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Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1. Umwelteinflisse und Kanzerogenese

Maligne Tumoren stehen heute in der Statistik der Todesursachen an zweiter Stelle
[Statistisches Bundesamt, 2003]. Durch den Rickgang anderer Krankheiten und
aufgrund der zunehmenden Lebenserwartung haben Tumoren mehr Zeit sich zu
entwickeln. Bel der Krebsentstehung kommt es zu einem unkontrollierten
Wachstum von Korperzellen, das auf einer Veranderung des genetischen Materials
beruht. AuRere Faktoren, wie Fremdstoffe, Umwelteinfliilsse und verschiedene
Lebensgewohnheiten, Erndhrungsverhalten oder Tabakkonsum, spielen eine
wichtige Rolle. Obwohl exogene Faktoren als Ausléser einer Tumorerkrankung
gelten, kann doch die individuelle Empfindlichkeit gegentber bestimmten Noxen je
nach genetischer Disposition unterschiedlich sein [Cloos et al., 1996]. So gibt es
Abweichungen bei der Reparaturkapazitdt von DNA-Schéden [Mohankumar et al.,
2002]. Auch wirken die meisten Stoffe nicht als solche Erbgut verandernd, sondern
bendGtigen eine metabolische Aktivierung durch den Organismus. Diesen Vorgang
bezeichnet man als Biotransformation. Die an Phase | und |11 dieses Metabolismus
beteiligten Enzyme, wie das Cytochrom P-450-System [Hong und Yang, 1997]
bzw. die Glutathion-S-Transferasen [Kihara et al., 1997] oder die Alkohol-
Dehydrogenase 3 [Coutelle et al., 1997], konnen individuelle Unterschiede
aufweisen [Eisenbrand und Metzler, 2002].

Fur zahlreiche Stoffe aus unserer Umwelt, die zum Beispiel als Dampf oder in
Form von Staub eingeatmet werden, stellen die Mukosazellen des oberen
Aerodigestivtraktes das primére Kontaktorgan dar. Will man die karzinogene
Wirkung bestimmter Substanzen auf humane Zellsysteme untersuchen, sind daher
diese Mukosazellen als Zielorgan der Kanzerogene von Bedeutung.

Zur Abschédtzung des Risikos, an einem malignen Tumor zu erkranken, muss also
sowohl die Wirkung von &aul3eren Kanzerogenen, als auch die individuelle,

genetisch bedingte Empfindlichkeit des Einzelnen bertcksichtigt werden. Fir die
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Pravention von Krebserkrankungen ist also die Entwicklung von spezifischen

Testsystemen zur Evaluierung des individuellen Risikoprofils wiinschenswert.

1.2. Anforderungen an ein Testsystem zur lebensnahen

Untersuchung von Genotoxizitat

Viele Menschen sind durch Umwelteinfliisse oder die Exposition am Arbeitsplatz
einer erhohten Belastung durch Schadstoffe ausgesetzt, die eine Erbgut schédigende
Wirkung haben kdénnen. Bel den Schadstoffen kann es sich sowohl um synthetisch
hergestellte, als auch um natlrlich vorkommende Stoffe handeln. Eine Substanz,
die eine Veranderung der DNA bewirkt, wird as genotoxisch bezeichnet.
Genotoxische Substanzen sind in der Lage, genetische Information zu verandern.
Genotoxizitdt stellt sich dar in DNA-Veranderungen wie Einzelstrang- und
Doppelstrangbrtichen, Punktmutationen und Chromosomenveranderungen. Auch
der Entstehung von bosartigen Tumoren liegt eine DNA-V eranderung zugrunde.
Um die Auswirkung solcher genotoxischen Stoffe abschétzen zu konnen, ist es
notig ein Testsystem zu entwickeln, das DNA-Schdden an humanen Zellen
aufzeigen kann und in der Lage ist, eine wiederholte oder chronische
Fremdstoffexposition zu simulieren. In einigen Modellen wurde der Einfluss
genotoxischer Substanzen auf humane Zellsysteme gezeigt [Kleinsasser et 4.,
2000a; Faccioni et al., 2003; Harréus et al., 1999]. Dabei wurden einmalige
Fremdstoffinkubationen an separierten Mukosazellen vorgenommen. Auf diese
Weise kann man Ruickschlisse auf mogliche genotoxische Wirkungen einer
Substanz auf den Iebenden Organismus ziehen.

