eine differente phinotypische Antwort des Epithels auf die
chronische Sdureexposition dar [84].

Als pathomorphologische Ursache des gesteigerten Refluxes sind sowohl strukurelle
Verinderungen des unteren Osophagussphinkters, Hiatushernien als auch eine Hypotension
besagten Sphinkters in Erwédgung zu ziehen [102, 103]. Hierdurch werden das Volumen des

transienten Refluxes und somit auch die Siureeliminationszeit erhéht [102]. Dies fiihrt zu einer
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Steigerung von Frequenz und Ausmall der klinischen Symptomatik [104]. Eine
Frequenzsteigerung des transienten Refluxes konnte dagegen bei milder bis moderater

Symptomatik nicht festgestellt werden [105].

1.3.3 Extraosophageale Refluxerkrankung

Der oben erwihnte Symptomenkomplex der extrabsophagealen Refluxerkrankung wird erginzt
durch klinisch-pathologische Befunde wie Glottispolypen, pulmonalen Fibrosen sowie als
schwerwiegendste Folge des extradsophagealen Refluxes - das Larynx- oder Pharynxkarzinom
[84, 87]. Epidemiologisch gibt es weniger sichere Daten hinsichtlich der Assoziation des
extradsophagealen Refluxes mit oben genannten Befunden. Nur grof3 angelegte Studien kénnen
aufgrund des kleinen betroffenen Gesamtpatientenkollektives sichere Daten liefern. Dennoch
konnten bei 45% der Asthmapatienten im Vergleich zu 10% der Normalbevolkerung in einer
Studie Refluxsymptome nachgewiesen werden und die Chance, ein Asthma bei Vorliegen einer
erosiven Osophagitis zu entwickeln, ist um 50% erhdht [106]. Auch medikamentdse oder
chirurgische Refluxtherapie verbessert in 69% der Patienten den chronischen Husten, senkt den
Gebrauch von Inhalatoren bei 62% der Patienten und verbessert bei 26% der Patienten die
Lungenfunktion [106]. Laryngopharyngealer Reflux konnte bei 10% aller HNO-Patienten sowie
bei 50% aller Patienten mit Larynx- oder Stimmveridnderungen nachgewiesen werden [107, 108].
Die Patienten zeigen meist keine typischen Mukosaschdden oder Symptome wie retrosternales
Brennen [107].

Die Ursache fiir laryngopharyngealen Reflux ist wahrscheinlich ebenfalls eine Hypotension des
unteren Osophagussphinkters [109]. Zudem ist bei 75% der Patienten die fiir den
Refluxretransport in den Magen verantwortliche primire Osophagusperistaltik gestort. Diese
zeigt eine geringere Kontraktionsstérke, die Peristaltikwelle verlduft nicht tiber den gesamten
Osophagus und es kommt nur zu einer inkompletten unteren Sphinkterrelaxation [110].
Hierdurch wird die Séureeliminationszeit verldngert [111]. Beobachtet wurde, dass der afferente
Schenkel des VerschluBreflexes des oberen Osophagussphinkters (M. cricopharyngeus), welcher
den laryngopharyngealen Reflux physiologisch verhindert, durch sdurebedingte Schéden der
Mechano- und Chemorezeptoren unterbrochen wird [112]. Es kommt bei den Patienten zu einer
hoheren Siurekonzentration im proximalen Osophagus als im distalen Osophagus. 30% der
Refluxereignisse sind mit AufstoBen bzw. Riilpsen vergesellschaftet, wobei es zu einer
kompletten reflektorischen Relaxation des oberen Osophagussphinkters kommt [89]. Trotz der
geringeren Refluxfrequenz und —dauer, kann es aufgrund des hoch aufsteigenden Mageninhaltes

und der hochsensiblen laryngopharyngealen Mukosa zu Schédden in diesem Bereich kommen
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[87, 113]. Die Sensibilitit der laryngopharyngealen Mukosa &ulert sich in einer deutlich im
Vergleich zum Osophagus prolongierten Heilungsdauer von bis zu sechs Monaten [114]. Im
Tierversuch konnte allein ein dreimaliger laryngopharyngealer Reflux pro Woche
Mukosaschiaden verursachen [107, 113]. Schon ein pH-Wert von vier bis sechs ist in der Lage
extradsophageale Symptome zu triggern [104]. Das Epithel ist anders als im Osophagus
scheinbar nicht in der Lage, das Isoenzym III der, die protektiven Bikarbonatsalze
produzierenden, Karboanhydrase hochzuregulieren, wodurch die Sédureeliminationszeit weiter
erhoht wird [115]. Das im sauren Milieu aktive Pepsin 16st durch Zerstérung des interzelluléren
Junktionskomplexes Membran- bzw. Epithelschdden aus [116]. Bei chronischem
laryngopharyngealen Reflux wurde aulerdem eine epitheliale Minderexpression von E-Cadherin
und MUCSAC (Mucin 5 Subtype AC — tracheobronchial mucin) sowie des Salivary Epithelial
Growth Factors (SEGF) gefunden. E-Cadherin ist ein membransténdiges Glykoprotein, welches
wichtig ist fiir den Zell-Zell-Kontakt und den Zusammenhalt von epithelialen Zellen im Gewebe.
Die Expression des Gens MUCSAC fiihrt zur extrazelluliren tracheobronchialen
Schleimproduktion und der SEGF ist ein wichtiger Wachstumsfaktor fiir das tracheobronchiale
Epithel. Eine Minderexpression fithrt im Falle des E-Cadherin und MUCSAC zu einer
Verminderung der Mukosabarriere aufgrund verminderter Zell-Zell-Verbindung und gesenkter
Schleimproduktion [115, 117]. Der Mangel an Salivary Epithelial Growth Factor resultiert in
einer moglicherweise verminderten Regenerationsfdahigkeit [103]. Klinisch machen diese

Umsténde eine aggressive Langzeittherapie notwendig [87, 113].
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1.4  Rolle der gastro- und extraosophagealen Refluxerkrankung in der Kanzerogenese
des oberen Gastrointestinaltraktes

In den letzten Kapiteln wurde dargestellt, inwiefern die Exposition unterschiedlicher Noxen
einen Einflul auf die Krebsentstehung nehmen kann. Verschiedene epidemiologische Studien
der letzten Jahre lassen einen Zusammenhang der gastro- und extradsophagealen
Refluxkrankheit mit verschiedenen Krebsarten des oberen Gastrointestinaltraktes vermuten. Die
entsprechenden Entitdten sowie die Risiken fiir deren Entstehung werden im Anschluss

diskutiert. Eine Ubersicht gibt Tabelle 3.

Tabelle 3. Gegeniiberstellung der epidemiologisch gesicherten Haupt- und Nebenrisikofaktoren

fiir die Entititen Adenokarzinom des Osophagus und Plattenepithelkarzinom des Larynx.

Entitit Adenokarzinom Osophagus Plattenepithelkarzinom Larynx
Hauptrisikofaktor Mainnliches Geschlecht Rauchen
Rauchen Chronischer Alkoholkonsum
Adipositas Mainnliches Geschlecht
Alter (>65 Jahre) Afroamerikanische Rasse
Kaukasische Rasse Extradsophageale Refluxerkrankung

Gastroosophageale Reflux-

erkrankung
Nebenrisikofaktor Vitamindefizienz Vitamindefizienz
Positive Familienanamnese Positive Familienanamnese

Berufliche Exposition gegeniiber
Farben/ Lacken/ Losungsmitteln
Exposition gegeniiber radioaktiver
Strahlung

(Chronische Laryngitis)

1.4.1 Adenokarzinom des Osophagus

Das Osophaguskarzinom wird histologisch in zwei Typen unterteilt: das Plattenepithelkarzinom

und das Adenokarzinom. Fiir die histologischen Typen existieren epidemiologisch
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unterschiedliche Risikofaktoren. Die Hauptrisikofaktoren fiir das Plattenepithelkarzinom werden
durch Rauchen, Alkoholkonsum, niedriges Korpergewicht bzw. Untererndhrung, niedrigen
soziodkonomischen Status und eine positive Familienanamnese reprisentiert. Die des
Adenokarzinoms des Osophagus sind minnliches Geschlecht, Rauchen, Adipositas, hohes Alter
und Refluxsymptome [59, 118]. In der Literatur existiert eine hohe Evidenz fiir einen kausalen
Zusammenhang fiir die gastrodsophageale Refluxerkrankung und das Adenokarzinom des
Osophagus [59]. Das Plattenepithelkarzinom wird in der Regel nicht mit einer gastro- oder
extragsophagealen Refluxerkrankung assoziiert und ist daher kein wesentlicher Bestandteil
dieser Arbeit [118]. Ursachen fiir die fehlende Assoziation des Plattenepithelkarzinoms des
Osophagus mit gastrointestinalem Reflux sind derzeit nicht vollstindig geklirt. Gerade vor dem
Hintergrund einer epidemiologischen Assoziation des Plattenepithelkarzinoms des Larynx stellt
sich die Frage der Unterschiede hinsichtlich Suszeptibilitdt des Plattenepithels des Larynx und
des Plattenepithels des Osophagus gegeniiber Schiden durch chronischen Reflux. Die Ursachen
werden in den Refluxschutz- und Abwehrmechanismen des Osophagus vermutet, welche der
Larynx nicht aufweist [107, 119]. Diese bestehen aus dem Tonus des unteren
Osophagussphincters, den peristaltischen Osophagusbewegungen, der Resistenz der
Osophagealen Mukosa und der siureadaptierten Speicheldriisensekretion [107, 120-122].

Auch die epidemiologische Entwicklung der Krebssubtypen ist unterschiedlich [118]. Das
Adenokarzinom des Osophagus zeigt in den letzten 20 Jahren einen hoheren Anstieg der
Inzidenz in der weilen und afroamerikanischen Bevolkerung der USA als alle anderen
gastrointestinalen Tumoren wéhrend die Inzidenz des Plattenepithelkarzinoms weitestgehend
konstant blieb oder leicht sank [118, 123]. Beim Adenokarzinom ist generell ist der jdhrliche
Inzidenzzuwachs in den USA zwischen 1976 und 1987 von 4 auf 10% gestiegen [124]. Bei
weillen Ménnern kam es zu einem Inzidenzanstieg in diesem Zeitraum von iiber 400%, bei
weillen Frauen von iiber 300% und bei afroamerikanischen Méannern von tiber 100% [125]. 1994
kam es erstmals zu einer hoheren Inzidenz des Adenokarzinoms des Osophagus als der des
Plattenepithelkarzinoms [126]. Viele weitere Studien in den USA und Westeuropa haben diesen
starken Anstieg der Inzidenz des Adenokarzinoms des Osophagus bestitigt [123, 124, 127-129].
Der Inzidenzanstieg der letzten Jahrzehnte betrifft hauptsdchlich die Altersgruppe iiber 65 [127].
AuBerhalb Westeuropas, den USA und Australien ist das Adenokarzinom des Osophagus relativ
selten [130].

Hauptrisikofaktoren fiir die Entstehung eines Adenokarzinoms des Osophagus sind Das

Verhiltnis der Inzidenzen weiler Ménner zu weillen Frauen betrdgt etwa 7:1 und hoher [124,
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129]. Die Inzidenz in der afroamerikanischen Bevolkerung entspricht etwa 30% der Inzidenz der
kaukasischen Bevolkerung [128].

Die gastrodsophageale Refluxerkrankung ist epidemiologisch ein Risikofaktor fiir das
Adenokarzinom des Osophagus [59, 131]. Das Risiko steigt mit der Stirke und der Frequenz der
Symptome [59]. Die Wahrscheinlichkeit einer derartigen Krebsentstehung ist bei
Refluxerkrankung etwa um das 7,7fache, bei langjdhrigen schweren Symptomen um das
45, 5fache erhoht. Dennoch ist die hohe Prdvalenz von >10.000/100.000 Einwohnern der
gastrodsophagealen Refluxerkrankung der relativ geringen Privalenz des Adenokarzinoms von
2,3/100.000 Einwohnern kritisch gegeniiberzustellen [131].

Eine Barrett-Metaplasie ist in ca. 62% der Félle nachweisbar und stellt eventuell eine
Zwischenstufe zum Karzinom dar [131]. Das Risiko fiir ein Adenokarzinom des Osophagus ist
bei Vorhandensein eines Barrett-Osophagus um das 30-125fache hoher als in der
Normalbevolkerung und liegt bei etwa 0,5-1%/Jahr, wobei der ,long-segment“-Barrett-
Osophagus mit einer Linge von mehr als drei Zentimeter ein deutlich hoheres Risiko als der
,short-segment“*-Barrett-Osophagus  aufweist [39, 84, 132]. Hochrisikofaktoren einer
Krebsentwicklung aus einer Barrett-Metaplasie sind auch hier ménnliches Geschlecht, hohes
Alter, kaukasische Rasse, positive Raucheranamnese und Langzeitrefluxanamnese [130].

Einen protektiven Effekt auf die Entartung einer Barrett-Metaplasie hat die Therapie mit
Protonenpumpeninhibitoren [133]. So sinkt das Risiko einer Dysplasie unter einer solchen
Medikation um ca. 75% [106]. Mehrere Autoren postulierten eine primédr chronisch
entziindliche Genese des Adenokarzinoms iiber eine Kaskade von chronischer Osophagitis iiber
Barrett-Metaplasie und Dysplasie zum Karzinom [39, 134]. Dies wird gestiitzt durch den Krebs-
protektiven Effekt nicht-steroidaler Antirheumatika beim Barrett-Osophagus [135].

Einige Nahrungsmittel, Spurenelemente und Vitamine scheinen ebenfalls eine protektive
Wirkung auszuiiben. Hierzu zéhlen hauptsédchlich frische Friichte und Gemiise, Lutein, Niacin,
3-Karoten, Folat, Eisen, Zink sowie die Vitamine B6, B12 und C [136, 137]. Die Wirkung
basiert auf einem hohen Anteil an Antioxidantien. Diese sind in der Lage DNA-schidigende
freie Radikale zu entfernen. Die Risikoreduktion durch derartige Nahrungsmittel scheint bei
Rauchern und Patienten mit gastroosophagealer Refluxerkrankung hoher zu sein [138].

Die Fiinf-Jahresiiberlebensraten beider histologischen Typen des Osophaguskarzinoms sind etwa
gleich niedrig bei ca. 16,8%, da in der Regel die Patienten in einem spédten Stadium
diagnostiziert werden. Die Uberlebensraten schwanken ebenfalls nach Alter, Rasse, Geschlecht

und Stadium bei Diagnosestellung (schlechter bei Afroamerikanern, Mannern, hoherem Alter
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und Stadium) [139]. Jedoch konnten durch Verbesserungen der endoskopischen Diagnostik eine

leichte Steigerung der Uberlebensrate in den letzten 20 Jahren erreicht werden [118].

1.4.2 Larynxkarzinom

Die zweite Entitit, die mit der gastro- bzw. extradsophagealen Refluxerkrankung
epidemiologisch in Verbindung gebracht wird, ist das Larynxkarzinom [107, 140-142]. Circa 1%
aller jahrlich neu diagnostizierten Krebse der USA betrifft den Larynx. Dies entspricht etwa
11.000 neuen Patienten pro Jahr. Jahrlich sterben etwa 4.300 Menschen in den USA am
Larynxkarzinom [143, 144]. Kehlkopfkrebs repridsentiert 30-50% aller Krebse des HNO-
Bereiches [143]. Zwischen 1953 und 1992 stieg die Inzidenz in Norwegen alle fiinf Jahre bei
Minnern um 17% und bei Frauen um 21% ebenso wie von 1947-1984 in den USA und dies
sogar trotz sinkender Raucherzahlen [145]. Das National Cancer Institute der USA berichtet
jedoch iiber sinkende Inzidenzen innerhalb der letzten 15 Jahre. Mianner sind viermal hdufiger
betroffen als Frauen, die kaukasische Rasse nur halb so hiufig wie die afroamerikanische [146].
Im Gegensatz zum Osophaguskarzinom liegt die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate hier bei 61,6%.
Das Uberleben ist geringer bei Frauen und bei der afroamerikanischen Rasse [139].

Tabakrauch und Alkoholkonsum stellen die Hauptrisikofaktoren fiir die Entstehung des
Larynxkarzinoms dar [143, 144, 147, 148]. Zigarettenrauch scheint mit einem durchschnittlich
15-20fach erhohten Risiko fiir die laryngeale Krebsentstehung verbunden zu sein. Des Weiteren
sind ca. 95% aller Larynxkarzinompatienten Raucher [144, 147, 148]. Obwohl die Inzidenz des
Larynxkarzinoms bei Frauen geringer ist als bei Maénnern, fiihrt ein identischer
Zigarettenkonsum weiblicher Individuen zu einer héheren Inzidenz von Kehlkopfkrebs als in der
minnlichen Bevolkerung [144]. Nach Beenden des Rauchens sinkt iiber die Jahre das Risiko
wieder auf das der Normalbevolkerung. So konnten Studien =zeigen, dass sich das
Kehlkopfkrebsrisiko nach 16 Jahren Abstinenz vom Rauchen vom 16fachen auf das 2,5fache
herabgesenkt hatte [144].

Der Konsum von Alkohol ist mit einem etwa 1,9-3,3fachen Risiko fiir das Larynxkarzinom
assoziiert [147, 148]. Eine Studie konnte den geringeren Effekt chronischen Alkoholkonsums im
Vergleich zum Rauchen eindrucksvoll belegen. So kann der Konsum von neun Bier pro Tag das
Kehlkopfkrebsrisiko etwa 3-4fach erhohen, der Konsum von sechs Packungen Zigaretten pro
Tag das Risiko jedoch auf ein 80faches der Normalbevolkerung steigern [148].

Andere Risikofaktoren von geringerer Bedeutung fiir den laryngealen Krebs sind
pharyngolaryngeale HPV-Infektionen, verschiedene berufliche Tatigkeiten in Verbindung mit

Farben, Lacken und Losungsmitteln sowie Berufe der Metall-, Kohle-, Gas- und Holzindustrie,
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3-Karotendetfizienz, Exposition gegeniiber radioaktiver Strahlung sowie in geringerem Ausmal
auch eine erbliche Disposition [46, 149-152].

Trotz der starken Assoziation des Rauchens mit der Larynxkarzinomentstehung und sinkender
Raucherzahlen in den letzten Jahren in den westlichen Nationen kam es zu dem oben genannten
exorbitanten Anstieg der Inzidenz [145]. Mdglicherweise basiert diese Beobachtung auf einer
Latenz zwischen Rauchverhalten und Inzidenz der Karzinome. Jedoch fiihrte die
epidemiologische Entwicklung zur Suche nach weiteren Risikofaktoren. Mehrere Autoren
schlagen die gastrodsophageale Refluxerkrankung als unabhingigen Risikofaktor fiir die
Kehlkopfkrebsentstehung vor [141, 142, 144, 153]. Gestiitzt wird die Hypothese durch die hohe
Priavalenz der Refluxerkrankung bei Patienten mit Larynxkarzinom von bis zu 90% [108, 140].
Die gepoolte Odd’s Ratio fiir die gastroosophageale Refluxerkrankung und den Kehlkopfkrebs
liegt etwa bei 2,37 [154]. Selbst unter Nichtrauchern wurde in einer Studie ein deutlich erhohtes
Risiko der laryngealen Karzinogenese gefunden. Hier klagten etwa 21% nicht rauchender
Larynxkarzinompatienten 1iiber Reflux-Symptome, wogegen bei Nichtrauchern ohne
Larynxkarzinom nur 5% symptomatisch waren [144]. Eine weitere Studie konnte anhand
klinischer =~ Symptome  und  endoskopischem  Befund bei  nicht rauchenden
Larynxkarzinompatienten eine Prdvalenz der Refluxerkrankung von etwa 14-47% aufzeigen
[153]. Bemerkenswert hinsichtlich der Assoziation der gastro- und der extradsophagealen
Refluxerkrankung mit dem Larynxkarzinom ist, dass unter Therapie des Refluxes deutlich
weniger Larynxkarzinomrezidive auftreten [153].

Die beiden Hauptrisikofaktoren Rauchen und Alkoholkonsum wirken unabhingig voneinander
und dosisabhédngig risikosteigernd, in Kombination wahrscheinlich jedoch multiplikativ [155,
156]. Sie beeinflussen jedoch ebenfalls die Entstehung und das AusmalB des Refluxes. Beide
senken den unteren Osophagussphinkterdruck, verursachen eine verdnderte, abnormale
Osophagusmotilitiit, eine verzogerte Magenentleerung und steigern die Magensaftsekretion [157-
159]. Zudem senken sowohl Rauchen als auch Alkohol die zur Neutralisation des Refluxes
notwendige Speichelsekretion [160, 161]. Es konnte gezeigt werden, dass die Refluxdauer im
distalen und proximalen Osophagus wihrend des Rauchens deutlich héher war als 48 Stunden
nach dem Rauchen bzw. im Vergleich zu Nichtrauchern [159]. Selbst moderater Alkoholkonsum
kann die Refluxfrequenz und Refluxdauer erhéhen [158].

Insgesamt steigert Alkoholkonsum das Risiko fiir eine Refluxerkrankung auf das 1,6fache und
Zigarettenkonsum das Risiko um das 1,9fache [162]. Die Refluxerkrankung wirkt in Verbindung

mit Zigarettenrauch in der Larynxkarzinomentstehung scheinbar synergistisch [163].
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Die Rolle einer chronischen Entziindungsreaktion in der Krebsentstehung des Larynx wird in der
Literatur eher kritisch diskutiert. Einzelne Studien konnten eine Verbindung nachweisen. Nur ca.
19% der Larynxkarzinompatienten besitzen vor Entstehung eine positive Anamnese flir eine
chronische Laryngitis und nur 6-10% der Patienten mit chronischer Laryngitis entwickeln

innerhalb eines Flinf-Jahres-Zeitraumes ein Larynxkarzinom [164, 165].



Gen- und Zytotoxizitit humaner Magenséfte 27

2. Zielstellung

In der Einleitung wurde dargestellt, dass epidemiologisch eine Evidenz fiir den unabhéngigen
Risikofaktor gastro- bzw. extradsophagealer Reflux in der Genese sowohl des Adenokarzinoms
des Osophagus als auch des Larynxkarzinoms existiert. Der Mechanismus der Beeinflussung der
Kanzerogenese durch den sauren Magensaft ist derzeit nicht gekldrt. Generell in Frage kommen
hier zum einen ein direkt gentoxischer und zum anderen ein zytotoxischer Effekt. Ebenso wére
es denkbar, dass die chronische Entziindung, resultierend aus dem chronischen Gewebsschaden,
urséchlich fiir die positive Assoziation mit der Kanzerogenese des oberen Gastrointesinaltraktes
ist. Ziel der vorliegenden Arbeit soll es sein, pH-Wert unabhéingig, anhand zellbiologischer
Testsysteme das kanzerogene Potential des Magensaftes zu ermitteln sowie zwischen
zytotoxischen, moglicherweise Entziindungsreaktionen hervorrufenden, Effekten und
Gentoxizitdt zu differenzieren. Zum Vergleich wurde Salzéure als wesentlicher Bestandteil des
Magensaftes parallel in die Tests eingeschlossen.

Die Art der Zellschiddigung spielt eine entscheidende Rolle ob Entziindungsreaktionen entstehen
oder nicht. Eine Entzlindungsreaktion tritt in der Regel nur als Folge des Zelltodes in Form einer
Nekrose auf, da hierbei zytosolische Bestandteile freigesetzt werden, die als Fremdantigene vom
Immunsystem erkannt werden. Die Zelle schwillt hierbei an und ,platzt“ infolge von
Membranschéddigungen. [166]. Werden die exponierten Zellen apoptotisch, kommt es aufgrund
des innerhalb von Vesikeln, also Membranen stattfindenden, aktiven, programmierten Zelltodes
nicht zu einer inflammatorischen Reaktion [166, 167]. Priift man also die Fahigkeit einer Noxe
eine Nekrose auszuldsen bzw. das Verhiltnis der Induktion von Apoptose und Nekrose, kann
man deren Potenz, eine Entziindung zu generieren, abschitzen [167]. Das Potential von
Magensaft und Salzsdure eine entziindliche Reaktion zu induzieren soll in dieser Arbeit anhand
zellbiologischer Testsysteme zur Differenzierung zwischen Apoptose und Nekrose gepriift
werden. Fiir ein sicheres Ergebnis sind hierflir mehrere verschiedene Tests notwendig [167].
Zytotoxizitit kann sowohl in Apoptose als auch in Nekrose miinden. Beide Formen des Zelltodes
verursachen in der Regel durch Regeneration des geschiddigten Gewebes eine erhdhte
Teilungsrate [168]. Wie schon dargestellt, entstchen bei DNA-Replikationen trotz multipler
Reparaturmechanismen Fehler, welche bei gesteigerter Rate an Replikationen sukzessive
hiufiger auftreten. Im Gegensatz zu direkt gentoxischen (DNA-reaktiven) Karzinogenen
entspricht dieser Schidigungsmechanismus dem, nicht-gentoxischer Karzinogene [20, 169]. Des
weiteren konnte Apoptose krebsfordernd wirken durch Selektion apoptoseresistenterer Zell-

Subpopulationen bei Toxinexposition iiber lingere Zeit [170]. Jedoch auch protektive Effekte
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werden durch Apoptose vermittelt wie zum Beispiel durch Zelltod (préd-) neoplastischer Zellen
[171]. Ziel der in dieser Arbeit verwendeten zellbiologischen Testsysteme hinsichtlich Nekrose
und Apoptose war demnach auch die Untersuchung der Zytotoxizitit und die Uberpriifung des
potentiellen nicht gentoxischen Schidigungsmechanismus des Magensaftes.
Als dritter Schwerpunkt stand kontriir zum zytotoxischen Potential die Uberpriifung des direkten
gentoxischen Potentials der Magenséure im Mittelpunkt der zellbiologischen Untersuchungen.
Genereller Fokus lag in den Tests auf dem Einfluss der Konzentration sowie der Expositionszeit
der Noxe.
Folgende Hypothesen dienten als Arbeitsgrundlage der Untersuchungen:
e Magensaft wirkt gentoxisch.
e Gentoxische Effekte des Magensaftes sind abhédngig von der Expositionszeit.
e Magensaft wirkt kurz- und langfristig exponiert {iberwiegend nekrotisierend, weniger
Apoptose induzierend.
e Die Fihigkeit von Magensaft Apoptose und Nekrose zu induzieren ist
expositionszeitabhingig.
e Die Fihigkeit von Magensaft Apoptose und Nekrose zu induzieren ist
konzentrationsabhéingig.
Ziel der Arbeit war es Grundlagen zu schaffen und als erste Orientierung fiir groBBer angelegte
Studien mit statistischen Aussagen zu dienen, fiir die Entwicklung moglicher Screening-
Methoden fiir Risikopatienten, wobei die FACS (Fluorescence activated cell sorting)-basierte
Untersuchung der individuellen Zytotoxizitit sowie die Untersuchung der Gentoxizitit im
Mittelpunkt standen. In Toxizitdtsuntersuchungen resultieren zum Teil aus den Tests auch bei
nicht signifikanten Ergebnissen Verdachtsmomente, die als Basis fiir gezielte groe Studien
dienen [172]. Bei Aufdecken unterschiedlicher zytotoxischer Mechanismen, konnten die
Ergebnisse auch in neuen interventionellen therapeutischen Ansédtzen miinden, da die indirekte

Kanzerogenitit der Zytotoxizitit ein langdauernder und potentiell reversibler Prozess ist.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

Nachfolgend sind die in den Tests verwendeten Materialien, Gerdte und Verbrauchswaren

tabellarisch  aufgefiihrt. Ebenso dargestellt Zusammensetzungen
Gebrauchsldsungen.
Substanz Bezugsquelle

L-Glutamin 200 mM
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

Roswell Park Memorial Institute Medium
(RPMI-1640) fiir neoplastische Leukozyten

Fetales Kélberserum (FCS)
Salzsdure
Demecolcin
Phosphat gepufferte Salzlosung (PBS)
Trypsin
Natriumcitrat
Staurosporin
Antibiotisch-antimykotische Losung:
10.000 E/ml Penicillin,
10 mg/ml Streptomycin,

25 pg/ml Amphotericin B

Farbung (Mikrokern-Test):

Giemsas Azur-Eosin-Methylenblau-Losung

May-Griinwald-Losung
Puffertabletten nach Weise pH 7,2

Eisessig:
Y4 Essigsdure
% Methanol

PI-Stammlésung Nekrose-Test (FACS):
10 mg Propidiumjodid

25 ml RPMI-Medium ohne FCS, ohne Phenolrot

Sigma-Aldrich Miinchen
Sigma-Aldrich Miinchen

Sigma-Aldrich Miinchen

Sigma-Aldrich Miinchen
Merck Darmstadt
Sigma-Aldrich Miinchen
ICN Biomedicals Ohio
ICN Biomedicals Ohio
Merck Darmstadt
Sigma-Aldrich Miinchen

Sigma-Aldrich Miinchen

Merck Darmstadt
FLUKA Neu-Ulm
Merck Darmstadt

Merck Darmstadt
Merck Darmstadt

Sigma-Aldrich Miinchen

einzelner
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PI-Nuklei-Losung Apoptose-Test (FACS):

100 pl 100% Triton-X-100
99,9 ml Aqua dest.

1,0g Natriumzitrat

5,0 mg Propidiumjodid

FITC-Annexin V Kit
Propidiumjodid Kit
Caspase Assay Kit

Substratgebrauchslosung:
I ml Substratstammldsung

(500 uM DEVD-R110 in DMSO)

9ml Inkubationspuffer

CDD+-Assay Kit
Positivkontrolle:

Sigma-Aldrich Miinchen

BD Biosciences
BD Biosciences

Roche Mannheim

Roche Mannheim

Flasche 3 Lyophilisat in 450 pl Aqua bidest geldst,

10 min griindlich gemischt

Immunoreagenz:
1. Anti-Histon-Biotin-Losung:

Flasche 1 Lyophilisat in 450 pl Aqua bidest geldst,

10 min griindlich gemischt
2. Anti-DNA-sPOD-Losung:

Flasche 2 Lyophilisat in 450 pl Aqua bidest geldst,

10 min griindlich gemischt
3. Inkubationspuffer
(Flasche 4) mit (1) und (2)
im Verhiltnis 18:1:1 gemischt

ABTS-Losung:
Flasche 7, ABTS Substrat-Tabletten

Je 1 Tablette in 5 ml Substrat Puffer (Flasche 6) gelost

Gerite

Hersteller

pH-Messgerit
Mikroskop
Osmolalitat-Messgerét
Casy-1

FACS-Gerit

WTW Multical pH Meter pH 526
Nikon EFD-3

Gonotec Osmomat 030

Schirfe System

BD Facscalibur SNr. E 6363
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Verbrauchsware Hersteller
4-Well-Mikrotiterplatten, unbehandelt Nunc Langenselbold
Objekttrager (sterilisiert im Autoklaven) Carl Roth Karlsruhe
Kulturflaschen Nunc Langenselbold
Schwarze 96-Well-Mikrotiterplatten Sarstedt Niimbrecht

mit transparentem Boden
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3.2 Saugerzellkulturen

Sédmtliche Zellkulturlinien sind Standardzellinien und Basis der in der Arbeit verwendeten
Standardtestsysteme zur Untersuchung der jeweiligen Mechanismen.

Fiir die Apoptose- und Nekrosetestung mittels Durchfluzytometrie wurden JURKAT-Zellen
und U937-Zellen verwendet. JURKAT-Zellen sind immmortalisierte humane T-Lymphozyten
und entsprechen humanen T-Zell-Lymphomzellen. JURKAT-Zellen sind verfligbar seit den
spiaten 1970er Jahren und wurden gewonnen aus dem peripheren Blut eines 14 Jahre alten
Jungen mit T-Zell-Leukdmie [173]. U937-Zellen sind humane Zellen abgeleitet von einem
diffusen histiozytischen Lymphom eines 37 Jahre alten Patienten [174]. Die Zellen zeigen eine
monozytische bzw. Makrophagen-Charakteristik. Aufgrund der Immortalitdit und der
Wachstumseigenschaften eignen sich diese Zellen fiir Apoptose- und Nekroseuntersuchungen.
Als Testobjekte fiir den Mikrokerntest diente die permanente Zelllinie V79 (Lungenfibroblasten
des chinesischen Hamsters, Cricetulus griseus). Die Zellkultur V79 findet seit 1981 Platz bei
Gentoxizitatsuntersuchungen, ist ausreichend validiert und wurde nach Standardprotokollen
entwickelt. In den letzten 20 Jahren wurde die Zelllinie in hunderten von Studien zur
Gentoxizitdt verwendet [149].

Die JURKAT-Zellen und die U937-Zellen wurden in 20 ml Roswell Park Memorial Institute
Medium (RPMI) bei 37,0 °C, 5% CO, und 95% relativer Luftfeuchte unter Zugabe von 10%
fetalem Kélberserum (FCS) und 10 ml 0,584 g/1 L-Glutamin pro Liter Kulturmedium kultiviert.
Die V79-Zellen wurden in 25-cm?-Zellkulturflaschen bei 37,0 °C, 5% CO, und 95% relativer
Luftfeuchte in je Sml Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) unter Zugabe von 10%
fetalem Kilberserum (FCS), 0,584 g/l L-Glutamin, 10 Einheiten/l Penicillin, 10 pg/l
Streptomycin und 25 pg/l Amphotericin B kultiviert.

Fir die permanente Stammhaltung wurden Monolayerkulturen durch Trypsinieren (25%ige
Trypsinlosung) passagiert. Die durchschnittliche Passage der Zelllinien vor dem Einsetzen

derselben betrug 8-10.
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3.3 Testsubstanzen

Als Testsubstanz diente in den zellbiologischen Testsystemen zum einen eine
Konzentrationsreihe 0,1 N Salzsdure im Sinne des Hauptbestandteils der Noxe Magensaft. Die
Salzsdure diente in allen Tests dem Vergleich und zum Einordnen der Toxizitdt des
Séurebestandteils und anderer potentieller Inhaltstoffe des Magensaftes selbst. Um eine subletale
bzw. subkritische Konzentration der Sdure bzw. des Magensaftes im Vorfeld der Testreihen zu
ermitteln, welche sich weitestgehend pH-neutral verhédlt, wurde ein entsprechender Vorversuch
durchgefiihrt.

Desweiteren diente eine Konzentrationsreihe gastroskopisch gewonnener kompletter Patienten-

Magensifte als Testmaterial fiir die zellbiologischen Untersuchungen.

3.3.1 Vorversuch zur Bestimmung der Pufferwirkung des Kulturmediums

Um einen physiologischen Testbereich hinsichtlich der pH-Wert-Anderung nach
Saureapplikation zu ermitteln, wurde die Pufferwirkung des Kulturmediums getestet. Hierdurch
konnte eine subkritische bzw. subletale Sdurekonzentration bzw. —menge fiir die Anwendung in
den nachfolgenden Testsystemen abgeleitet werden.

Unter Zugabe definierter Volumina (100 pl, 200 pl, 250 pl, 500 pl) verdiinnter Salzsdure wurde
mit pH 3 bzw. mit pH 2 die entsprechende Anderung des pH-Wertes sowie der Osmolalitit in
fiinf Milliliter Kulturmedium gemessen. Als Negativkontrolle diente destilliertes Wasser.
Anhand des Ergebnisses wurden die entsprechenden Testvolumina sowie der Test-pH-Wert der

Noxe Salzsiure festgelegt.

3.3.2 Gewinnung der Magensaftproben

Jeweils 5ml des Niichtern-Magensaftes wurden wihrend einer Routine-Gastroskopie im Zentrum
fiir Innere Medizin der Universitdtsklinik der Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg von
fiinf sonst gesunden mindestens sechs Stunden niichternen Patienten entnommen und direkt im
Anschluss bei -20,0 °C eingefroren. Vor Applikation der Proben im entsprechenden Testsystem
wurden diese im Wasserbad bei 37,0 °C aufgetaut und erwérmt. Die EinschluBkriterien fiir die
Patienten war ein Alter zwischen 18 und 65 Jahren ohne Préferenz des Geschlechtes.
Ausschlusskriterien waren:

e regelmédBiger Alkohol-, Drogen- oder Nikotinkonsum

e chronisch entziindliche Erkrankungen und Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes

e Krebserkrankungen oder entsprechende Radio- oder Chemotherapie
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e FEinnahme von entziindungshemmenden Medikamenten oder immunsupressiven
Medikamenten (Kortikoide etc., nicht-steroidale antiinflammatorische Medikamente
[NSAID])

e FEinnahme von Magen-protektiven Medikamenten wie Sduresekretionshemmer, Antazida

e multimorbide Patienten, mit Zuordnung der ASA Risikogruppe groBer als I1 [175]

e erhohtes Blutungsrisiko (z.B. Antikoagulanzientherapie)

o Infektionskrankheiten, wie HIV, Hepatitis B, C , Tuberkulose oder CMV

antibiotische Therapie

Die Forderungen der Deklaration von Helsinki [176] wurden erfiillt.
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3.4  Biologische Testsysteme

Im nachfolgenden werden die unterschiedlichen Testsysteme zur Bestimmung der
unterschiedlichen Aspekte der Apoptose und Nekrose im Sinne der Zytoxizitit sowie das
Testsystem zur Bestimmung der Gentoxizitidt der Magensiure vorgestellt. Eine Ubersicht der

Testsysteme und deren Zielparameter zeigt Abbildung 5.
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Abbildung 5. Ubersicht der Prinzipien der angewendeten Testverfahren. Gentoxizitit als
irreversibler Prozess fiihrt zu Kanzerogenese, abgebildet durch Nachweis von Mikrokernen (A).
Potentiell reversible Mechanismen der Zytotoxizitdt bestehen aus Nekrose und Apoptose.
Testverfahren (Propidiumjodid- und Annexin-Test) nutzen die Permeabilitit der Zell- und
Kernmembranen bei nekrotisierenden Prozessen zum Anférben zytosolischer (Membran-)
Bestandteile oder von DNA zur Diskrimination von nichtpermeablen Membranen apoptotischer
Zellen (B). Testsysteme, basierend auf Prozessen wihrend der Apoptosekaskade (C-G) zu deren
Nachweis, sind: Farbung mit der nichtnukleosomalen DNA mit Propidiumjodid (C) ELISA
mittels Antikdrperbindung an Nukleosomen (D); Fluorenszenzfarbstoffaktivitdtsinderung durch
sinkendes Mitochondrienmembranpotential (E); Annexinfirbung von bei Apoptose auch an der
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Zellmembranauflenseite exprimierten Membranproteinen (F); Fluoreszenzfarbstoffmarkierung
aktivierter Caspasen (G).