Jedoch haben Einzelzellen eine eingeschrankte Stoffwechselfunktion [Teissier et
al., 1998]. Im Vergleich zu Zellen im Zellverband besitzen sie eine andere
genotoxische Sensitivitét und eingeschrankte DNA-Reparaturmechanismen. Fihrt
man die Tests an isolierten Lymphozyten durch [Kleinsasser et al., 2000b], so muss
man berlcksichtigen, dass diese Zellen nicht aus dem priméaren Kontaktorgan eines
Xenobiotikums stammen. Mdoglicherweise sind Lymphozyten den Metaboliten,

nicht aber dem Fremdstoff in seiner urspriinglichen Form ausgesetzt. Ebenso wird
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bei der Einzelzellinkubation von Mukosazellen oder Lymphozyten eine Reparatur
von DNA-Schéden nicht nachgewiesen. Entsprechende Reparaturintervalle fehlen,
die Ergebnisse geben insofern nur einen momentanen Status von Schadigung und
gleichzeitiger Reparatur wahrend der Schadigung an.

Bei in vivo Studien ist es demgegeniber schwierig, Rickschltisse auf Ausmal3 und
Art der durch ein bestimmtes Xenobiotikum hervorgerufenen Schédigung zu
ziehen, da das einzelne Individuum verschiedenen Stoffen der Umwelt gleichzeitig
ausgesetzt ist und genauere I nformationen Uber friihere X enobiotikaexpositionen in
ungeniigend quantifizierbarem Ausmal3 vorliegen.

Im Gegensatz zu den Beobachtungen in vivo kénnen die Bedingungen fir in vitro
Versuche standardisiert werden. Daher soll in der vorliegenden Arbeit versucht
werden, ein in vitro Modell zur wiederholten Inkubation humaner Mukosazellen zu
etablieren, das den wahren Bedingungen fir die Aufnahme von Xenobiotika Uber
den oberen Aerodigestivtrakt moglichst nahe kommt. Durch ein solches System
liele sich die wiederkehrende oder chronische Exposition eines Individuums
gegenuber einem Schadstoff nachahmen.

Die fUr die Versuche verwendete Schleimhaut wurde durch Abtragung von Mukosa
vom unteren Nasenschwellkdrper gewonnen. Diesen Eingriff flhrte man bei
Patienten mit einer Nasenatmungsbehinderung aufgrund einer
Nasenmuschelhyperplasie durch. Um den Bedingungen im lebenden Organismus
maoglichst nahe zu kommen, wurden die Zellen in ihrem nattrlichen Zellverband
belassen und in Form von ca 1 mm® Schleimhautstiicken, sogenannten
Miniorganen untersucht. Die Gewinnung von Miniorgankulturen aus nasaler
Schleimhaut stellt eine modifizierte Methode dar, die im Original von Steinsvag
beschrieben worden war [Steinsvag et al., 1991]. Zur quantifizierenden Darstellung
der durch die Testsubstanzen hervorgerufenen DNA-Schéden diente die Einzelzell-
Mikrogelelektrophorese, die wegen der Bildung von typischen kometenférmigen
DNA-Konglomeraten in der Literatur als Comet Assay bekannt wurde. Der Comet
Assay dtellt eine von Oestling und Johanson entwickelte Methode zur
Untersuchung von DNA-Migration dar [Oestling und Johanson, 1984]: Durch
Einzel-Strang-Briiche herausgeloste DNA-Fragmente wandern durch elektrische
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Polarisierung Richtung Anode und konnen spéter durch Fluoreszenzfarbung
sichtbar gemacht werden.

Ein Ziel der Studie war es, zu prufen, ob der Comet Assay auch bei Zellen aus
Organkulturen des oberen Aerodigestivtraktes Anwendung finden kann und ob
durch Verbindung der beiden Methoden eine Mdglichkeit besteht, die Wirkung
genotoxischer Substanzen auf den Organismus nachzuweisen. Die Verbindung der
beiden Methoden bietet die Mdglichkeit DNA-Schéaden nach mehrmaliger
Fremdstoffinkubation und dazwischen liegenden Reparaturintervallen zu
betrachten.

1.3. Testsubstanzen

Als Testsubstanzen wurden Vertreter aus verschiedenen Gruppen typischer
Umweltnoxen gewahlt: N-Nitrosodiethylamin (NDEA) fur die Nitrosamine,
Natriumdichromat (N&Cr,0O;) fur die Chromverbindungen, Mono(2-Ethylhexyl)-
Phthalat (MEHP) fir die Phthalate und Benzo[a]pyren-Diolepoxid (BPDE) fir die
polyzyklischen Kohlenwasserstoffe. Als Negativkontrolle diente Dimethylsulfoxid
(DM SO0) und als Positivkontrolle N-Methyl-N‘-Nitro-N-Nitrosoguanidin (MNNG).