3.4.1 Durchflufizytometrische Bestimmung von Apoptose und Nekrose mittels
Propidiumjodid

3.4.1.1 Grundlagen

Die Durchflulzytometrie, oft auch FACS (Fluorescence activated cell sorting) genannt, ist ein
Verfahren sowohl zum Sortieren von Zellen anhand bestimmter Charakteristika als auch zum
Messen von Zellverdnderungen, -zahlen und oder Zelleigenschaften. Das Prinzip beruht auf der
Messung der emittierten optischen Signale seitens der Zelle, wihrend diese einen Laserstrahl
passiert. Die Passage der in Losung befindlichen Zellen geschieht hierbei einzeln, aufgesaugt
durch eine Kapillare. Hierdurch wird entweder Streulicht oder werden Fluoreszenzimpulse bei
entsprechend Fluoreszenzfarbstoff gebundenen Antikorper-Férbungen der Zelle emittiert. Das
Streulicht gibt Auskunft iiber ZellgroBe, Struktur der Zellmembran sowie potentiell auch tiber
intrazelluldre Bestandteile. Als Parameter dienen hierbei zum Einen das Vorwirtsstreulicht
(Forward Scatter - FSC), hervorgerufen durch Lichtbeugung, welches die ZellgroBe
charakterisiert, und zum Anderen das Seitwértsstreulicht (Side Scatter — SSC), hervorgerufen
durch Lichtbrechung als MaB fiir die Granularitdt der Zelle (GroBe und Struktur des Zellkerns)
[177].

Zur Bestimmung der Nekroserate wird der Fluoreszenzfarbstoff Propidiumjodid verwendet,
welcher mit der DNA interkaliert, somit fest an diese bindet und hierbei sein
Absorbtionsmaximum sowie sein Emissionsmaximum verschiebt sowie seine fluoreszierenden
Eigenschaften verzwanzig- bis -dreiligfacht. Der Farbstoff kann durch perforierte
Zellmembranen nekrotischer Zellen, jedoch nicht durch die intakte Zellmembran lebender Zellen
diffundieren (B und C in Abbildung 5) [178]. Die nekrotischen Zellen lassen sich anhand eines
Fluoreszenz-Peaks im FACS erkennen und messen.

Zur Bestimmung der Apoptoserate mittels FACS nutzt man die Moglichkeit den DNA-Gehalt
von gezielt lysierten Zellen mit Propidiumjodid darzustellen (C in Abbildung 5). Hieraus ergibt
sich ein DNA-Gehaltverteilungsprofil, welches den Phasen des Zellzyklus zuzuordnen ist. Zellen
in der G0/G1-Phase weisen einen diploiden Chromosomensatz auf und bilden einen Peak. Zellen
in der G2/M-Phase mit einem doppelten diploiden Satz vor Teilung bilden einen zweiten Peak
mit entsprechend mehr DNA. Die in Synthesephase befindlichen Zellen findet man in einem
kleinen Plateau zwischen den Peaks wieder. Ein Zeichen der Apoptose ist die DNA-

Fragmentierung in oligonukleosomale Einheiten durch spezifische Endonukleasen (C in
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Abbildung 5). Diese Nukleosomen koénnen den Zellkern verlassen und damit geht DNA fiir den
Nachweis verloren. Im Histogramm erscheinen apoptotische lysierte Zellen in einem
sogenannten Sub-G1-Peak, welcher messbar ist. Zellen, welche in der spédten S-Phase
apoptotisch werden fallen hierbei eventuell in den G1-Peak und werden nicht detektiert [179].
Die Lyse der Zellmembranen erfolgte vor Fiarben mit Propidiumjodid mittels Triton-X

(Octoxinol-9). Durch Einsatz eines geeigneten Lysepuffers ist hierbei keine RNAse erforderlich.

3.4.1.2 Ablauf

Vor Testung wurden JURKAT-Zellen mit einer Zellzahl von 5x10° Zellen pro Milliliter RPMI-
Medium nach Messung der Zellzahl mittels des Zellzahlgerites Casy-1 eingestellt. Die Zellen
wurden daraufthin auf eine 24-Well-Platte mit je 1 ml/well beschickt und gefolgt von einem
Sedimentationsprozess fiir eine Stunde. Vor Zugabe der Testlosungen wurde ein dem
Testvolumen entsprechendes Volumen an Medium entnommen. Die Testlosungen wurden
zugesetzt und die Zellen iiber 24 Stunden inkubiert. Als Testlosung fungierten die fiinf
Magensifte und 0,1 N Salzsdure in den Konzentrationen 1:10, 1:20 und 1:40 Als
Negativkontrolle diente Zellkulturmedium. Als Positivkontrollen wurden die Zellen mit
Staurosporin, einem toxischen kompetitiven Inhibitor an der Adenosintriphosphat(ATP)-
Bindungsstelle von Proteinkinasen (aus Streptomyces stauroporeus), im Testansatz in den
Endkonzentrationen von 0,125 und 0,06 uM belastet [180]. Im Anschluss an die Inkubationszeit
wurden die Zellen resuspendiert und in FACS-Rohrchen {ibertragen. Nach zweimaligem
Waschen mit PBS fand eine erneute Resuspension in RPMI-Medium ohne Phenolrot sowie ohne
FCS statt. Die so entstandene Zellsuspension wurde auf zwei FACS-Roéhrchen zu je 500 pl
verteilt jeweils fiir Nekrose- und Apoptosemessung. Die Messendpunkte beider Tests waren
entweder 80 Sekunden Messdauer oder 10.000 gezéhlte Zellen. Eine Doppelbestimmung des

Tests wurden zur Verifikation der Ergebnisse durchgefiihrt.

3.4.1.3 Bestimmung der Nekroserate

Zu jedem der ,Nekrose’-Rohrchen mit 500 pl Zellsuspension wurden 10 pl isotonischer PI-
Stammldsung gegeben und vor Messung am FACS-Gerdt zum Einwirken 15 min in Dunkelheit
gelassen. Mittels des Gerédtes wurde der prozentuale Anteil Pl-positiver Zellen gemessen. Fiir
jede Zelllinie muss bei erstmaliger Anwendung entsprechend ihrer ZellgéBe und Granularitét
eine optimale Einstellung der Verstirker des Flowzytometers erfolgen und als ,,Instrument
setting® fiir diese Zelllinie gespeichert werden. Daher erfolgte die Messung am FACS-Gerit mit
der optimalen Einstellung fiir JURKAT-Zellen. Die aus der Doppelbestimmung resultierenden
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Raten wurden gemittelt. Die Nekroseraten der Magensaft- und Salzsdurekonzentrationen wurden

im Anschluss mit der der Negativkontrolle verglichen.

3.4.1.4 Bestimmung der Apoptoserate

Die ,Apoptose’-Rohrchen wurden bei 1200rpm und Zimmertemperatur abzentrifugiert und in
jeweils 500 pl PI-Nuklei-Losung resuspendiert. Vor Messung im FACS-Gerit fand eine 60
miniitige Inkubation in Dunkelheit bei 4°C statt. In der Auswertung wurden alle Zellen, welche
einen geringeren als einen diploiden DNA-Gehalt (Sub-Gl1-Peak) hatten als apoptotisch
gewertet. Von der gemessenen Rate der apoptotischen Zellen wurde vor statistischer Auswertung
die gemessene Rate nekrotischer Zellen abgezogen. Die aus der Doppelbestimmung
resultierenden Raten wurden gemittelt. Die Apoptoseraten der Magensaft- und

Salzsdurekonzentrationen wurden im Anschluss mit der der Negativkontrolle verglichen.

3.4.2 Bestimmung der Apoptoserate mittels (Mitochondrien-)Membranpotential-Test

3.4.2.1 Grundlagen

Das mitochondrale Membranpotential ist bei nichtapoptotischen Zellen relativ konstant bei etwa
-170 bis -220 mV. Wihrend der Apoptose kommt es zunehmend zu einem Absinken des
mitochondralen Membranpotentials (E in Abbildung 5) [181]. Der Test basiert auf einem
Fluoreszenzfarbstoff (JC-1) der seit 1937 bekannt ist [182]. JC-1 aggregiert bei normalem
Potential in den Mitochondrien und liegt potentialabhéngig bei Abfallen des Potentials
zunehmend in Form von Monomeren vor und gelangt ins Zytoplasma. Hierbei wird das
Fluoreszensfarbspektrum von rot (Farbstoffaggregate) nach griin (Farbstoffmonomere)
verschoben, was wiederum fluorometrisch messbar ist (E in Abbildung 5). Mittels

Propidiumjodid konnen auch hierbei lebende von toten Zellen unterschieden werden (B in

Abbildung 5) [183].

3.4.2.2 Ablauf

Fiir diesen Test wurden die U937-Zellen in einer Konzentration von 0,5x10° Zellen/ml eingesetzt
(Verdiinnung nach Messung mittels Casy-1). Hiervon wurden jeweils 2ml in eine 24-Well-Platte
eingesit, welche tliber 24 und tliber 48 Stunden mit den Magensaftproben der Endkonzentration
der Konzentration 1:10 belastet wurden. Als Negativkontrolle diente Zellkulturmedium. Nach
Inkubation und kurzem Abzentrifugieren erfolgte das Aufnehmen der Zellen in PBS mit einer
Konzentration der Zellen von 1x10° /ml. Im Anschluss wurden 40 pl 3 uM DiOCg¢-Losung auf
Iml Suspensat zugegeben und fiir 15 Minuten bei 37,0 °C inkubiert. Pro Milliliter erfolgte nun
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die Zugabe von 40 pl PI-Lésung und die 10 miniitige Inkubation im Dunkeln. Direkt nach
Inkubation wurden die Losungen im FACS gemessen (FACS-,Instrument setting®: optimale
Einstellung fiir U937-Zellen). Die Messendpunkte waren entweder 80 Sekunden Messdauer oder
10.000 gezéhlte Zellen.
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Abbildung 5. Darstellung der Auswertungsmaske nach FACS-Messung im Foreward-Scatter-
Diagramm (beispielhaft Magensaftprobe 3, 48h Belastung) zur Diskriminierung zwischen vitalen
(DiOC positiv), apoptotischen und nekrotischen Zellen (Propidiumjodid (PI) positiv).

3.4.2.3 Auswertung

Mittels Maske im Forward-Scatter Diagramm (sieche Abbildung 5, Software ,,Cell Quest 3.3*
[FACScan; Becton Dickinson, San Jose, CA, USA]) wurde die Gruppe Propidiumjodid-positiver
Zellen von den DiOCg-positiven Zellen und von den avitalen farbstoffnegativen Zellen
differenziert und gemessen. Hieraus resultiert der prozentuale Anteil vitaler, apoptotischer und
nekrotischer Zellen. Die Nekrose- und Apoptoseraten der Magensifte ebenso wie die Zahl vitaler
Zellen wurden mit denen der Negativkontrolle sowie interindividuell verglichen. Zudem wurde

der Effekt der Belastungszeit auf die Faktoren Nekrose, Apoptose und Vitalitdt untersucht.
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3.4.3 Bestimmung von Apoptose und Nekrose mittels Annexin-FITC
(Fluoresceinisothiocyanat) und Propidiumjodidmarkierung

3.4.3.1 Grundlagen

Dieser Test basiert auf der Beobachtung, dass wihrend der Apoptose bestimmte Phospholipide,
die normalerweise nur auf der Innenseite der asymetrisch organisierten Zytomembran lokalisiert
sind, zunechmend auch der AuBlenseite derselben zu finden sind [184]. Das Protein und
Antikoagulanz Annexin V bindet spezifisch an Phosphatidylserin, welches zu dieser Gruppe der
Phospholopide zéhlt. Fluorescein-konjugiertes Annexin V wird fiir Fluoreszenz basierte
Analyseverfahren (FACS etc.) zur Apoptosebestimmung verwendet (F in Abbildung 5). Problem
des Verfahrens ist, dass auch nekrotische Zellen aufgrund der Zytolyse durch Annexin V
angefarbt werden. Daher muss eine Parallelfarbung mit Propidiumjodid durchgefiihrt werden,
welches aufgrund der Membranimpermeabilitidt nur die DNA nekrotischer Zellen markiert (B

und C in Abbildung 5) [185].

3.4.3.2 Ablauf

Dieser Test erfolgte ebenfalls mit Doppelbestimmung. Fiir den Test wurden die JURKAT-Zellen
mit einer Zellzahl von 1x10° Zellen/ml eingesetzt (Bestimmung mittels Casy-1). 24-Well-Platten
wurden mit jeweils 1 ml Zellsuspension pro Well beschickt und im Anschluss mit der
Salzsdurekonzentrationsreihe (0,1 N Salzsdure mit den Endkonzentrationen 1:10, 1:20, 1:40)
bzw. den Magensaftkonzentrationen (Endkonzentrationen 1:10, 1:20 und 1:40) belastet und zwei
Stunden bei Standardkulturbedingungen inkubiert. Als Positivkontrolle diente wiederum
Staurosporin in vier verschiedenen Konzentrationen (Positivkontrolle 1: 6 umol/l,
Positivkontrolle 2: 4 pmol/l, Positivkontrolle 3: 2 umol/l und Positivkontrolle 4: 1 pmol/l), als
Negativkontrolle Zellkulturmedium. Nach der Inkubation wurden die Ansdtze in FACS-
Rohrchen transferiert, zentrifugiert (800 Umdrehungen pro Minute, fiinf Minuten), zweimal mit
PBS gewaschen und in je 1 ml ,1x Binding Buffer’ (zehnfach verdiinnt aus dem Kit)
aufgenommen. Aus diesen Rohrchen wurden jeweils 100 pl entnommen und auf zwei neue
FACS-Rohrchen tibertragen. Je ein Rohrchen der Positivkontrollen diente der Propidiumjodid-
Kompensation (Zugabe von 5 ul PI) und eines der Annexin V-Kompensation (Zugabe von 5 pl
Annexin V). Eine Negativkontrolle wurde ohne PI- oder Annexin V-Fiarbung getestet. Zu den
Testansédtzen zum Apoptose-Test wurden 5 pl PI und 5 pl Annexin V zugegeben. Die Réhrchen
wurden sanft geschiittelt und 15 min in Dunkelheit und bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der
Inkubation erfolgte die Zugabe von jeweils 400 pul ,1x Binding Buffer’ sowie daran anschlie3end

die Messung am FACS (FACS-, Instrument setting*: optimale Einstellung fiir JURKAT-Zellen).
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Da dieser Test mit zwei Fluoreszensfarbstoffen arbeitet ist eine ,,Compensation erforderlich.
Diese dient dazu, Uberlagerungen der beiden Farbstoffe durch geeignete Geriteinstellung
auszuschlieBen. Sie erfolgt mit Zellen, die nur mit einem der Farbstoffe markiert wurden und
diese werden in getrennten Quadranten des Auswertedokumentes, das mit der Software
,Cellquest* des Flowzytometers angelegt wurde dargestellt. Die Messendpunkte waren entweder

80 Sekunden Messdauer oder 10.000 gezihlte Zellen.

3.4.3.3 Auswertung
Mit der Software ,,Cell Quest 3.3 (FACScan; Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) ldsst sich

eine Quadrantenstatistik erstellen die es ermdglicht, die prozentualen Anteile unmarkierter und
damit vitaler Zellen, FITC-Annexin V markierter und damit apoptotischer Zellen und
Propidiumjodid und FITC-Annexin V markierter und damit nekrotischer Zellen direkt abzulesen.
Die aus der doppelten Testansatzbestimmung resultierenden Raten wurden gemittelt. Die
Nekrose- und Apoptoseraten der Magensaftkonzentrationsreihe und der
Salzsdurekonzentrationsreihe wurden im Anschluss mit denen der Negativkontrolle verglichen,
um eventuelle Verdachtsmomente hinsichtlich des entsprechenden Schédigungspotentials

aufzudecken.

3.4.4 Bestimmung von Apoptose durch den Nachweis von Mono- und Oligonukleosomen
(Cell Death Detection ELISA "™ [CDD])

3.4.4.1 Grundlagen

Als ein weiterer Test zum Nachweis apoptotischer Wirkungen wurde ein ELISA, der ,,Cell
Death Detection ELISA Plus (CDD" ELISA)“ als Testkit der Firma Roche eingesetzt. Dieser
Assay arbeitet mit Antikdrpern zum Nachweis der flir den apoptotischen Zelltod
charakteristischen Fragmente der genomischen DNA, die im Gegensatz zum nekrotischen
Zelltod vor einer Desintegration der Zellmembran gebildet werden. Diese Fragmente entstehen
durch die systematische enzymatische Spaltung der DNA und werden als Nukleosomen
bezeichnet. Nukleosomen sind DNA-Histon-Komplexe, die der angewendete ELISA durch den
Einsatz von zwei monoklonalen Antikdrpern, gegen DNA und Histone, nachweist. Dabei ist
Anti-Histon an Biotin und Anti-DNA an Peroxydase gekoppelt (D in Abbildung 5). Durch
Einsatz eines Peroxydasesubstrates erfolgt die Bildung eines farbigen Reaktionsproduktes in
Abhingigkeit von der Nukleosomenkonzentration. Das resultierende farbige Reaktionsprodukt
wird photometrisch gemessen. Dieser ELISA ist ein qualitativer Nachweis und es wird ein Index

aus den Extinktionen substanzbelasteter und unbelasteter oder mit dem Losungsmittel belasteter
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Zellen gebildet. Wenn dieser Index ein Vielfaches dessen der unbelasteten Zellen ist, zeigt er an,
dass die Substanz apoptotisch wirksam ist. Zum Vergleich wird stets eine Kit-interne

Positivkontrolle mitgefiihrt [186].

3.4.4.2 Ablauf

Fiir den CDD+-Test wurden U937-Zellen bei einer Zellzahl von 0,5x10° Zellen/ml eingesetzt
(Verdiinnung nach Messung mittels Casy-1). Fiir den ELISA wurden 100 pl Zellsuspension und
100 pl Medium (Negativkontrolle) bzw. Probenverdiinnung (Magensédure bzw. 0,1 N Salzsiure
mit den jeweiligen Endkonzentrationen 1:10, 1:20 und 1:40 sowie 0,1 N Salzsdure mit einer
Endkonzentration von 1:5) pro well eingesetzt. Auch in diesem Test erfolgten
Doppelbestimmungen. Die Platte wurde drei Stunden bei 37,0 °C und 5% Kohlendioxid
inkubiert und nach Inkubation 10 min bei 200 x g zentrifugiert. Die Uberstinde wurden
abgenommen und verworfen. Das Zellpellet wurde mit 200 pl Lysispuffer pro Well aus dem
Testkit resuspendiert und die Zellen 30 min bei 37,0 °C lysiert. Nach Lyse erfolgte nochmalige
Zentrifugation der Mikrotiterplatte bei 250 x g. Die im Testkit enthaltenen Streptavidin-
gecoateten Streifen der Mikrotiterplatte wurden in den Rahmen eingesetzt und anschlieBend 20
ul der Uberstinde der Zelllysate aus der Rundbodenmikrotiterplatte in die gecoateten Wells
iibertragen. Als Positivkontrolle diente die im Testkit dafiir vorgesehene Ldsung, pipettiert in
zwel Wells. Zusitzlich fungierten 20 pl des Inkubationspuffers der Backgroundbestimmung in
zwei gecoateten Wells. Nach Zugabe von je 80 pl Immunoreagenz (frisch angesetzt vor Einsatz)
und Abkleben der Mikrotiterplatten wurden diese zwei Stunden bei Raumtemperatur unter
vorsichtigem Schiitteln inkubiert. Die Platten wurden ausgeklopft, zweimal mit 250-300 pl
Inkubationspuffer gespiilt sowie nochmals griindlich ausgeklopft. Im néchsten Schritt erfolgte
das Einpipettieren von je 100 ul ATBS-Losung in jedes Well und die Inkubation unter Schiitteln
bei Raumtemperatur fiir 10 bis 20 min. Die Messung mittels ELISA Readers wurde bei 405 nm
gegen ATBS-Losung als Blank (Background) gemessen. Als Referenzwellenldnge fungierten
490 nm.