1.3.1. Nitrosoverbindungen

N-Nitrosodiethylamin (NDEA) gehort zur Gruppe der Nitrosamine. Sie entstehen
durch eine Reaktion von Nitrit mit Aminen, die vor allem im sauren Milieu
stattfindet. Nitrit wird durch Reduktion von Nitrat mit Hilfe des Enzyms
Nitratreduktase gebildet.

Nitrate befinden sich in einigen Dingemitteln und somit auch im Trinkwasser und
verschiedenen pflanzlichen Lebensmitteln. Vor allem Salat, Spinat oder rote Beete
haben einen hohen Anteil an Nitrat. Bereits im Speichel wird daraus eine grofl3e
Menge Nitrit gebildet. Nitrit wird zum Beispiel eingesetzt in der
Lebensmittelherstellung zur Erhaltung der roten Farbe von Fleisch, da es die

Umwandlung von Myoglobin zu Oxymyoglobin verhindert.
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Sind in Lebensmitteln beide Ausgangsstoffe Nitrit und Amine enthalten, kann es
besonders bei der Erwdrmung zur Bildung von Nitrosaminen kommen. Amine sind
in hoherer Konzentration beispielsweise in Kése und Fisch enthalten und entstehen
aul3erdem beim Braten und Schmoren durch Abbau von Aminosduren. Nitrosamine
sind also bereits in Fisch, gepokeltem oder gerduchertem Fleisch und in Kéase
enthalten. Neu entstehen kdnnen sie sowohl bei der Zubereitung von Speisen durch
Erwérmen als auch im menschlichen Kdorper, vor allem im sauren Milieu, wie in
Magen und Speichel. Auch in Tabakrauch sind erhebliche Mengen von
Nitrosaminen enthalten.

Um ihre karzinogene Wirkung entfalten zu kénnen, miissen Nitrosamine durch das
Cytochrom P-450 System aktiviert werden [Hecht, 1997]. Dabei findet zunéchst
eine Cytochrom P-450 abhangige Hydroxylierung statt, in deren Verlauf das
eigentliche Karzinogen, ein elektrophiles Alkylkation entsteht.

Bei allen getesteten Tierarten erweisen sich Nitrosamine als kanzerogen [Brown,
1999]. Epidemiologisch  wurde ein Zusammenhang von Nitrosaminen mit
Kanzerogenese im Bereich von Osophagus- und Magenschleimhaut beschrieben:
So konnte zum Beispiel ein erhdhtes Risiko fur Magenkarzinome nach dem
Verzehr von gepokeltem und gegrilltem Fleisch festgestellt werden [De Stefani et
al., 1998]. Eine italienische Fall-Kontroll-Studie zeigte einen Zusammenhang
zwischen Nitrosaminen in der Nahrung und dem Auftreten von Magenkrebs [La
Vecchiaet a., 1995]. Eine erhthte Belastung des Trinkwassers trat zusammen mit
einer erhdhten Inzidenz von Magenkarzinomen auf [Morales-Suarez-Varela et al.,
1995]. Auch bei der Untersuchung von Enzymsystemen nasaler Schleimhaut
wurden Nitrosamine im Tierversuch als kanzerogene Testsubstanzen eingesetzt
[Bereziat et a., 1995].

Eine weitere Gruppe der Nitrosoverbindungen stellen Nitrosamide wie N-Methyl-
N‘-Nitro-N-Nitrosoguanidin (MNNG) dar. Nitrosamide sind direkt alkylierende
Substanzen. Es handelt sich um monosubstituierte Acylamide, die aufgrund ihrer
alkaliempfindlichen Eigenschaften auch ohne enzymatische Hydrolyse reaktive
Agenzien bilden. Durch Bindung an DNA-Basen kann eine fehlerhafte DNA-
Struktur hervor gerufen werden. MNNG stellt eine Modellsubstanz dar, die zur

experimentellen Darstellung von Karzinogenese oder Teratogenese verwendet wird.
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Daher besteht eine Exposition nur fir Beschéftigte in den jeweiligen
Forschungslaboren [IARC, 1974]. In experimentellen Studien war MNNG an der
Entwicklung bosartiger Veradnderungen der Magenschleimhaut beteiligt
[Tanakamaru et al., 1997; Aoyagi et al., 2000; Ohara et a., 2002].

1.3.2. Natriumdichromat

Natriumdichromat stellt eine sechswertige Chromverbindung dar und gehort zur
Gruppe der Metalle, die besonders bei industriellen Arbeitsprozessen vorkommen.
Als Ausgangsmaterial dient das Mineral Chromit. Toxikologisch relevant sind vor
alem dreiwertige und sechswertige Chromverbindungen. Chrom(1V)-
Verbindungen konnen besser durch die Zellmembranen gelangen. Intrazellulé&r
werden sie zu Chrom(l11) reduziert.

Chrom findet Verwendung in der Galvanoindustrie, zur Herstellung nicht rostender
Chromstéhle oder Keramikmetalle. Es ist aulerdem in Holzschutzmitteln,
Baustoffen, vor alem Beton, und Reinigungsmitteln enthalten. Eine erhohte
Konzentration durch Aufnahme Uber die Atemwege wird so mdglich. Die
Internationale Gesellschaft fur die Forschung gegen Krebs (IARC) stuft sehr leicht
in Wasser 16sliche Chromverbindungen wie Natriumdichromat in die Gruppe 2 der
krebserzeugenden Stoffe ein, das heifdt als wahrscheinlich kanzerogen [IARC,
1990].

Eine mutagene Wirkung chromenthaltender anorganischer Verbindungen wurde
vielfach nachgewiesen: So gentigen bei chronischer Verabreichung schon geringe
Dosen Natriumdichromat, um einen gewebeschadigenden Effekt herbeizufUhren,
der zur Kanzerogenese beitragen kann [Bagghi et al., 1997]. Ein Anstieg der
Lungenkrebsrate bei Ratten konnte gezeigt werden [Steinhoff et al., 1986], ebenso
wie ein genotoxischer Effekt auf Magenschleimhautzellen von Mensch und Ratte
[Pool-Zobel et al., 1994]. Einen Uberblick tber die durch Chromat induzierte
Genotoxizitét findet man bei Singh et al. [1998].
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1.3.3 Phthalate

Mono(2-Ethylhexyl)-Phthalat (MEHP) gehort zur Gruppe der Phthalate. Es stellt
das Abbauprodukt von Di(2-Ethylhexyl)phthalat (DEHP) dar, das im Korper mit
Hilfe des Enzyms Lipase zu Alkohol und MEHP umgewandelt wird. Phthalate
werden bei der Verarbeitung von Kunststoffen, besonders Polyvinylchlorid (PVC),
eingesetzt und dienen dazu, diese weich, biegsam und resistent gegeniber
Temperaturschwankungen zu machen. Sie kommen vor in Kinderspielzeug,
Babybeil3ringen, Farben, Lacken, Kosmetika, Pestiziden, Verpackungen und
medizinischen Produkten wie Filtermembranen, Blutbeuteln oder intravenGsem
Kathetermaterial. Im Laufe der Zeit kdnnen sie sich aus ihren urspringlichen
Materialien herauslésen und in die Umwelt oder in Kontaktstoffe Ubertreten. So
wurden sie zu ubiquitéren Arbeits- und Umweltstoffen [Fracasso et al., 1999].

Bei Nagetieren wirken Phthalate als Peroxisomen-Proliferatoren und regen so
Organwachstum und DNA-Synthese an. Dies konnte an Leberzellen nachgewiesen
werden [Huber et al., 1996]. Endgiltige Erkenntnisse tber direkte gesundheitliche
Schédigungen beim Menschen liegen noch nicht vor. Aufgrund von Studien gibt es
jedoch Hinweise auf eine Gesundheitsgeféahrdung. Ein antiandrogener bzw.
xenoostrogener Effekt kann aus einer wachstumsverstarkenden Wirkung der
Phthalate auf Zelllinien eines Mammakarzinoms abgeleitet werden [Blom et al.,
1998]. Eine Fall-Kontroll-Studie ergab eine steigende Hodenkrebsinzidenz bel
vermehrter PV C-Exposition [Hardell et al., 1997]. Bei Patienten, an denen eine
extrakorporale Blutoxygenation durch phthalathaltige Membranen vorgenommen
wurde, konnten zwar kurzzeitig erhohte Plasmaspiegel fiur diese Xenobiotika
festgestellt werden, Langzeitschéaden wurden jedoch nicht beobachtet [Karle et al.,
1997].