3.4.4.3 Auswertung

Von den pro Ansatz gemessenen drei Negativkontrollen wurde der Mittelwert der optischen
Dichte im jeweiligen Ansatz dem Apoptoseindex ,1° gleichgesetzt. Der Apoptoseindex der
jeweiligen Testsubstanz ergab sich durch in Relation setzen der optischen Dichte der
Testsubstanz/Positivkontrolle zu der des Mittelwertes der Negativkontrollen. Die resultierenden

Indices der Doppelbestimmung wurden gemittelt. Die Apoptoseindices sowie die mittleren
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optischen Dichten der Testsubstanzkonzentrationen wurden im Anschluss mit den Werten der

Negativkontrolle verglichen.

3.4.5 Bestimmung von Apoptose durch fluorimetrische Messung der apoptoseinduzierten
Caspaseaktivititen

3.4.5.1 Grundlagen

Der Caspase-Test beruht auf dem Nachweis der Aktivititen spezifischer Proteasen, die als
Caspasen bezeichnet werden. Caspasen (Cystein-Aspartat-Proteasen) sind Schliisselenzyme der
Apoptose. Thr Substrat besteht aus verschiedenen Proteinen wie Lamin (Protein der
Kernmembran), DNAse-Inhibitoren (ICAD — Inhibitor of Caspase Activated DNAse), DNA-
Proteinkinasen, welche wie DNA-Reparatur aktivieren, sowie diverse zytosolische Enzyme. Die
Aktivierung der Caspasen, von denen verschiedene Unterenzyme existieren, stellen eine
Einbahnstralle in Richtung Apoptose dar [187]. Durch Kopplung von Fluoreszenzfarbstoffen an
Substrate mit einer Caspase-spezifischen Bindungsstelle, konnen die Farbstoffe bei
Caspaseaktivitit aktiviert sowie dariiber indirekt {iber Caspaseaktivitit auch die Apoptoserate
bestimmt werden [188]. Die zweite Moglichkeit der Apoptosebestimmung besteht {iber Bindung
von Fluorescein gekoppelten Caspase-Inhibitoren an das aktive Zentrum der Caspasen in-situ.
Die so markierten Zellen konnen wiederum mittels Fluorometrie, FACS oder

Fluoreszenzmikroskopie analysiert werden (G in Abbildung 5) [189].

3.4.5.2 Ablauf

Die Untersuchungen mit dem fluorimetrischen ,,Homogeneous Caspases Assay“ von Roche
wurden jeweils mit Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Verwendet wurden schwarze 96-Well-
Mikrotiterplatten mit transparentem Boden. Als Negativkontrolle diente 100 ul RPMI-Medium
als Positivkontrolle die 1:10 verdiinnte Gebrauchslosung aus dem Set sowie filir die Eichkurve
R110 in den Konzentrationen 2 uM, 1 uM, 0,5 uM, 0,25 uM, 0,125 uM und 0,0625 uM in
RPMI-Medium. 50 pl der Probenkonzentrationen (Magensdure bzw. 0,1 N Salzsdure mit den
jeweiligen Endkonzentrationen 1:10, 1:20 und 1:40 sowie 0,1 N Salzsdure mit einer
Endkonzentration von 1:5) wurden pro Well einpipettiert sowie jeweils 50 pl der U937-
Zellsuspension (8x10° Zellen/ml, verdiinnt nach Zellzahlbestimmung mittels Casy-1) zugegeben
und anschlieBend fiir drei Stunden zur Apoptoseinduktion bei 37,0 °C und 5% Kohlendioxid
inkubiert. Nun wurden Negativ- und Positivkontrolle sowie die Eichkurve einpipettiert. Im
nichsten Schritt wurden in jedes Well 100 pl Substratgebrauchslosung (Caspasesubstrat)
gegeben und sofort danach die Eichkurve im Fluoreszenzreader gemessen (Exzitation: 499 nm;

Emission: 521 nm). Daran anschlieBend wurde die Platte nochmals bei 37,0 °C und 5%
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Kohlendioxid bei 1,5 Stunden inkubiert. Dann erfolgte die Messung der Proben bestiickten und

der Negativ- und Positivkontrollen-Wells bei oben genannten Parametern im Fluoreszenzreader.

3.4.5.3 Auswertung

Anhand der gemessenen Fluoreszenz der Eichkurvenverdiinnung wurde fiir jeden
Versuchsansatz die entsprechende Eichkurvengerade bestimmt. Anhand der Eichkurvengerade
wurden die entsprechenden Messwerte der Fluoreszenzmessung in nmol/l Rhodamin
umgerechnet. Die Rhodaminkonzentration der Negativkontrolle des jeweiligen Messansatzes
wurde einem Apoptoseindex von ,1° gleichgesetzt. Durch ins Verhiltnis setzen der
Rhodaminkonzentration der Negativkontrolle mit denen der Positivkontrolle und der
Testsubstanzen wurde deren Apoptoseindex ermittelt. Die Apoptoseindices ebenso wie die
gemessenen Rhodaminkonzentrationen der Magensdure- und Salzsdurekonzentrationsreihe

wurden im Anschluss mit den Werten der Negativkontrolle verglichen.

3.4.6 Bestimmung der Gentoxizitit (Mikrokern-Test)

3.4.6.1 Grundlagen

Als Mikrokerne (MK) wird von einer Kernmembran umgebenes Chromatin im Zytoplasma
bezeichnet, welches sich vom Hauptkern abgesondert hat. Im lichtmikroskopischen Bild
erscheinen sie als Strukturen, die kleiner als der Hauptkern sind (maximal ein Drittel des
Hauptkerndurchmessers). Die Farbintensitit entspricht der des Hauptkerns. Ein nach
Mutagenbelastung folgender Verlust von Chromatin aus dem Hauptkern fiihrt zur Entstehung
von Mikrokernen (A in Abbildung 5) [190]. Dieses Chromatin besteht entweder aus ganzen
Chromosomen, welche durch Verzogerung der Anaphase nicht in die Tochterzelle integriert
worden sind, oder aus Chromosomenfragmenten nach einem Bruchereignis. Aus ganzen
Chromosomen bestehende Mikrokerne (Zentromer-positiv, groBere MK) deuten auf einen
aneuploidogenen  gentoxischen  Effekt hin. Bei  Mikrokernen, die  dagegen
Chromosomenfragmente enthalten (zentromer-negativ, kleinere MK), liegt ein klastogener
gentoxischer Effekt zugrunde [191]. Folge dessen werden Mikrokerne als Indikator fiir eine
Genomschéddigung verwendet. Sie stellen ein quantitatives Mal3 fiir chromosomale Schiden dar,
da strukturelle Chromosomenabberationen wie Inversion oder Translokation zu keiner
Fragmentierung des Chromatins fiihren.

Der MK-Test wird seit 1937 als Indikator fiir gentoxische Exposition eingesetzt [192]. In den
50er Jahren haben Evans et al. bei Strahlen-exponierten Pflanzenzellen eine erhohte Anzahl an

Mikrokernen festgestellt [193]. Heddle und Mitarbeiter fithrten Ende der 70er Jahre In-vivo-
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Versuche an Knochenmarkzellen von Kleinsdugern durch [194]. Klinische Studien beweisen
eine Reproduzierbarkeit der Methode anhand verschiedener zytologischer Préparate, wie z.B. der
Schleimhaut des oberen Aerodigestivtraktes, des Intestinaltraktes, der Lunge sowie der Lympho-

und Erythrozyten [195].

3.4.6.2 Ablauf

Nach Abtrypsinieren in logarithmischer =~ Wachstumsphase sowie Zellzahl- und
Vitalititsbestimmung mittels Casy-1 wurden die V79-Zellen in einer Zellzahl von 50000 Zellen
in 5 ml Kulturmedium (fiir V79-Zellen) aufgenommen, auf die sich in 4-Well-Dish-Platten
befindenden Objekttrager iiberfilhrt sowie vier Stunden unter Standardkulturbedingungen
inkubiert. Im Anschluss wurde das Kulturmedium entfernt und jeweils das Kulturmedium-
Salzsdure-Gemisch (1 ml der 0,1 N Salzsdure, 4 ml Kulturmedium fiir V79-Zellen) bzw. das
Kulturmedium-Magensaftprobengemisch (0,1 ml der Magensaftproben der Patienten und 4,9 ml
Zellkulturmedium fiir V79-Zellen) hinzugegeben. Als Negativkontrolle fungierte Kulturmedium
(fiir V79-Zellen) und als Positivkontrolle ein Kulturmedium-Demecolcin-Gemisch (4 ml
Kulturmedium fiir V79-Zellen, 1 ml Demecolcin). Die Proben wurden 24 Stunden inkubiert. Um
den Effekt der Belastungszeit zu untersuchen, wurde im Falle der Salzsdureansitze ein Teil der
Zellen alle 24 Stunden vereinzelt, auf neue Objekttriger umgesetzt und erneut mit Salzsdure-
Kulturmedium-Gemisch inkubiert, sodass tiglich bis nach dem achten Umsetzen Zellen fiir den
MK-Test der Praparation zugefiihrt werden konnten. Im Falle der Magenséfte war dies aufgrund
der geringen zur Verfiigung stehenden Menge der Magensifte nicht moglich. Vor der
Priparation wurden die Zellen auf Wachstum und Morphologie untersucht. Anschliefend
werden die Objekttrdger 10 min mit Hypotonielosung (e Probe 5 ml 1,5%ige
Natriumzitratlosung) bei 37,0 °C behandelt. Dann erfolgte die Fixation der Zellen mittels
Methanol-Eisessig-Gemisch (Mischverhéltnis Methanol:Eisessig = 3:1; je Probe 5 ml Gemisch)
fiir 2x10 Minuten bei 4,0 °C. Nach Lufttrocknung erfolgte die Farbung der Proben mit Giemsa-
und May-Griinwald-Losung. Hierzu wurden die Objekttriger fiir 3 min im Farbebad mit May-
Griinwaldlosung und 20 min mit Giemsa Ldsung behandelt. Zwischen den Férbevorgdngen

wurden die Proben mit Weise-Puffer gespiilt (Abbildung 7)
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Abbildung 7. Schematische Darstellung des Mikrokerntests. N — Negativkontrolle, P —
Positivkontrolle, M — Magensaftprobe, S — Sdureprobe. *Vor Applikation der Hypotonielsung -
Vereinzeln der Zellen, Umsetzen und Reinkubation gefolgt von erneuter 24 Stunden-Belastung.
Nach jedem Zyklus Fortsetzen des Tests mit einer Probe bis zur Auswertung.

3.4.6.3 Auswertung

Je Sidurekonzentration und Inkubationszeit wurden 1.000 Zellen mittels 10x40 Objektiv
(400fache VergroBerung) im Lichtmikroskop analysiert [196]. Als Mikrokern wurde ein klar
abgrenzbares Partikel im Zytoplasma mit einer GroBe von weniger als einem Drittel des
Hauptzellkerns definiert. Mikrokerne, welche sich mit dem Hauptzellkern iiberlappten wurden
nicht einbezogen. Jeder Mikrokern wurde einzeln fokussiert, um Verwechslungen mit Schmutz-
bzw. Farbpartikeln, welche Reflektionen aufweisen, auszuschlieBen. In Mitose befindliche
Zellen wurden nicht gezdhlt. Die Farbung des Mikrokerns durfte hochstens so stark wie der
Hauptkern sein. Registriert wurden sowohl Zahl der Zellen mit Mikrokernen als auch die

jeweilige Zahl der Mikrokerne pro Zelle (Tabelle 4) [197].
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Tabelle 4.  Zusammenfassung der Auswertekriterien fiir den Mikrokerntest mit Mikroskop
(400fache VergroBerung mittels 10x40 Objektiv, 1.000 Zellen).

Methodik

Fokussieren jeder einzelnen Zelle
Zahl der Zellen mit Mikrokern

Mikrokerne pro Zelle mit Mikrokern

Einschlusskriterien

klar abgrenzbarer Partikel im Zytoplasma
kleiner 1/3 des Hauptkern

Stirke der Farbung maximal die des Hauptkerns

Ausschlusskriterien

Uberlappen mit dem Hauptkern
Reflektionen (typisch fiir Verschmutzung/Farbpartikel)

Mitotische Zellen
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3.5  Statistische Auswertung

Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels des Statistik-Software-Paketes SPSS Version
14.01 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA). Die statistische Aufarbeitung der Ergebnisse wurde nach
entsprechender Beratung mit und unter Anleitung durch eine Mitarbeiterin des Institutes fiir
medizinische Statistik der Charité Berlin durchgefiihrt.

Zur Testung der Einzelhypothesen erfolgte die statistische Untersuchung zweiseitig mittels
univariatem allgemeinem linearen Modell. Die Auswertung des Mikrokerntests erfolgte im
Einzelvergleich der Proben mittels Fisher’s Exact-Test. Die Vergleiche der optischen Dichten
bei CDD'- und Rhodaminkonzentrationen beim Caspase-Assay erfolgten mittels zweiseitigem t-
Test nach Priifung auf Normalverteilung mittels Kolmogorov-Smirnov-Test. Bei Vergleichen
von mehr als zwei Stichproben wurde mittels des posthoc Tests nach Bonferroni korrigiert. Alle

Tests wurden auf einem Signifikanzniveau von p<0,05 durchgefiihrt.
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4. Ergebnisse

4.1 Testergebnisse des Vorversuchs

Zu prifen war, welche Volumenzugabe von Sdure zu Kulturmedium eine deutliche pH-
Verschiebung bzw. Anderung der Osmolaliit des Kulturmediums verursacht, was den
Versuchsablauf, ebenso wie die Wachstumsbedingungen der Zellen negativ beeinflusst hétte.
Dartiberhinaus war nicht die Erfassung pH-Wert abhidngiger Verdnderungen, sondern die
Erfassung direkter konzentrationsabhédngiger zyto- oder gentoxischer Effekte der Inhaltstoffe

Ziel der Arbeit.

Tabellen 5a-c. Ergebnisse des Vorversuchs zur Pufferwirkung des Zellkulturmediums

Testsubstanz: destilliertes Wasser (Kontrolle)

Sml Kulturmedium plus | pH-Wert Osmolalitit [Osmol/kg]
Testvolumen

100ul 7,89 0,315

200pl 7,88 0,310

250ul 7,88 0,290

500p1 7,88 0,288

Testsubstanz: verdiinnte Salzsiure (pH-Wert 2)

Sml Kulturmedium plus | pH-Wert Osmolalitit [Osmol/kg]
Testvolumen

100ul 7,83 0,307

200ul 7,79 0,303

250pl 7,75 0,298

500p1 7,65 0,286

Testsubstanz: verdiinnte Salzsiure (pH-Wert 3)

Sml Kulturmedium plus | pH-Wert Osmolalitit [Osmol/kg]
Testvolumen

100ul 7,88 0,308

200ul 7,88 0,292

250ul 7,88 0,295

500pl1 7,87 0,283
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Ziel der Voruntersuchung war somit eine subletale bzw. subkritische Sdurekonzentration im
Zellkulturmedium zu ermitteln. Die Testergebnisse zeigten, dass es zu keiner wesentlichen
Anderung von pH-Wert und Osmolalitit nach Zugabe der entsprechenden Volumina Siure in

dem geplanten Testvolumen kam (siehe Tabellen 5a-c).
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4.2  Ergebnisse der Zytotoxizititstestung-Testung

Im nachfolgenden werden die Ergebnisse der Tests auf Zytotoxizitdt dargestellt. Je nach
Testsystem resultieren hierbei Apoptoseraten oder -indices, zum Teil im Vergleich zu
Nekroseraten. Unterschiedliche, moglicherweise Konzentrations- oder Expositionszeit-
abhingige Teile der Apoptosekaskade werden hierbei beleuchtet (siche Abbildung 5).
Standardabweichungen der Magenséfte resultieren aus der Testung aller flinf Magensaftproben
(jeweils Doppelbestimmung pro Probe und Test). Die Darstellung der Salzsduretestergebnisse

zum Verglech erfolgt als Mittelwert der Testdurchldufe (jeweils Doppelbestimmung pro Test).

4.2.1 Testergebnisse der durchflusszytometrischen Bestimmung der Zytotoxizitit mittels
Propidiumjodid

Priifgegenstand dieses Tests war der Nachweis von Zytotoxizitdit und im Speziellen die

differentielle Betrachtung von Apoptose- und Nekroseraten nach Belastung mit einer

Salzsdurekonzentrationsreihe sowie einer Magensaftkonzentrationsreihe.
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Abbildung 8a. Darstellung des prozentualen Anteils apoptotischer Zellen mittels
Propidiumjodid (FACS-Messung, logarithmische Skala) nach Belastung mit den
Konzentrationsreihen der Magenséfte sowie der 0,1 N Salzsdure im Vergleich untereinander
sowie zur Negativkontrolle (schwarze Linie). Darstellung der Positivkontrolle 0,06 puM
Staurosporin (rote Linie). Nicht dargestellt ist Positivkontrolle 0,125 uM Staurosporin (22%
apoptotische Zellen).
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Der Test fungierte zur Einschédtzung eines langerfristigen Belastungszeitraums und weist DNA-
Verluste durch Nukleosomenbildung und deren Verlust ins Zytoplasma als Bestandteil der
Apoptosekaskade nach (siehe C in Abbildung 5).

Als erste Arbeitshypothese fiir diesen Test diente der Ansatz, dass Magensaft im Vergleich zur
Negativkontrolle nach der Inkubationszeit von 24 Stunden in der Lage ist, in JURKAT-Zellen
Nekrose oder Apoptose zu induzieren. Getestet wurden hierbei die jeweiligen Konzentrationen
der Magensifte gegen die Negativkontrolle.

Die Exposition gegeniiber der Magensaftkonzentration 1:10 resultierte in einer im Mittel
erhohten Apoptoserate und die Exposition gegeniiber der Magensaftkonzentration 1:40
resutlierte in einer im Mittel erhohten Nekroserate im Vergleich zur Negativkontrolle

(Abbildungen 8a, b).
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Abbildung 8b. Darstellung des prozentualen Anteils nekrotischer Zellen mittels Propidiumjodid
(FACS-Messung, logarithmische Skala) nach Belastung mit den Konzentrationsreihen der
Magensifte sowie der 0,1 N Salzsdure im Vergleich untereinander sowie zur Negativkontrolle
(schwarze Linie). Darstellung der Positivkontrolle 0,06 pM Staurosporin (rote Linie). Nicht
dargestellt ist Positivkontrolle 0,125 uM Staurosporin (19% nekrotische Zellen).

Die statistische Auswertung zeigte keinen signifikanten Unterschied der Apoptose- und
Nekroseraten im Vergleich zur Negativkontrolle.
Bei Untersuchung der Nekroserate zeigte sich eine relativ starke interindividuelle Schwankung

der Nekroseraten. So erreicht die Exposition einzelner Magenséfte das Niveau der
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Positivkontrolle, sodass ein Verdachtsmoment der Fahigkeit zur Nekroseinduktion zu duflern ist

(Tabellen 6a, b).

Tabelle 6a: Konzentrationsabhiingige Apoptoserate in Prozent (Mittelwert
+Standardabweichung) der Magensaftproben mittels Propidiumjodid und FACS. P-
Werte sind im Vergleich der fiinf Magenséfte zur Negativkontrolle dargestellt. Werte der
Positivkontrollen: Positiv 1 (0,125 uM Staurosporin): 22,00%; Positiv 2 (0,06 uM
Staurosporin): 8,00%.

Probenkonzentration | Prozent p-Wert

apoptotischer Zellen (Magensifte)

gesamt (1 |2 |3 |4 |5
1:10 4,20+0,57 | 4,5 4,0 | 3,5]5,0(4,0| 0,765
1:20 3,30+0,27 | 3,5 13,0 3,0 ({3,5|3,5| 0,080
1:40 3,70+0,27 | 3,5 14,0 | 3,5(3,5|4,0| 0,374
Negativkotrolle 4,0

Tabelle 6b: Konzentrationsabhiingige Nekroserate in Prozent (Mittelwert
+Standardabweichung) der Magensaftproben mittels Propidiumjodid und FACS. P-
Werte sind im Vergleich der fiinf Magenséfte zur Negativkontrolle dargestellt. Werte der
Positivkontrollen: Positiv 1 (0,125 uM Staurosporin): 19,00%; Positiv 2 (0,06 uM
Staurosporin): 9,00%.

Probenkonzentration | Prozent p-Wert

Nekrotischer Zellen (Magensifte)

gesamt 1|23 | 4|5
1:10 7,50+0,61 | 7,5 | 7,5 (7,085 |7,0| 1,000
1:20 7,20+0,57 | 7,0 | 7,5 [ 8,0 | 6,5| 7,0 | 0,656
1:40 8,20+1,04 | 9.0 (95|80 |7,0|7,5]| 0,571
Negativkontrolle 7,5

Die interindividuellen Unterschiede der einzelnen Magensaftproben waren jedoch nicht
signifikant hinsichtlich der Apoptose- (p=0,670) und Nekroserate (p=0,611). Die
Arbeitshypothese, dass die Konzentration des Magensaftes einen FEinfluss auf die Rate

apoptotischer bzw. nekrotischer Zellen hat sollte ebenfalls gepriift werden. Die Analyse sowohl
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hinsichtlich Apoptoserate (p=0,353) als auch Nekroserate (p=0,146) ergab keinen signifikanten
Effekt der Konzentration auf das entsprechende Testergebnis. Die entsprechenden

Messergebnisse sind in den Tabellen 6a, b sowie in den Abbildungen 8a und b dargestellt.

Tabelle 6c¢: Konzentrationsabhingige Apoptoserate der 0,1 N
Salzsiurekonzentrationsreihe in Prozent im Vergleich zur Negativkontrolle mittels
Propidiumjodid und FACS. Darstellung der p-Werte im Kreuzvergleich. Werte der
Positivkontrollen: Positiv 1 (0,125 uM Staurosporin): 22,00%; Positiv 2 (0,06 uM
Staurosporin): 8,00%.

Salzsidurekonzentration | Prozent p-Wert
apoptotischer
Zellen
1:10 3,5 0,852
1:20 4,0 1,000
1:40 4,0 1,000
Negativkontrolle 4,0
Tabelle 6d: Konzentrationsabhéingige Nekroserate der 0,1N

Salzsiurekonzentrationsreihe in Prozent im Vergleich zur Negativkontrolle mittels
Propidiumjodid und FACS. Darstellung der p-Werte im Kreuzvergleich. Werte der
Positivkontrollen: Positiv 1 (0,125 uM Staurosporin): 19,00%; Positiv 2 (0,06 uM
Staurosporin): 9,00%.

Salzsdurekonzentration | Prozent p-Wert
nekrotischer
Zellen
1:10 8,5 0,794
1:20 8,0 0,895
1:40 8,0 0,895
Negativkontrolle 7,5

Das zweite Ziel des Tests war die Einstufung des Nekrose- und Apoptosepotentials der
Konzentrationsreihe der 0,1 N Salzsdure im Vergleich zur Negativkontrolle. Die

Arbeitshypothese war hier, dass die unterschiedlichen Konzentrationen der Salzsdure als
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wesentlicher Bestandteil des Magensaftes in der Lage sind, nach 24 Stunden Inkubation im
Vergleich zur Negativkontrolle Apoptose bzw. Nekrose hervorzurufen. Dies war in Hinsicht auf
die Nekroserate, nicht jedoch hinsichtlich der Apoptoserate der Fall, sodass hier ein
Verdachtsmoment der Nekroseinduktionsfahigkeit besteht. Die Ergebnisse waren jedoch nicht
statistisch signifikant (Tabellen 6¢ und d, Abbildungen 8a und b). Sowohl Apoptose- als auch

Nekroserate der Salzsdure waren nicht konzentrationsabhingig (jeweils p=1,000).

4.2.2 Ergebnisse der Zytotoxizititstestung mittels des Mitochondrien-Membranpotential-

Tests (MMP+-Test)

Dieser Test diente dhnlich dem mittels Propidiumjodid der Ermittlung der Zytotoxizitdt der
Magensifte. Auch im MMP+-Test wurde zwischen Nekrose- und Apoptoseraten in Relation zu
vitalen Zellen differiert. Basis des Testsystems ist das Absinken des mitochondralen
Membranpotentials wahrend der Apoptosekaskade (siehe E in Abbildung 5). Zudem wurde der
Test mit zwei Inkubationszeiten durchgefiihrt um unter anderem den Einfluss der Belastungszeit
auf Nekrose und Apoptose zu iiberpriifen. Die Zeitrdume bezogen sich hierbei auf eine

langerfristige Belastung. Getestet wurde der Einfluss der Magensifte.
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Abbildung 9. Darstellung des Anteils vitaler, apoptotischer und nekrotischer Zellen mittels
Mitochondrien-Membranpotential-Test nach 24 und 48 Stunden Belastung mit den
Magensaftproben 1-5 im Vergleich untereinander sowie zur Negativkontrolle.

Die erste Arbeitshypothese fiir Anwendung des MMP+-Tests war, dass die fiinf Magensafte

einen hoheren Anteil apoptotischer und nekrotischer Zellen induzieren im Vergleich zur
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Negativkontrolle im Zeitraum von 24 bzw. 48 Stunden. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 7
sowie in Abbildung 9 dargestellt. Im Mittel war die Apoptoserate, welche durch die Magenséfte
nach 24 Stunden Inkubationszeit induziert wurde, geringer als die der Negativkontrolle, wihrend
nach selbigem Zeitraum die Zahl nekrotischer Zellen im Mittel im Vergleich zur
Negativkontrolle hoher war. Nach 48 Stunden glichen sich die Apoptose- und Nekroseraten
wieder denen der Negativkontrolle an. Es besteht ein Verdachtsmoment, dass die Exposition von
Magensaft das Verhéltnis von Apoptose und Nekrose im Belastungszeitraum von 24 Stunden
zugunsten der Nekrose verschiebt.  Statistisch  getestet, konnte nach beiden
Inkubationszeitraumen weder eine signifikant erhdhte Apoptose- noch Nekroserate im Vergleich

zur Negativkontrolle festgestellt werden (Tabelle 7).

Tabelle 7: Prozentualer Teil apoptotischer, nekrotischer und vitaler Zellen
(Mittelwert:Standardabweichung) nach 24 und 48 Stunden Belastung durch die
Magensiifte im MMP-Test. Dargestellt sind die p-Werte im Vergleich der fiinf Magensifte zur

Negativkontrolle.
Prozent der Magensifte Negativ- | p-
Gesamtzell- Gesamt 1 2 3 4 5 kontrolle | Wert
population

24h Apoptotische | 3,34+1,58 | 0,8 | 3,2 | 3,8 | 3,8 | 5,1 6,5 0,983
Bela- | Zellen
stung | Nekrotische | 5,12+2,13 | 19 | 6,8 | 53 | 44 | 7,2 3.3 0,585
Zellen
Vitale Zellen | 90,14+2,96 | 94,9 | 89,5 | 89,7 | 89,9 | 86,7 89,0 0,743

48h Apoptotische | 3,58+0,81 | 2,6 | 3,5 | 3,6 | 49 | 3,4 3,2 0,663
Bela- | Zellen
stung | Nekrotische 6,46+1,68 | 43 | 7,6 | 84 | 53 | 6,7 6,7 0,915
Zellen
Vitale Zellen | 88,46+2,06 | 91,9 | 87,5 | 86,7 | 87,4 | 88,8 89,0 0,809

Daher wurde der Einfluss der Belastungszeit auf die Verdnderung der Apoptose- bzw. Nekrose-
und Vitalititsraten untersucht. Als Hypothese fungierte die Annahme eines inkrementellen Teils
apoptotischer oder nekrotischer Zellen liber die Belastungszeit. Der Zeitraum der Belastung
zeigte keinen signifikanten Effekt auf die Vitalititsrate (p=0,689), Apoptose- (p=0,962) oder
Nekroserate (p=0,624). Innerhalb der Probengruppe fanden sich keine signifikanten
interindividuellen Unterschiede zwischen den Magenséften (Vitalitit p=0,891; Apoptose
p=0,821; Nekrose p=0,607).
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4.2.3 Ergebnisse der Zytotoxizititstestung mittels Annexin-FITC-Tests

Priifgegenstand dieses Tests war ebenfalls die Zytotoxizitdtstestung. Anhand von wihrend der
Apoptosekaskade an der ZellmembranauBBenseite exprimierten Phosphilipiden, welche sonst nur
an der zytosolischen Seite nachweisbar sind, fand der Apoptosenachweis sowie die
Differenzierung  zwischen Apoptose und Nekrose nach Belastung mit einer
Salzsdurekonzentrationsreihe sowie einer Magensaftkonzentrationsreihe statt (siehe F in
Abbildung 5). Der Test fungierte als Priifsystem fiir Kurzzeitbelastung. Als erste
Arbeitshypothese fiir diesen Test diente der Ansatz, dass Magensaft sowohl eine gesteigerte
Nekrose als auch eine gesteigerte Apoptose im Vergleich zur Negativkontrolle in den JURKAT-
Zellen nach zwei Stunden Belastung induziert. Getestet wurden hierbei die jeweiligen
Konzentrationen der Magenséfte gegen die Negativkontrolle.

Die Exposition gegeniiber 1:10 und 1:20 verdiinnten Magenséften resultierte in einer im Mittel
erhohten Apoptoserate, sodass hier ein Verdachtsmoment der Erhéhung der Apoptoserate
besteht. Die Exposition gegeniiber keiner der Konzentrationen der Magensifte resultierte in einer

erhohten Nekroserate im Vergleich zur Negativkontrolle.
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Abbildung 10a. Darstellung des prozentualen Anteils apoptotischer Zellen mittels Annexin-
FITC-Test (FACS-Messung, logarithmische = Skala) nach  Belastung mit den
Konzentrationsreihen der Magenséfte sowie der 0,1 N Salzsdure im Vergleich untereinander
sowie zur Negativkontrolle (schwarze Linie). Positivkontrolle mit 1 uM Staurosporin dargestellt
durch rote Linie. Nicht dargestellt sind die Positivkontrollen mit 6 pM (49% apoptotische
Zellen), 4 uM (47% apoptotische Zellen) und 2 uM (43% apoptotische Zellen) Staurosporin.
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Die statistische Auswertung zeigte keinen signifikanten Unterschied der Apoptose- und
Nekroseraten im Vergleich zur Negativkontrolle (Abbildung 10a, b; Tabellen 8a, b).

Die Arbeitshypothese, dass die Konzentration des Magensaftes einen Einfluss auf die Rate
apoptotischer bzw. nekrotischer Zellen hat sollte ebenfalls gepriift werden. Die Analyse
hinsichtlich Apoptoserate (p=0,042) jedoch nicht hinsichtlich der Nekroserate (p=0,638) ergab
einen signifikanten Effekt der Konzentration auf das entsprechende Testergebnis. Die einzelnen
Magensaftproben zeigten hierbei keine interindividuellen signifikanten Unterschiede hinsichtlich

der Apoptose- (p=0,260) und Nekroserate (p=0,342).
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Abbildung 9b. Darstellung des prozentualen Anteils nekrotischer Zellen mittels Annexin-FITC-
Test (FACS-Messung, logarithmische Skala) nach Belastung mit den Konzentrationsreihen der
Magensifte sowie der 0,1 N Salzsdure im Vergleich untereinander sowie zur Negativkontrolle
(schwarze Linie). Positivkontrolle mit 6 uM Staurosporin dargestellt durch rote Linie. Nicht
dargestellt sind die Positivkontrollen mit 4 uM (6% nekrotische Zellen), 2 uM (4% nekrotische
Zellen) und 1 uM (6% nekrotische Zellen) Staurosporin. Staurosporin dient hierbei v.a. als
Positivkontrolle fiir Apoptose- und nicht fiir Nekroseinduktion.

Die entsprechenden Messergebnisse sind in den Tabellen 8a und b sowie in den Abbildungen
10a und b dargestellt.

Das zweite Ziel des Tests war die Einstufung des Nekrose- und Apoptosepotentials der
Konzentrationsreihe der 0,1 N Salzsdure im Vergleich zur Negativkontrolle. Die
Arbeitshypothese war hier, dass die unterschiedlichen Konzentrationen der Salzsdure als

wesentlicher Bestandteil des Magensaftes in der Lage sind, sowohl die Apoptoserate als auch die



Gen- und Zytotoxizitit humaner Magenséfte 59

Nekroserate im Vergleich zur Negativkontrolle zu erhdhen. Dies war hinsichtlich der
Apoptoserate in der Konzentration 1:40 der Fall, sodass hier ein Verdachtsmoment der

Apoptoseinduktionsfahigkeit besteht.

Tabelle 8a: Konzentrationsabhéingige Apoptoserate (Mittelwert +Standardabweichung)
der Magensaftproben in Prozent im Annexin FITC-Test. p-Werte sind im Vergleich der fiinf
Magensifte zur Negativkontrolle dargestellt. Werte der Positivkontrollen: Positiv 1 (6 uM
Staurosporin): 49,00%; Positiv 2 (4 uM Staurosporin): 47,00%; Positiv 3 (2 uM Staurosporin):
43,00% und Positiv 4 (1 uM Staurosporin): 19,00%.

Magensaftkonzentration | Prozent p-Wert

apoptotischer Zellen (Magensiifte)

gesamt (1 |2 |3 |4 |5
1:10 6,30+0,27 | 6,0 | 6,0 | 6,5|6,5]6,5| 0,374
1:20 6,30+0,27 | 6,5 | 6,0 | 6,0 | 6,5|6,5| 0,374
1:40 6,00+0,00 | 6,0 | 6,0 | 6,0 | 6,0 | 6,0 | 1,000
Negativkontrolle 6,0

Tabelle 8b: Konzentrationsabhingige Nekroserate (Mittelwert £Standardabweichung) der
Magensaftproben in Prozent im Annexin-FITC-Test. P-Werte sind im Vergleich der fiinf
Magensifte zur Negativkontrolle dargestellt. Werte der Positivkontrollen: Positiv 1 (6 uM
Staurosporin): 7,00%; Positiv 2 (4 uM Staurosporin): 6,00%; Positiv 3 (2 uM Staurosporin):
4,00% und Positiv 4 (1 uM Staurosporin): 6,00%.

Magensaftkonzentration | Prozent p-Wert

nekrotischer Zellen (Magensifte)

gesamt |1 (2 |3 |4 |5
1:10 4,20+0,45 | 5,0 | 4,0 (4,0 14,0|4,0] 0,178
1:20 4,60+0,22 | 4,5 5,0 4,5|4,5(45]| 0,178
1:40 4,40+0,55 | 4,5 15,0 (4,513,545 | 0,374
Negativkontrolle 5,0

Die Ergebnisse waren nicht signifikant. (Tabellen 8c, d, Abbildungen 10a, b). Sowohl Apoptose-

als auch Nekroserate der Salzsdure waren nicht konzentrationsabhingig (jeweils p=1,000).
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Tabelle 8c: Konzentrationsabhiingige Apoptoserate der 0,1 N Salzsiure in Prozent im
Vergleich zur Negativkontrolle im Annexin-FITC-Test. Darstellung der p-Werte im
Kreuzvergleich. Werte der Positivkontrollen: Positiv 1 (6 uM Staurosporin): 49,00%; Positiv 2
(4 uM Staurosporin): 47,00%; Positiv 3 (2 uM Staurosporin): 43,00% und Positiv 4 (1 uM
Staurosporin): 19,00%.

Salzsdurekonzentration | Prozent p-Wert
apoptotischer
Zellen
1:10 6,0 1,000
1:20 6,0 1,000
1:40 6,5 0,884
Negativkontrolle 6,0

Tabelle 8d: Konzentrationsabhingige Nekroserate der 0,1 N Salzsiure in Prozent im
Vergleich zur Negativkontrolle im Annexin-FITC-Test. Darstellung der p-Werte im
Kreuzvergleich. Werte der Positivkontrollen: Positiv 1 (6 pM Staurosporin): 7,00%; Positiv 2 (4
uM Staurosporin): 6,00%; Positiv 3 (2 uM Staurosporin): 4,00% und Positiv 4 (I pM
Staurosporin): 6,00%.

Salzsidurekonzentration | Prozent p-Wert
nekrotischer
Zellen
1:10 5,0 1,000
1:20 4,5 0,868
1:40 5,0 1,000
Negativkontrolle 5,0

4.2.4 Ergebnisse der Zytotoxizitatspriifung mittels des Nukleosomen Nachweises (CDD+-
ELISA)

Dieser Test basiert auch auf dem Nachweis der Zytoxizitdt, jedoch nicht anhand einer FACS-

Bestimmung sondern anhand eines ELISAs. Auch der CDD'-ELISA ist in der Lage, das

Potential der Apoptoseinduktion einer Substanz zu bestimmen. Anders als in den Testsystemen

zuvor wird hierbei die Zahl der nekrotischen Zellen nicht erfasst bzw. diskriminiert. Basis des
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Testes ist die Bildung von Nukleosomen wihrend der Apoptosekaskade. Die Nukleosomen
werden im Zytoplasma nachweisbar (sieche D in Abbildung 5). In dem ELISA wird nicht der
prozentuale Anteil apoptotischer Zellen sondern ein Index als Mall desselben bestimmt.
Gegenstand der Uberpriifung anhand dieser Testmethode war ein kurzer Belastungszeitraum.

Als Arbeitshypothese war zu priifen, ob die Magenséfte Apoptose in den U937-Zellen im
Vergleich zur Negativkontrolle nach drei Stunden Belastung induzieren konnen. Ausgegangen
wurde wiederum von einem hoheren Apoptoseindex bei Testung der Magensifte.

Die Magensifte waren in jeder der getesteten Konzentrationen in der Lage, einen im Mittel
hoheren  Apoptoseindex (respektive einer hoheren optischen Dichte) nach dem
Belastungszeitraum drei Stunden zu induzieren, sodass ein Verdachtsmoment fiir die

Apoptoseinduktion besteht (Abbildung 11).
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Abbildung 11. Darstellung des Apoptoseindexes mittels CDD"-Test (logarithmische Skala) nach
Belastung mit den Konzentrationsreihen der Magensifte sowie der 0,1 N Salzsdure im Vergleich
untereinander sowie zur Negativkontrolle. Stern (*) steht fiir Signifikanz der Optischen
Dichtedifferenz im Vergleich zur Negativkontrolle (»<0,05).

Die statistische Auswertung zeigte keinen signifikanten Unterschied der Apoptoseindices oder
optischen Dichte im Vergleich zur Negativkontrolle (Tabellen 9a, b). Die Arbeitshypothese, dass
die Konzentration des Magensaftes einen Einfluss auf den Apoptoseindex hat sollte sekundér
ebenfalls gepriift werden. Die Analyse zeigte keinen signifikanten Effekt der Konzentration auf

das entsprechende Testergebnis auch wenn mit steigender Konzentration der mittlere

Apoptoseindex anstieg (p=0,585) Die einzelnen Magensaftproben zeigten hierbei keine
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interindividuellen signifikanten Unterschiede hinsichtlich des Apoptoseindex (p=0,544). Die
entsprechenden Messergebnisse sind in den Tabellen 9a und b sowie in der Abbildung 11

dargestellt.

Tabelle 9a und b: Apoptoseindices der Magensifte und Optische Dichten (OD) im CDD'-
ELISA (Mittelwerte+Standardabweichung). Die dargestellten p-Werte resultieren aus dem
Vergleich der fiinf Magensifte zur Negativkontrolle. Wert der Positivkontrolle: 69,3 (OD:
2,921+0,463).

Magensaftkonzentration | Apoptoseindex (Magensiifte) p-Wert
gesamt 1 2 3 4 5

1:10 1,12+0,40 L5 1080813109 0,630

1:20 1,32+0,38 o | 1,719 1,613 0,322

1:40 1,34+048 | 0,6 [ 1,2 1,609 |13 0,313

Negativkontrolle 1,0

Magensaftkonzentration | Optische Dichte (Magensifte) p-Wert
gesamt 1 2 3 4 5

1:10 0,047+0,019 | 0,062 | 0,034 | 0,033 | 0,067 | 0,038 | 0,611

1:20 0,052+0,015 | 0,043 | 0,073 | 0,035 | 0,054 | 0,057 | 0,216

1:40 0,056+0,022 | 0,027 | 0,051 | 0,079 | 0,069 | 0,055 | 0,181

Negativkontrolle 0,042+0,014

Das Apoptosepotential der 0,1 N Salzsdure wurde ebenfalls in diesem Testsystem untersucht.
Hypothese war auch hier, dass die Salzsdurekonzentrationen in der Lage sind, einen hdheren
Apoptoseindex (respektive eine hohere optische Dichte) als die Negativkontrolle zu induzieren.

Der Apoptoseindex der Salzsdure war bei den hoheren Konzentrationen (1:5 bis 1:20) groBer als
der der Negativkontrolle. In der Konzentration 1:5 betrug dieser 240% (p=0,002) und in der
Konzentration 1:10 betrug dieser 180% (p=0,041) dessen der Negativkontrolle. In beiden
Konzentrationen war der Unterschied bei Vergleich der optischen Dichtewerte signifikant. Der
Einfluss der Konzentration der Salzsdure auf den Apoptoseindex war jedoch nicht signifikant

(p=0,114). (Tabellen 9¢c, Abbildung 11).
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Tabelle 9c: Konzentrationsabhingige Apoptoseindices (Optische
Dichte+Standardabweichung) der 0,1 N Salzsiure im CDD'-ELISA. Darstellung der p-
Werte im Kreuzvergleich (signifikante p-Werte sind fett hervorgehoben; Student’s t-Test der
optischen Dichten [OD]).

Salzsiure- Apoptoseindex p-Wert (OD)
konzentration (Optische Dichte)

1:5 2,4 (0,099+0,006) 0,002
1:10 1,8 (0,074+0,019) 0,041
1:20 1,1 (0,044+0,014) 0,867
1:40 1,0 (0,040+0,020) 0,876
Negativkontrolle 1,00 (0,042+0,014)

4.2.5 Ergebnisse des Caspase-Assays

Wie der vorherige Test so ist auch der Caspase-Assay in der Lage, das Potential der
Apoptoseinduktion einer Substanz zu erfassen. Zielpunkt ist die Aktivititsbestimmung von
wiéhrend der Apoptosekaskade aktivierten Caspasen (siche G in Abbildung 5). Der Assay ist
nicht in der Lage Apoptose von Nekrose zu diskriminieren. Auch im Caspase-Assay erfolgt die
Bestimmung der apoptotischen Wirkung iiber den Apoptoseindex. Das Testsystem fungierte zur
Uberpriifung eines kurzfristigen Belastungszeitraumes.

Als Arbeitshypothese dieses Tests war zu priifen, ob die Magensifte Apoptose in den U937-
Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle nach drei Stunden Belastung induzieren konnen.
Ausgegangen wurde wiederum von einem hdheren Apoptoseindex im Test der Magensifte.

Die Magensifte waren in jeder der getesteten Konzentrationen in der Lage, einen im Mittel
hoheren Apoptoseindex nach dem Belastungszeitraum zu induzieren, sodass ein
Verdachtsmoment fiir die Apoptoseinduktion besteht (Abbildung 12).

Die statistische Auswertung zeigte im direkten Vergleich der Rhodaminkonzentrationen der

Konzentration 1:10 mit der der Negativkontrolle einen signifikanten Unterschied (p=0,044).
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Abbildung 12. Darstellung des Apoptoseindexes mittels Caspase-Assay (logarithmische Skala)
nach Belastung mit den Konzentrationsreithen der Magensifte sowie der 0,1 N Salzsdure im
Vergleich untereinander sowie zur Negativkontrolle. Stern (*) steht fiir Signifikanz im Vergleich
zur Negativkontrolle bei Vergleich der Rhodaminkonzentration (p<0,05).

Im Vergleich der Apoptoseindices der Magenséfte mit dem der Negativkontrolle konnte keine
Signifikanz festgestellt werden (Tabellen 10 a und b).

Die Arbeitshypothese, dass die Konzentration des Magensaftes einen Einfluss auf den
Apoptoseindex hat sollte separat gepriift werden. Die Analyse zeigte einen signifikanten Effekt

der Konzentration auf das entsprechende Testergebnis (p=0,012).

Tabelle 10a: Apoptoseindices der Magensifte (MittelwertexStandardabweichung) im
Caspase-Assay. Die dargestellten p-Werte resultieren aus dem Vergleich der fiinf Magenséfte zur

Negativkontrolle. Wert der Positivkontrolle: 44,35.

Magensaft- Apoptoseindex (Magensifte) p-Wert
konzentration gesamt 1 2 3 4 5

1:10 1,36+0,22 | 1,30 | 1,35 | 1,40 | 1,65 | 1,05 0,212
1:20 1,24+0,13 | 1,20 [ 1,35 | 1,25 | 1,40 | 1,00 0,236
1:40 1,04+0,29 | 1,15 [ 0,55 | 1,15 | 1,30 | 1,00 0,929
Negativkontrolle 1,00
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Tabelle 10b: Rhodaminkonzentrationen (nM) der Magensifte
(Mittelwerte+Standardabweichung) im Caspase-Assay. Die dargestellten p-Werte resultieren aus

dem Vergleich der fiinf Magenséfte zur Negativkontrolle. Wert der Positivkontrolle: 809,0.

Magensaftkonzentration | Rhodaminkonzentration (Magensifte) p-Wert
gesamt | 1 2 3 4 5

1:10 23,6+3,5 | 23,0 | 23,0 | 25,0 | 28,5 | 18,5 0,044

1:20 21,0+2,4 | 20,5 | 21,0 | 22,0 | 24,0 | 17,5 0,082

1:40 17,8+4,4 | 19,5 | 10,5 | 19,5 22,0 | 17,5 0,933

Negativkontrolle 17,5+£2,1

Die einzelnen Magensaftproben zeigten hierbei keine interindividuellen signifikanten
Unterschiede hinsichtlich des Apoptoseindex (p=0,052). Die entsprechenden Messergebnisse
sind in der Tabelle 10a und b sowie in Abbildung 12 dargestellt.

Das Apoptosepotential der 0,1 N Salzsdure wurde ebenfalls in diesem Testsystem untersucht.
Hypothese war auch hier, dass die Salzsdurekonzentrationen in der Lage sind, einen hdheren
Apoptoseindex respektive einer hoheren Rhodaminkonzentration im Test im Vergleich zur
Negativkontrolle zu induzieren.

Der Apoptoseindex der Salzsédure war aufler bei der Konzentration 1:5 immer grofer als der der
Negativkontrolle, sodass das Verdachtsmoment einer Apoptoseinduktion durch diese

Salzsdurekonzentrationen besteht.

Tabelle 10c: Konzentrationsabhingige Apoptoseindices der 0,1 N
Salzsidurekonzentrationsreihe im  Caspase-Assay. (Rhodaminkonzentration [nM]
Mittelwert+Standardabweichung) Darstellung der p-Werte im Kreuzvergleich (t-Test der

Rhodaminkonzentrationen). (* Fehlbestimmung wahrscheinlich.)

Salzséiure- Apoptoseindex p-Wert
konzentration (Rhodamin-

konzentration)
1:5 0,70 (13,0+17,0)* 0,746*
1:10 1,65 (28,5+4,9) 0,102
1:20 1,15 (21,5+4,9) 0,404
1:40 1,10 (19,0+2,8) 0,609
Negativkontrolle 1,0 (17,5+£2,1)
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Bei einer sehr hohen Standardabweichung der Ergebnisse der Konzentration 1:5 und einer
starken Diskrepanz der Einzelwerte bei Doppelbestimmung muss jedoch von einer
Fehlbestimmung in einem der Testdurchldufe ausgegangen werden. In keiner der
Konzentrationen war der Unterschied der Rhodaminkonzentrationen respektive der
Apoptoseindices zur denen der Negativkontrolle signifikant (Tabelle 10c, Abbildung 12).

Der Einfluss der Konzentration der Salzsdure auf den Apoptoseindex war ebenfalls nicht

signifikant (p=1,000).



Gen- und Zytotoxizitit humaner Magenséfte 67

4.3  Ergebnisse der Gentoxizititspriifung mittels Mikrokerntest

Anders als die vorangegangenen Testsysteme bezieht sich der Mikrokerntest nicht auf die
Testung von Zytotoxizitdt infolge Apoptose- und Nekroseinduktion, sondern untersucht die
direkten Einfliisse von Noxen auf die DNA, also die direkte Gentoxizitdt basierend auf der

Entstehung von Mikrokernen bzw. Mikrokernraten (siche A in Abbildung 5).

4.3.1 Testergebnisse nach Saureexposition

Bei der Testung der Salzsdure wurde im Gegensatz zu den vorangegangenen Untersuchungen
der Schwerpunkt nicht ausschlieBlich auf die Konzentration der Noxe, sondern auf den zeitlichen
Verlauf der Schiadigung gelegt. Dementsprechend wurden die Arbeitshypothesen gepriift, ob bei
steigender Sdurebelastungszeit und gleichbleibender Sdurebelastung die Mikrokern (MK-) rate
der getesteten Zellen steigt und ob die Mikrokernrate zu jedem Untersuchungszeitpunkt hoher

als die der Negativkontrolle ist.
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Abbildung 13. Darstellung der Mikrokernrate (je 1000 Zellen) nach Belastung mit 0,1 N
Salzsdure liber acht Tage unter Umsetzen der Zellen alle 24 Stunden. Tag 3 ohne Messwert
aufgrund von Verunreinigung. Dicke rote Linie: gemittelte kubische Trendlinie. Diinne rote
Linien: 95% Konfidenzintervall.

Der Einfluss der Belastungszeit zeigte einen signifikanten Einfluss auf die Mikrokernrate
(p=0,001). Die Abhingigkeit der Mikrokernrate von der Belastungszeit zeigt ein Maximum nach
fiinf Tagen Belastung und entspricht etwa einem kubischen Verlauf (R?=0,63, Abbildung 13).
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Abbildung 14. Darstellung der Mikrokernrate (je 1000 Zellen) nach Belastung mit 0,1N
Salzsdure im Vergleich zur Positiv- und Negativkontrolle {iber acht Tage unter Umsetzen der
Zellen alle 24 Stunden. (*Tag 3 ohne Messwert aufgrund von Verunreinigung)

Die Mikrokernrate nach Sdurebelastung war ab dem zweiten Tag der Belastung hoher als die der

Negativkontrolle (nach acht Tagen Belastung) (Abbildung 14, Tabelle 11).

Tabelle 11a: Mikrokernrate je 1000 Zellen nach Exposition mit 0,1 N Salzsaure bei
steigender Belastungszeit (Umsetzen alle 24 Stunden) im Vergleich zur Mikrokernrate der
Negativkontrolle (nach 8 Tagen Belastung). Darstellung der p-Werte im Kreuzvergleich.
Mikrokernrate der Positivkontrolle: 38, die der Negativkontrolle: 11. (*Belastungszeit drei Tage

wegen Verunreinigung nicht auswertbar.)

Belastungszeit Mikrokernrate p-Wert
(0,1 N Salzséiure) (je 1000 Zellen)

24h 9 0,823
48h 14 0,555
3 Tage n.a.* n.a.*
4 Tage 12 1,000
5 Tage 23 0,056
6 Tage 18 0,261
7 Tage 19 0,147
8 Tage 17 0,262
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Hieraus resultiert ein starkes Verdachtsmoment, dass die Sdurebelastung die Mikrokernrate iiber
die Zeit beeinflusst. In der statistischen Auswertung war dieser Zusammenhang zu keinem

Untersuchungszeitpunkt signifikant (Tabelle 11a, Abbildung 14).

4.2.2 Testergebnisse nach Exposition von Magensaft

Aufgrund des gering verfiigbaren Testmaterials fand die Untersuchung der Mikrokernrate
induziert durch die Magensaftproben nur iiber einen Expositionszeitraum von 24 Stunden und
mit einer Testkonzentration statt. Im Mittelpunkt der Untersuchung stand die Hypothese, dass
die Exposition von Magensaft eine im Vergleich zur Negativkontrolle erhohte Mikrokernrate
aufweist und somit gentoxisch wirkt.

Die vorliegenden Testergebnisse zeigen eine im Mittel hohere MK-Rate nach Exposition
gegeniiber den Magenséften, woraus ein Verdachtsmoment resultiert, dass Magensaft die

Mikrokernrate erhoht. Dieser Zusammenhang war nicht signifikant (Tabelle 11b, Abbildung 15).

Tabelle 11b: Mikrokernrate je 1000 Zellen nach Exposition mit den einzelnen sowie mit
allen = Magensaftproben  (Mittelwert+Standardabweichung) im  Vergleich zur
Mikrokernrate der Negativkontrolle nach 24 Stunden Belastung. Darstellung der p-Werte im

Kreuzvergleich (Fisher’s Exact-Test; * Allgemeines lineares Modell).

Magensaftproben | Mikrokernrate p-Wert
(je 1000 Zellen)

Probe 1-5 15,40+6,45 0,569*
Probe 1 10 0,539
Probe 2 25 0,070
Probe 3 19 0,292
Probe 4 12 0,844
Probe 5 11 0,688
Negativkontrolle 13

Die Mikrokernrate der einzelnen Magensaftproben war inhomogen. Wihrend die Proben eins,
vier und fiinf eine geringere MK-Rate als die Negativkontrolle nach der 24 Stunden Belastung
aufwiesen, zeigten die Proben zwei und drei eine deutlich hohere MK-Rate. Dies fiihrte zu einem
signifikanten Unterschied der MK-Rate der Probe zwei im Vergleich zu den Proben eins

(p=0,016), vier (p=0,045) und fiinf (p=0,027) (Tabelle 11b, Abbildung 15).
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Mikrokernrate je 1000 Zellen

1 2 3 4 5 Salzsaure
Magensifte

Kontrollen
— Positiv
— Negativ

Abbildung 15. Darstellung der Mikrokernrate (je 1000 Zellen) nach Belastung mit den einzelnen
Magensaftproben sowie der 0,1 N Salzsdure im Vergleich zur Negativkontrolle tiber 24 Stunden.

(*p<0.05 im Vergleich zur Magensaureprobe 2; Fisher’s Exact-Test)
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5. Diskussion

51 Generelle Ergebnisse der gepriiften Hypothesen

Diese Arbeit ist die erste systematische Untersuchung beziiglich des Schidigungsmechanismus
von Magensaft. Gegenstand der differentiellen Betrachtung war zum Einen das direkt
gentoxische Potential und zum Anderen das zytotoxische Potential bedingt durch Apoptose- und
Nekroseinduktion anhand von in-vitro-Testsystemen an Séugerzellkulturen. Ziel der Arbeit war
es, Verdachtsmomente und gegebenenfalls signifikante Effekte aufzudecken und somit als
Orientierungsmessung zur Planung umfangreicherer und aufwendigerer Experimente zu
fungieren [172]. Die klinische Bedeutung erlangt die Unterscheidung zwischen direkter
Gentoxizitit und Zytotoxizitit aufgrund der abnehmenden Reversibilitit der Schidigung je
direkter diese in einer Gentoxizitit miindet (Abbildung 16). Dariiber hinaus ist im Rahmen der
zytotoxischen Prozesse der Krebsentstehung eventuell eine Intervention moglich. Diese ist
abhéngig von der Art des Schadigungsmechanismus innerhalb der Apoptosekaskade sowie von

der aus Nekrose resultierenden Entziindungsreaktion.

Zytotoxizitat  Reversibilitat sy WL EICL

Abbildung 16. Abnahme der Reversibilitit mit Ausmall der Gentoxizitit. Zytotoxizitdt als
potentiell reversibler Prozess resultiert iiber die Dauer der Schiddigung in genetischen
Veranderungen und wirkt somit indirekt gentoxisch. Genetische Schidden zeigen deutlich
geringere Reversibilitdt und fithren im Sinne von DNA-Schéden direkter zur Kanzerogenese. Mit
der Reversibilitit sinkt die Wahrscheinlichkeit einer Restitutio ad integrum.

Eine Hypothese der vorliegenden Studie war das Vorliegen direkter Gentoxizitit des
Magensaftes. Anhand der benutzten Verfahren konnte diese Eigenschaft bei beiden Substanzen
im Sinne einer Signifikanz nicht nachgewiesen werden. Dennoch bestehen starke
Verdachtsmomente hinsichtlich einer direkten Gentoxizitdt beider Substanzen.

Eine weitere Hypothese war die Expositionszeitabhénggkeit des gentoxischen Potentials der
Salzsdure, welche anhand der steigenden Mikrokernraten iiber den Zeitverlauf belegt werden

konnte.
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Ein deutliches Uberwiegen von Nekrose im Vergleich zur Apoptose wurde nicht ermittelt.
Stattdessen zeigte sich in einem geringen Teil der Testsysteme eine signifikante Steigerung der
Apoptose nach Kurzzeitexposition gegeniiber beiden Testsubstanzen. Nach ldngerfristiger
Belastung mit Magensaft oder Salzsdure existieren Verdachtsmomente einer gesteigerten
Nekrose bei uneinheitlichen Apoptoseergebnissen. Auch wenn ein unterschiedliches Verhalten
hinsichtlich Nekrose und Apoptose in Testsystemen mit unterschiedlicher Expositionszeit
festgestellt wurde, konnte kein Test einen signifikanten Einfluss der Expositionszeit aufdecken.
So bestehen auch hier nur Verdachtsmomente. Im Kurzzeitintervall der Belastung konnte in
einem Teil der Testsysteme eine Abhingigkeit der Apoptose von der Konzentration der
Magensifte, nicht jedoch der Salzsdure nachgewiesen werden. Diese Beobachtung ist eventuell

auf eine Uberlagerung durch unbekannte Effekte weiterer Magensaftinhaltstoffe zuriickzufiihren.
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5.2 Ergebnisse der Zytotoxizititstests

Im Nachfolgenden werden die Ergebnisse der einzelnen Zytotoxizitétstests gegeniibergestellt

und diskutiert. Zusammenfassend sind die Ergebnisse in Tabelle 12 dargestellt.

Tabelle 12. Zusammenfassung der Apoptose und Nekrosetestergebnisse. Aufwirtspfeile in
Klammern stehen fiir Verdachtsmomente aufgrund hdoherer Raten/Indices ohne Signifikanz in
der statistischen Priifung, Aufwirtspfeile ohne Klammern symbolisieren partiell signifikante
Ergebnisse im Testsystem. Pfeile nach rechts symbolisieren keine Erh6hung der entsprechenden
Rate im Test. Stern (*) entspricht einem signifikanten Einfluss der Konzentration der
Testsubstanzen. (h) — Effekt bei hoher Konzentration; (n) — Effekt bei niedriger Konzentration.
Grof3buchstaben (C-G) entsprechen denen in Abbildung 5.

Testsubstanz Belastungszeit Apoptose Nekrose Endpunkt

Magensifte  kurz T - Caspaseaktivitit* (G)

(™) — Caspaseaktivitit* (G)
Zellmembranphospholipide* (F)
Nukleosomenbildung (D)

lang (T (7)™  Nukleosomenbildung (C),
Mitochondrienmembranpotential (E)
Salzsiure kurz T — Nukleosornenbildungh (D)
() — Zellmembranphospholipide (F)
Caspaseaktivitit (G)

Nukleosomenbildung (D)

lang - (T)  Nukleosomenbildung (C)

5.2.1 Apoptose

Bei den durchgefiihrten Testsystemen zur Priifung des Apoptoseverhaltens wurden drei der Tests
zur Uberpriifung kurzer Belastungszeitriume von zwei bis drei Stunden und zwei Tests zur

Uberpriifung lingerfristiger Belastungszeiten von 24-48 Stunden durchgefiihrt.

Die Testergebnisse der Magensifte ergaben zum Teil signifikant erhohte Apoptoseraten nach

kurzfristiger Belastung. Alle drei diesbeziiglich angewandten Testsysteme fithrten daher zu
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Verdachtsmomenten hinsichtlich einer Apoptosesteigerung nach Kurzzeitbelastung. Diese
Effekte waren in zwei der drei durchgefiihrten Tests von der Konzentration der eingesetzten
Testsubstanz abhdngig. Hierbei fiihrte eine hohere Konzentration zu einer h6heren Apoptoserate,
so dass im Caspase-Assay auch nur die hochste der eingesetzten Konzentrationen einen
signifikanten Unterschied zur Negativkontrolle aufwies.

Eine kurzfristige Belastung resultierte relativ einheitlich in einer Apoptoseratensteigerung. Die
langerfristige Belastung mit Magenséften fiihrte in den beiden angewandten Testsystemen zu
testendpunkt- bzw. testmethodikspezifischen Ergebnissen. Das bedeutet, dass je nach
Konzentration der Noxe ein anderer Mechanismus der Apoptosekaskade aktiviert zu werden
scheint, was durch die Tests unterschiedlich abgebildet wurde. Wéhrend im Propidiumjodid-
Test nach 24 Stunden eine Erhohung der Apoptoserate in der hochsten eingesetzten
Konzentration beobachtet wurde, konnte dieser Effekt im MMP-Test erst nach 48 Stunden
nachgewiesen werden, wobei diese beiden Ergebnisse nicht signifikant waren. Zumindest muss
man den Verdacht aussprechen, dass auch eine Langzeitbelastung eine Steigerung der Apoptose
auslosen kann. Eine Abhéngigkeit von der Konzentration oder der Belastungszeit im direkten
Vergleich zwischen 24 und 48 Stunden (MMP-Test) konnte nicht ermittelt werden.

In keinem der Apoptosetests waren interindividuelle Unterschiede der Magensifte festzustellen.
Der Anteil apoptotischer Zellen bewegte sich etwa im Bereich von drei bis vier (Propidiumjodid,
Mitochondrienmembranpotential) bzw. um die sechs Prozent (Annexin-FITC).

Auch Apoptoseraten/-indices der eingesetzten Salzsdurekonzentrationsreihe zeigten nach
Kurzzeitbelastung zum Teil signifikante Testergebnisse. Die Apoptose war dhnlich der Tests der
Magensduren bei hoheren Konzentrationen der Salzsdure gesteigert. Ein signifikanter Effekt der
Sdurekonzentration selbst auf die Apoptoserate nach Kurzzeitexposition war jedoch nicht
festzustellen. Im CDD"-Test kann man signifikante Werte sowie ein kontinuierliches Abfallen
des Apoptoseindexes in Abhéngigkeit der Konzentration der Salzsidure beobachten. Dies spricht
eventuell fiir eine hohere Sensitivitit der Testmethode fiir den eigentlichen
Schidigungsmechanismus in der Apoptosekaskade der Salzsdure. Auch im Caspase-Assay ist ein
dhnliches Gefille der Apoptoseindices zu beobachten, wenn man die Konzentration 1:5 nicht
beriicksichtigt, da bei dieser von einer Verunreinigung bzw. Fehlbestimmung auszugehen ist.
Die bei der geringsten Konzentration leicht erhdhte aber nicht signifikant erhdhte Apoptoserate
im Annexin-FITC-Test kann ist moglicherweise Konsequenz einer spezifischen Aktivierung
dieses Apoptosemechanismus (F in Abbildung 5) bei geringen Konzentrationen. Schlussfolgernd
bestehen auch bei der Kurzzeitbelastung der Salzsdure starke Verdachtsmomente beziiglich einer

konzentrationsabhéngig gesteigerten Apoptose nach Kurzzeitbelastung
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Zur Beurteilung des Langzeitbelastungsverhaltens hinsichtlich Apoptose kam bei der Salzsdure
nur der Propidiumjodid-Test zum Einsatz. Dieser konnte jedoch keine gesteigerte Apoptose
nachweisen bzw. resultieren aus den Ergebnissen keine Hinweise oder Verdachtsmomente eines
gesteigerten  Apoptoseverhaltens nach 24  Stunden  Belastung mit  Salzsdure.
konzentrationsabhéngige Effekte konnten nach Langzeitbelastung nicht ermittelt werden.

Trotz der geringen Probenanzahl konnte in allen Testsystemen bei beiden Testsubstanzgruppen
Differenzen ermittelt werden, auch wenn diese aufgrund der geringen statistischen Power und
moglicherweise existierender interindividueller Unterschiede relativ gering und selten signifikant
ausfielen. Die nachgewiesenen Effekte betrafen hauptsédchlich die hohen Konzentrationen.
Signifikante Einfliisse, verursacht durch geringere Konzentrationen, sind dennoch aufgrund der
geringen Probenanzahl nicht auszuschlieBen. GroBer angelegte Folgestudien konnten
moglicherweise entsprechende Effekte geringerer Konzentrationen nachweisen.

Ziel der Apoptosebestimmung war es, abzuschétzen, inwiefern die vorliegenden Magensifte
bzw. die Salzsdure selbst in der Lage sind, den programmierten Zelltod einzuleiten. Anhand der
vorliegenden Ergebnisse konnte in einem Teil der Tests (Caspase-Assay, CDD'-Test)
nachgewiesen werden, dass Magensaft und Salzsdure als wesentlicher Bestandteil des
Magensaftes liber Apoptoseinduktion zytotoxisch wirken konnen und somit krebsfordernd sind.
Diese Effekte betreffen vor allem die Kurzzeitexposition von zwei bis drei Stunden und
erscheinen konzentrationsabhidngig. Dariliberhinaus resultieren aus dem anderen Teil der
Testergebnisse starke Verdachtsmomente, welche die signifikanten Ergebnisse untermauern und
auch bei langfristiger Belastung mit den Substanzen eine Fahigkeit zur Apoptoseinduktion
vermuten lassen.

Wie initial erwéhnt, ist auch Apoptose ein Mechanismus, welcher durchaus in der Lage ist, die
Krebsentstehung zu fordern. Moglichkeiten bestehen hierbei durch den nach Zelluntergang
einsetzenden gesteigerten Regenerationsprozess mit vermehrter Zellteilung. Zum anderen kann
es eventuell zu einer Art Selektion der Zellen, welche apoptoseresistent sind, kommen. Dennoch
besteht der Unterschied in der Art, wie die Zellreste nach dem Zelltod vom Korper eliminiert
werden. So ruft die Apoptose in der Regel keine Entziindungsreaktion hervor, da die
zytosolischen Bestandteile, welche bei direktem Freiwerden als Fremdantigen fungieren wiirden,

hier in Vesikel verpackt von Makrophagen phagozytiert werden, ohne ,,Fremdantigen*-Prasenz.
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5.2.2 Nekrose

Testsystemspezifisch waren drei der fiinf Apoptose-Testsysteme in der Lage zwischen
Apoptose- und Nekroserate zu differenzieren. Entsprechend bezog sich nur der Annexin-Test auf
einen kurzen Belastungszeitraum.

Im Gegensatz zur Erhohung der Apoptoseraten resultierte die Untersuchung der
Kurzzeitbelastung mit Magensiften weder in signifikant erhohten Nekroseraten, noch lassen sich
Verdachtsmomente  beziiglich einer erhdhten Nekroserate ableiten. Auch eine
Konzentrationsabhingigkeit lieB sich nicht beobachten, sodass nicht von einer
kurzzeitbelastungsabhingigen Nekroseinduktion durch Magensaft auszugehen ist.

Nach Langzeitbelastung resultieren aus den Versuchen test- bzw. endpunktspezifische
Ergebnisse. Wéhrend im Propidiumjodid-Test nach 24 Stunden eine nicht signifikant erhdhte
Nekroserate bei der geringsten der eingesetzten Konzentrationen zu beobachten war, konnte im
MMP-Test erst nach 48 Stunden eine leichte Erh6hung festgestellt werden, was moglicherweise
auf die unterschiedlichen Endpunkte der Testsysteme zurlickzufiihren ist. Die Nekroseraten
schwankten im Mittel je nach Test zwischen fiinf und acht Prozent. Zu bemerken ist, dass beim
Propidiumjodidtest bei hohen Konzentrationen bevor es zu einer Nekrose kommt die Zellen
scheinbar mit Apoptose reagieren, wihrend die chronische Belastung mit gering konzentriertem
Magensaft eine Nekrose ausldste. Die Signalkaskade der Apoptose konnte also nur durch ein
stark schiddigendes Signal ausgelost werden, jedoch fiihren moglicherweise chronische
Belastungen mit geringen Magensaftkonzentrationen eher zu einer entziindungsfordernden
Schidigung auf Basis von Nekrose.

Trotz nicht nachweisbarer Konzentrationsabhidngigkeit und nicht nachweisbarer
interindividueller Unterschiede bestehen zumindest leichte Verdachtsmomente, dass Magensaft
zu einer Nekroseinduktion nach Langzeitbelastung fiihren kann. Auch hier wiren, entsprechend
der geringen statistischen Power der durchgefiihrten Versuche, diese Effekte nur in grofer
angelegten Studien statistisch zu sichern oder auszuschlieBen.

Auch die Salzsdure zeigt im Annexin-Test nach Kurzzeitbelastung keinerlei
konzentrationsabhéngigen Effekt bzw. eine Erh6hung der Nekroserate. Dementsprechend lassen
sich auch fiir die Salzsdure keine Verdachtsmomente einer kurzzeitbelastungsabhingigen
Nekroseinduktion ableiten. Bei Langzeitbelastung jedoch lieBen sich in jeder der eingesetzten
Konzentrationen nicht signifikant erhohte Nekroseraten nachweisen, sodass sich hier
Verdachtsmomente einer Nekroseinduktion ableiten lassen. Die Konzentration schien hierbei

keinen signifikanten Einfluss zu haben.
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Ziel der Tests auf Nekroseinduktion war es, indirekt abzuschitzen, inwieweit Magensaft bzw.
die Salzsdure als wesentlicher Hauptbestandteil desselben in der Lage ist, liber Nekrose
entziindungsinduzierende Zellbestandteile freizusetzen. Anhand der vorliegenden Testergebnisse
kann nicht sicher geschlussfolgert werden, dass Nekrose der primir schidigende Mechanismus
des Magensaftes respektive der Salzsdure ist. Jedoch resultieren Verdachtsmomente, die
zumindest nach Langzeitexposition eine partielle Mitbeteiligung der Nekrose am

Schidigungsmechanismus des Magensaftes bzw. der Salzsidure nahelegen.

5.2.3 Diskussion der Ergebnisse der Zytotoxizitatstests mit der wissenschaftlichen

Literatur

Derzeit ist kein in vitro Testsystem allein in der Lage eine suffiziente Aussage hinsichtlich
Apoptose-/Nekroseinduktion zu treffen. Aus diesem Grund wird in der Literatur die
Verwendung mehrerer Testsysteme empfohlen, um verschiedene Aspekte der komplexen
Apoptosekaskade zu beleuchten [167]. Trotz Anwendung von fiinf verschiedenen Testsystemen
ist es anhand der vorliegenden Ergebnisse nicht moglich, sicher zu schlussfolgern, dass
Apoptose oder Nekrose der alleinige Hauptschiddigungsmechanismus der gepriiften Substanzen
ist. Die Ergebnisse der Apoptosetestung belegen im Kontrast zu den Nekrosetestungen, dass
sowohl fiir Magensaft als auch fiir Salzsdure nach einem kurzen Belastungszeitraum die
Apoptose ein wesentlicher und konzentrationsabhidngiger Schadigungsmechanismus ist. Nekrose
scheint in diesem Zeitfenster eine eher untergeordnete Rolle zu spielen. Nach Langzeitbelastung
erscheint das Schadigungsmuster bei Belastung durch Magensifte testspezifisch. Sowohl
Verdachtsmomente fiir Apoptose als auch fiir Nekrose lassen sich erheben, kdnnen jedoch nicht
in jedem Fall durch signifikante Messwerte belegt werden. Zumindest mufl man vermuten, dass
hinsichtlich der Magensifte ein konzentrationsabhangiges Muster des Schidigungsmechanismus
beziiglich Apoptose und Nekrose besteht, wobei hohere Konzentrationen eher Apoptose und
niedrige Konzentrationen eher Nekrose auszuldsen scheinen. Beziiglich der Salzséure erscheint
dagegen das zytotoxische Potential sich deutlicher in Richtung Nekrose zu verschieben, auch
wenn die Verdachtsmomente nur durch ein Langzeittestsystem belegt werden konnen. Insgesamt
muss man kritisch beleuchten, dass die festgestellten Effekte relativ gering ausfielen und nur
wenige der Messergebnisse eine Signifikanz zeigten. Bei schon erwdhnter geringer statistischer
Aussagekraft aufgrund der geringen Probenanzahl und der Inhomogenitdt der Proben miissen die
Ergebnisse als Verdachtsmomente interpretiert werden und eher als Orientierung fiir
Folgeversuche dienen. Weiterhin wére es denkbar, dass die Testsubstanzen zu stark verdiinnt

wurden. Die Testung mit unverdiinntem Magensaft war aufgrund der begrenzten verfiigbaren
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Menge des Saftes in dieser Arbeit nicht moglich. Wichtig ist anzumerken, dass aufgrund der im
Vorversuch dargestellten Pufferwirkung des eingesetzten Mediums die pH-Wert-vermittelte
Nekrose/Apoptose weitestgehend ausgeschlossen wurde, da diese nicht Teil der Untersuchungen
sein sollte. Ziel war die direkte Zyto- und Gentoxizitidt der Magenséfte sowie der Salzsdure als
Hauptbestandteil derselben ohne EinfluB des pH-Wertes. Dennoch ist die Wirkung des pH-
Wertes nicht zu unterschétzen. Bei physiologischen Abldufen wird zwar auch im Gewebe des
Osophagus und Larynx der Magensaft durch Muzinproduktion gepuffert, dennoch treten in-vivo
stirkere pH-Wert-Verschiebungen wihrend des Refluxes auf [82, 198].

Hinzu kommt, dass das zeitliche Schidigungsmuster in den Tests nicht der in-vivo auftretenden
schwankenden Exposition entspricht [198]. Diesbeziiglich konnte mittels zwei der drei
Testsysteme zur Beurteilung von Kurzzeitschidden im Zeitintervall von zwei bis drei Stunden der
Belastung eine Konzentrationsabhédngigkeit der Apoptoseraten/-indices nachgewiesen werden.
Dies konnte darauf hinweisen, dass die Konzentration der Magenséfte nur bei kurzzeitiger
Exposition einen Einfluss auf die Apoptose hat und sich diese Effekte bei Langzeitbelastung
nivellieren. Bei den physiologischen pulsatilen Belastungsepisoden konnte dies von Bedeutung
sein. Ein entsprechend modifiziertes Belastungsmuster konnte in zukiinftigen Tests hier weitere
Klarheit bringen.

Zum Anderen konnte von Nachteil sein, dass die Tests methodenbedingt nicht an Osophagus-
oder Larynxepithelien durchgefiihrt werden konnten. Von Larynxepithelzellen ist bekannt, dass
diese sehr sensibel auch auf geringe pH-Wert-Verschiebungen reagieren. So konnte im
Tierversuch ein dreimal pro Woche auftretender laryngopharyngealer Reflux Mukosaschiden
verursachen [107, 113]. Die laryngopharyngeale Mukosa erscheint im Vergleich zu der des
Osophagus deutlich sensibler, was sich in einer prolongierten Heilungsdauer von bis zu sechs
Monaten duflert [114]. Zudem fehlen den Larynxepithelien wichtige Schutzmechanismen, wie
die Steigerung der Sdure-neutralisierenden Bikarbonatproduktion [115]. Andere Testsysteme
oder eine Weiterentwicklung der bestehenden konnten in Zukunft diese Umstinde mit
beriicksichtigen und spezifischere Ergebnisse beitragen.

Ein weiterer Schadigungsmechanismus, welcher durch Verwendung von ex-vivo Tests an
Zelllinien nicht erfasst wird und welcher pH-Wert-abhéngig ist, ist die Zell-, Epithel- und
Gewebsschiadigung durch das, im sauren Milieu aktivierte, Pepsin. Die durch Zerstorung des
interzelluldren Junktionskomplex hervorgerufenen Schiden kdnnten nur durch in-vivo oder ex-
vivo Gewebetests erfasst werden [116].

Der epidemiologische = Zusammenhang zwischen Reflux des Magensaftes und

Osophagusadenokarzinom bzw. Larynxkarzinom ist dennoch nachgewiesen [59, 107, 118, 131,
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139-142]. Mehrere Autoren postulieren einen chronisch-inflammatorischen Zusammenhang
zwischen dem Adenokarzinom des Osophagus und der Refluxerkrankung. Gestiitzt wird diese
Annahme durch die epidemiologische Beobachtung entartender Barrett-Metaplasien [39, 134].
Die Ergebnisse der Nekrosetestung dieser Arbeit sind nicht in der Lage die Hypothese der
entzlindlichen Genese zu stiitzen. Der proinflammatorische Mechanismus des Magensaftes bzw.
der Magensiure scheint eher {iber eine Induktion von Entziindungsmediatoren zu funktionieren.
Hierzu existieren Untersuchungen, welche zeigen konnten, dass ein niedriger pH-Wert
proinflammatorische Pathways in Geweben aktivieren kann [199]. Ein saures Milieu ruft in
Osophaguszelllinien eine StreBantwort iiber Induktion von Proliferation und Inflammation sowie
Hemmung von Differenzierung hervor [133, 200, 201]. Bei Langzeitexposition, kann es auch zu
einer Hemmung der Proliferation und somit zu einer verzogerten Wundheilung kommen [202].
Siureexposition von Osophaguszellen induziert eines der zentralen inflammatorischen Enzyme -
die Zyklooxygenase 2 ebenso wie weitere Schliisselenzyme, welche auch mit einer
inflammatorischen Osophaguskrebsentstehung in Verbindung gebracht werden [133, 200, 201].
Auch der Krebs-protektive Effekt nicht-steroidaler Antirheumatika als Hemmer der
Zyklooxygenase-2 ldsst eine inflammatorische Genese vermuten [135].

Ylitalo et al. konnten auch in laryngealen Fibroblasten in-vitro eine S&dureexpositionszeit-
abhingige Verdnderung des Genexpressionsmusters diverser Wachstumsfaktoren bzw.
proinflammatorischer Gene feststellen, sodass eine entziindliche Genese hier nicht sicher

auszuschlieen ist [203].
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5.3  Ergebnisse der Gentoxizititsuntersuchungen

5.3.1 Mikrokerntest

Die Untersuchungen der Gentoxizitit der fiinf Magensdfte als Probengruppe mittels
Mikrokerntest dieser Studie ergaben zwar eine im Mittel hohere Mikrokernrate als die der
Negativkontrolle, konnten jedoch hierbei keine signifikanten Ergebnisse aufzeigen. Dennoch
resultieren aus diesem Ergebnis Verdachtsmomente, dass die Magenséfte ein gentoxisches
Potential aufweisen und dies schon nach einer Belastung von 24 Stunden. Es zeigte sich jedoch
im Gegensatz zu den Ergebnissen der Apoptose- und Nekrosetestung ein grof3er
interindividueller Unterschied der Gentoxizitit zwischen den Einzelproben, was fiir die
Inhomogentitdt der Proben hinsichtlich deren gentoxischen Potential spricht. Welcher
Bestandteil der Magensifte letztendlich fir das MaB3 der Gentoxizitidt der einzelnen Proben
verantwortlich ist, bleibt anhand der durchgefiihrten Untersuchungen weiter unklar. Dennoch
erscheint der Test hervorragend geeignet interindividuelle Unterschiede zu identifizieren, was
eine Applikation als klinisches Testsystem zum Abschdtzen des individuellen Krebsrisikos
ermdglichen konnte.

Die Ergebnisse der Mikrokernratenbestimmung der Salzséure verhielten sich dhnlich. Auch hier
konnte diese Studie eine, wenn auch nicht signifikant, gesteigerte Gentoxizitit im Vergleich zur
Negativkontrolle ermitteln. Interessanterweise lie sich eine signifikante Abhéngigkeit der
Gentoxizitdt der Salzsdure von der Belastungszeit nachweisen. So fanden sich schon ab zweiten
Tag hohere Werte als die Negativkontrolle und ab dem fiinften Tag der Belastung deutlich
erhohte Mikrokernraten. Dies konnte darauf hinweisen, dass die gentoxischen Effekte nach

einem langen oder wiederholten Belastungszeitraum zum tragen kommen.

5.3.2 Diskussion der Ergebnisse des Mikrokerntests mit der wissenschaftlichen Literatur

Der Mikrokerntest ist ein kostengiinstiges und einfach zu handhabendes Verfahren zur Priifung
der Gentoxizitit. Er hat den Vorteil der leichten Wiederholbarkeit. Thm obliegt der Vorteil der
quasi unbegrenzten Zahl auswertbarer Zellen. Zudem ist man mittels dieses Tests in der Lage,
den Gesamteinfluss auf die Gentoxizitit der schidlichen Noxen zu beurteilen. Die Ergebnisse
muss man dennoch kritisch betrachten, da er trotz international anerkannter Kriterien zur
Auswertung eine subjektive Betrachtungsweise der Kriterien zugrunde legt.

Die aus dieser Arbeit resultierenden Verdachtsmomente hinsichtlich Gentoxizitit werden
bestdtigt durch die Ergebnisse von Jolly et al. [204]. Die Arbeitsgruppe konnte einen direkt
DNA-Schiden-verursachenden Effekt des Magensaftes Expositionszeit-abhingig mittels Comet-
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Assay an Osophaguszelllinien aufzeigen. Hamsterfibroblasten sind zwar eine, fiir den
Mikrokerntest akzeptierte, Standardzelllinie, dennoch ist es auch moglich, dass Larynx- oder
Osophaguszelllinien eine groBere Sensibilitit gegeniiber den Testsubstanzen aufweisen. Ein
sekundéres Testverfahren mit gleichem Endpunkt in Kombination zum Mikrokerntest wie z.B.
der Comet-Assay konnte dieser Situation Rechnung tragen. In der erwdhnten Arbeit von Jolly et
al. wurden DNA-Schédden erst durch pH-Werte unter 4,5 verursacht [204]. Da eine pH-Wert-
Verschiebung in dieser Arbeit weitestgehend ausgeschlossen wurde, ist es zum einen moglich,
dass in den Ergebnissen dieser Arbeit ein anderer gentoxischer Schidigungsmechanismus vorlag
oder dass ein geringerer pH-Wert die beobachteten Langzeitschiden zu triggern vermag.

Der protektive Effekt von Protonenpumpeninhibitoren auf die Entartung von Barrett-Metaplasien
unterstreicht den negativen Einfluss der pH-Wertverschiebung in den sauren Bereich auf die
Osophageale Krebsentstehung [106, 133]. GroBer angelegte Folgestudien konnten diesen
Sachverhalt gezielt untersuchen.

Beim Larynxkarzinom wird klinisch eher selten vor Entstehung eine chronische Laryngitis
beobachtet [164, 165]. Moglicherweise differiert der laryngopharyngeale Mechanismus von dem
der Osophagealen Krebsentstehung und die iberwiegend diskutierte inflammatorische
Komponente tritt in den Hintergrund. Die Verdachtsmomente resultierend aus den Ergebnissen
der Gentoxizititspriifung sowie die nachweisbaren interindividuellen Unterschiede bestéitigen
indirekt die Ergebnisse der epidemiologischen Situation. Die grofle Inhomogenitit der einzelnen
Magensifte bei der Untersuchung auf Gentoxizitit weist mdglicherweise auch auf andere
gentoxische Bestandteile des Magensaftes hin. Eventuell sind die Bestandteile des Magensaftes
selbst auch nicht die direkten Karzinogene, sondern agieren als Kokarzinogen fiir andere
Substanzen. Adams et al. postulieren anhand ihrer Untersuchungen eine derartige kokarzinogene
Wirkung der Magensdure [205]. Sie untersuchten iiber 18 Wochen an Hamsterwangen die
Entstehung maligner Tumoren unter EinfluB von Dimethylbenz-[a]-anthrazen (DMBA),
Salzsdure, Pepsin und Salzsdure, DMBA plus Salzsdure sowie DMBA plus Pepsin und
Salzsdure. Krebs entwickelte sich nur in Anwesenheit des Karzinogens DMBA, jedoch hiufiger
in den Gruppen, in welchen mit Salzsdure kombiniert wurde. Fiir einen kokarzinogenene Effekt
von Zigarettenrauchkarzinogenen bei der Entstehung vom dsophagealen Adenokarzinom spricht
die erhohte Risikoreduktion bei Rauchern durch Nahrungsmittel, welche reich an Vitaminen
sowie den Spurenelementen Zink und Eisen sind [138].

Die Gruppe in Frage kommender chemischer krebsauslosender Stoffe, die {iber
Lifestylekomponenten, wie Zigaretten-, Alkohol- und Kaffeekonsum, auf die Mukosa des

Larynx, Pharynx und Osophagus einwirken, ist groB. So enthilt Zigarettenrauch ca. 61
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verschiede Karzinogene [206]. In gerostetem Kaffee wurden iiber 1000 verschiedene
Chemikalien nachgewiesen, von denen 19 bisher im Tierversuch als karzinogen eingestuft
werden konnten [207]. Eine weitere grole Gruppe chemischer Noxen ingestiert der Mensch tiber
Nahrungsmittel. Wahrscheinlich ist, in Gewicht und Anzahl, die Mehrheit aller iiber
Nahrungsmittel aufgenommenen Chemikalien natiirlicher Herkunft und nur ein kleiner Bruchteil
vom Menschen kiinstlich erzeugt. Dabei sind etwa die Hailfte aller bisher getesteten
Nahrungsmittelchemikalien in Tierversuchen in ihrer maximal tolerablen Dosierung
krebsauslosend, wobei man davon ausgeht, dass nur etwa 7% der im Tierversuch als
krebserregend eingestuften Chemikalien beim Menschen gleichfalls karzinogen wirken [149,
208]. Beim Zubereiten und Erhitzen von Nahrungsmitteln entstehen eine Reihe kanzerogener
Stoffe, wobei drei Hauptgruppen zu erwidhnen sind: Nitrosamine, formiert aus Stickoxiden,
heterozyklische Amine, gebildet aus Aminosduren und Proteinen und polyzyklische
Kohlenwasserstoffe in verkohltem Fleisch [149, 207, 209, 210]. Furfural und dhnliche Furane,
geformt aus erhitzten Zuckern, Epoxide bzw. Hydroperoxide sowie ungesittigte Aldehyde aus
erhitztem Fett konnen ebenfalls mutagene Effekte ausiiben und auf diese Weise von Bedeutung
in laryngopharyngealen oder dsophagealen Krebsentstehung sein [208]. Welche der Substanzen
letztendlich am stirksten in Kombination mit dem Magensaftreflux die Entstehung der
laryngopharyngeale oder Osophageale Entititen beeinflusst, bleibt Gegenstand zukiinftiger

Forschungsarbeiten.
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5.4

Zukiinftiger Forschungsbedarf

Da epidemiologische Studien sowohl fiir das Adenokarzinom des Osophagus als auch fiir das

laryngopharyngeale Karzinom die gastro- und extradsophageale Refluxerkrankung als

unabhéngigen Risikofaktor identifizieren konnten und die Inzidenzen der genannten Entititen

steigern, entsteht weiterhin der Bedarf den kausalen Mechanismen auf den Grund zu gehen. Aus

den Ergebnissen dieser Arbeit ergeben sich Ansitze fiir zukiinftige Studien:

Die Uberpriifung der aus dieser Arbeit resultierenden Verdachtsmomente mit groBerem
Probenumfang

Die Untersuchung des Einflusses des pH-Wertes auf Apoptose, Nekrose und Gentoxizitit
in den in dieser Studie verwendeten Testsystemen.

Die Untersuchung der Effekte der Magenséfte/Salzsdure in Kombination mit anderen
Karzinogenen zur Priifung der Kokarzinogenitat.

Die Priifung der Magensifte/Salzsdure in anderen Konzentrationen (unverdiinnt).

Die Priifung der Magensifte/Salzsdure mit prolongierter oder verkiirzter Belastungszeit
beziehungsweise unterschiedlichen Belastungszeitmustern.

Die Priifung der verwendeten Testsubstanzen in anderen etablierten ex-vivo/in-vitro-
Tests, moglicherweise unter Verwendung von Osophagus- oder laryngopharyngealen
Zelllinien oder Geweben.

Die Priifung der verwendeten Testsubstanzen in-vivo im Tierversuch mit der Moglichkeit
des erweiterten Screenings (Entziindungsparameter, Histologie, Immunhistologie, etc.)
Die Priifung der Automatisierbarkeit der angewendeten Testverfahren, speziell des MK-
Tests und der FACS-basierten Tests, zur Anwendung als klinisches Testsystem zur

Abschitzung des individuellen Krebsenstehungsrisikos von Patientenmagensaft
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5.5  Schlussfolgerungen

In Anbetracht der in dieser Studie beobachteten Testergebnisse kann man schlussfolgern, dass
nach Kurzzeitbelastung Apoptose ein wesentlicher Schidigungsmechanismus des Magensaftes
sowie der Salzsdure als Bestandteil desselben ist. Dieser Sachverhalt erscheint
konzentrationsabhédngig. Nach ldngerfristiger Belastung resultieren starke Verdachtsmomente,
dass Salzsdure einen Nekrose- und Magensaft einen sowohl Nekrose- als auch Apoptose-
induzierenden Effekt hat. Hieraus resultiert wiederum ein gewisses Potential, nach lidngerer
Belastung eine Entziindungsreaktion hervorzurufen. Gentoxische Effekte scheinen zeitabhdngig
nach Langzeitbelastung aufzutreten. Hierfiir sprechen Verdachtsmomente resultierend sowohl
aus der Magensaft- als auch der Salzsduretestung. Anhand der Ergebnisse muss man postulieren,
dass weitere Bestandteile der Magensifte moglicherweise verantwortlich fiir die gentoxischen
Effekte sind. Insgesamt ist dem Magensaft und der Salzsdure mehr als ein
Schidigungsmechanismus zuzuschreiben, wobei die Art und das Ausmal} der Schidigung zeit-
und konzentrationsabhédngig zu sein scheinen. Somit kommt die chronische Exposition des
Magensaftes als mafigebliches kanzerogenes Moment fiir den pharyngolaryngodsophagealen
Gastrointestinaltrakt in Frage. Dariiber hinaus eignen sich moglicherweise die dargestellten
Testsysteme zum Screening, also zur Abschitzung des individuellen Risikos der Entstehung
refluxassoziierter Entitdten. Vor allem die FACS-basierten Tests wiren leicht in die klinische
Labordiagnostik tibertragbar, da das FACS-Verfahren automatisierbar und in der klinisch-
immunologischen Diagnostik bereits etabliert ist.

Weiterreichende Studien hinsichtlich des Einflusses unterschiedlicher Belastungszeitmuster, der
Kokarzinogenitdt des Magensaftes sowie der Salzsdure mit einer grofleren Zahl an Proben sind

notwendig, um die aus dieser Arbeit resultierenden Fragen zu klaren.
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6. Zusammenfassung

Trotz jahrzehntelanger Bemiihungen, ist es bisher nur teilweise gelungen, die komplexen
Ablaufe der Krebsentstehung zu verstehen. Das Mehrstufenmodell der Kanzerogenese ist
weitestgehend wissenschaftlich akzeptiert. Hierbei kommt es in mehreren Schritten zuziiglich zu
moglicherweise vererbten Mutationen zum Anhdufen (epi-)genetischer Verdnderungen in v.a.
zellteilungsregulierenden und -kontrollierenden oder DNA-Reparaturgenen. Es resultiert eine
vom Organismus sich unkontrolliert teilende Zelle. Die so entstehende Zellmasse iiberwindet
Wachstumsbarrieren, kann Angiogenese induzieren und eventuell Fernabsiedlungen ausbilden.
Ergebnisse von Studien der letzten Jahre legen dariiber hinaus nahe, dass inflammatorische
Prozesse in der Krebsentstehung eine unterhaltende, begiinstigende und auch initiative Wirkung
haben. Enziindungen konnen hierbei aus biologischen, chemischen und physikalischen Noxen
resultieren. Im oberen Respirations- und Gastrointestinaltrakt sind in den letzten Jahrzehnten
trotz zum Teil sinkendem Nikotin- und Alkoholkonsum deutlich steigende Raten des
Larynxkarzinoms sowie des Adenokarzinoms des Osophagus beobachtet worden.
Epidemiologische Studien konnten eine Schidigung durch Magensaft in Form von gastro- und
extradsophagealem Reflux als unabhéngigen Risikofaktor identifizieren. Anhand der derzeitigen
Studienlage jedoch bleibt unklar, welcher Schadigungsmechanismus hierbei zum Tragen kommt.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es anhand unterschiedlicher in-vitro Testsysteme pH-Wert
unabhingig sowohl das gentoxische als auch das zytotoxische Potential des Magensaftes zu
untersuchen. Im  Rahmen der  Zytotoxizitétstests sollte  hierbei  zwischen
entziindungsinduzierender Nekrose und verschiedenen Endpunkten der Apoptose differenziert
werden.

Es wurden von fiinf gesunden Patienten gastroskopisch Magensaftproben gewonnen. Diese
Magensaftproben ebenso wie 0,1 N Salzsdure als Hauptbestandteil des Magensaftes wurden in
den Konzentrationen 1:10, 1:20 und 1:40 in fiinf unterschiedlichen Tests auf Zytotxizitét gepriift.
Zur Differenzierung zwischen Apoptose- und Nekroserate kamen der Propidiumjodidtest, der
Mitochondrienmembranpotentialtest und der Annexintest zur Anwendung. CDD'-ELISA und
der Caspaseassay dienten allein der Bestimmung des Apoptosepotentials. AuBer dem CDD'-
ELISA sind alle angewandten Testsysteme FACS-basiert. Der Propidiumjodidtest und der
Mitochondrienmembranpotentialtest bezogen sich, bedingt durch den Zielpunkt der Tests in der
Apoptosekaskade, auf langfristige Belastungszeitrdume von 24 Stunden (MMP auch 48 Stunden
und nur Magensaft), wahrend mittels der iibrigen Testsysteme kurzfristige Belastungszeitraume
von zwei bis drei Stunden analysiert wurden. Zur Untersuchung der Gentoxizitdt von Magensaft

und Salzsdure kam der Mikrokerntest zum Einsatz. Die Mikrokernrate der Salzsdure wurde liber
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acht Tage Belastung untersucht um mogliche Langzeitwirkungen aufzudecken. Die Belastung
mit den fiinf Magenséften erfolgte liber 24 Stunden.

Aus den Zytotoxizititstests resultieren starke Verdachtsmomente, dass Magensaft nach
Kurzzeitbelastung in der Lage ist, die Apoptose zu steigern (Annexintest, CDD'-ELISA), ohne
einen entsprechenden Einfluss auf die Nekrose auszuiiben. Im Caspasetest war dieses Ergebnis
fiir die Konzentration 1:10 signifikant (p=0,044). Der Effekt erscheint konzentrationsabhéingig,
sodass eine hohere Konzentration in einer stirker ausgepriagten Apoptose resultiert (Annexin-
Test p=0,042; Caspasetest p=0,012.) Nach Langzeitbelastung mit Magensaft resultieren ebenfalls
Verdachtsmomente, jedoch keine signifikanten Ergebnisse einer Erhéhung von Apoptose und
Nekrose (Propidiumjodidtest: Konzentrationen 1:10 erhohte Apoptose, 1:40 erhohte Nekrose
nach 24 Stunden; MMP-Test: erhohte Nekrose nach 24 Stunden). Signifikante interindividuelle
Unterschiede waren in den Zytotoxizitétstests nicht festustellen. Nach Kurzzeitbelastung mit
Salzsdure resultieren ebenfalls Verdachtsmomente einer gesteigerten Apoptose (Annexintest,
Caspasetest) nicht jedoch der Nekrose. Dieses Ergebnis war im CDD'-ELISA in den
Konzentrationen 1:5 (p=0,002) und 1:10 (p=0,041) signifikant. Nach Langzeitbelastung
resultieren Verdachtsmomente einer Nekroseinduktion (Propidiumiodidtest). Die Ergebnisse der
Salzséduretests waren nicht konzentrationsabhéngig. In der Gentoxizitdtspriifung nach 24 Stunden
zeigen die Magensifte signifikant inhomogene (Magensaft (MS) 2 versus MS1 p=0,016, MS4
p=0,045, MS5 p=0,027) und zum Teil deutlich gesteigerte Mikrokernraten. Signifikanz
gegeniiber der Negativkontrolle war dennoch nicht nachzuweisen. Die Gentoxizititspriifung der
Salzsdure zeigt eine belastungszeitabhiangige (p=0,001) Steigerung der MK-Rate ab dem zweiten
Tag mit einem Maximum nach fiinf Tagen jedoch ohne Signifikanz gegeniiber der
Negativkontrolle. Hieraus resultiert ein entsprechendes Verdachtsmoment der Gentoxizitt.

Dies ist die erste Studie, welche pH-Wert-unabhingige Schiadigungsmechanismen des
Magensaftes und somit dessen Rolle in der Kanzerogenese des oberen Gastrointestinaltraktes
beleuchtet. Trotz der geringen Probenzahl konnten wir eine konzentrationsabhingige
Apoptoseinduktion nach Kurzzeitbelastung nachweisen. Hinsichtlich der Langzeitbelastung
bestehen starke Verdachtsmomente einer Apoptose- und Nekroseinduktion sowie einer
belastungszeitabhingig gesteigerten direkten Gentoxizitdt. Anhand der Ergebnisse wird es
moglich, groBer angelegte Studien zu planen sowie in naher Zukunft diagnostische, FACS-
basierte Routineverfahren zur individuellen Risikoabschédtzung der Krebsentstehung im oberen
Gastrointestinaltrakt zu entwickeln. Durch Aufdecken der potentiell reversiblen

Schadigungsmechanismen wird es zudem moglich, neue Therapiestrategien zu entwickeln.
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