Diese Hinweise fiuhrten dennoch zu einem Verbot von Phthalaten in
Kinderspielzeug durch die Entscheidungen 1999/815/EG und 2003/368/EG der
Europdischen Union [ABI L 125, 2003].
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1.3.4 Polyzyklische aromatische Kohlenwassserstoffe

Bei Benzo[a]pyren-Diolepoxid (BPDE) handelt es sich um einen aus 5
Benzolringen bestehenden polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoff. Es ist
ein Metabolit von Benz[a]pyren (B[a]P), welches als Leitsubstanz fiur die Gruppe
der polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe (PAH) gilt. PAH werden
vorwiegend an Staub- und Ruf3partikel gebunden inhaliert. BPDE tritt in der
Umwelt vielseitig auf: bei der Mullverbrennung, in Tabakrauch, beim Grillen auf
offenem Holzfeuer, als Nebenprodukt beim Gief3en von Eisen und Stahl sowie bei
V erbrennungsprozessen in Heizkraftwerken bei unvollstandiger Verbrennung.

PAH werden durch Cytochrom P-450 abhéngige Polyoxygenasen aktiviert. Dabei
kommt es zur Bildung von DNA-Addukten. Diese sind in der Lage durch
promutagene Eigenschaften wéhrend der DNA-Replikation Mutationen auszuldsen.
Bereits 1936 wurde eine erhthte Mortditédsrate durch Lungen- und
Larynxkarzinome bei Gaswerks- und Kokereiofenarbeitern festgestellt [Kennaway
und Kennaway, 1936]. Inzwischen gilt BPDE unabhangig von der Art der
Applikation als potentes Kanzerogen. So konnte ein erhohtes Risiko fir
Pharynxkarzinome bei Arbeitern der Kohle- und Teerindustrie nachgewiesen
werden [Maier et al., 1994]. Bei der Untersuchung von Lymphozytenkulturen
wurden eine hohe Rate BPDE induzierter Strangbriiche sowie eine ineffiziente
DNA-Reparatur gezeigt [Wei et al., 1996]. Die IARC stuft es als Kanzerogen der
Stufe 2A ein [IARC, 2001].

1.4 Arbeitshypothese und Aufgabenstellung

Erbgut schadigende Umweltstoffe stellen einen Baustein bei der multifaktoriellen
Karzinogenese im oberen Aerodigestivtrakt dar. Um die Wirkung dieser Stoffe auf
die DNA zu quantifizieren, werden Vertreter verschiedener Stoffe auf ihr
genotoxisches  Potential  hin  untersucht: NDEA als Beispiel fir
Nitrosoverbindungen, Natriumdichromat als Reprasentant fur M etallverbindungen,
BPDE as Vertreter der polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe und
MEHP aus der Stoffgruppe der Phthalate.
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Als Untersuchungsmaterial dient nasale Schleimhaut, die fUr viele aus der Umwelt
aufgenommenen Stoffe das erste Kontaktorgan darstellt. Um maglichst Iebensnahe
Bedingungen nachzuahmen, erfolgt die Inkubation an strukturell intakten
Mukosazellen im Zellverband. Dieses Testsystem der Miniorgankulturen
ermoglicht auch eine wiederholte Inkubation von Zellen in ihren epithelialen
Strukturen mit zwischen geschalteten Reparaturintervallen.

In der vorliegenden Arbeit soll zum einen untersucht werden, ob die genannten
Stoffe Schaden an der Erbsubstanz in Form von Einzelstrangbrtichen hervorrufen,
zum anderen, ob Miniorgankulturen humaner Schleimhaut zur repetitiven
Inkubation mit Fremdstoffen herangezogen werden kénnen und ob sie sich nach
mehrfacher Inkubation zur Schédigungsanalyse in einem Mikrogel-Elektrophorese—
Assay eignen. Weiterhin soll getestet werden, ob die Inkubation von Zellen im
Zellverband und die Inkubation von Zellen nach Separation zu DNA-Schéden
unterschiedlichen Ausmal3es fuhrt.
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2. PATIENTENGUT, MATERIAL UND METHODEN

2.1. Patientengut

Die zur Anziichtung von Miniorgankulturen gewahlte Nasenschleimhaut stammte
von Patienten, die sich aufgrund einer eingeschrankten Nasenatmung bei
Nasenmuschelhyperplasie einer Conchotomie unterzogen hatten. Bel dieser
Operation entfernte man vom unteren Nasenschwellkorper ein etwa 3 mm x 20 mm
groRes Mukosastiick. Aus diesem wurden ca 1 mm® groRe Schleimhautstiicke
gewonnen, die anschlief3end in einem Nahrmedium Uber 14 Tage kultiviert wurden.
Die Eingriffe wurden in der Klinik und Poliklinik fir Hals- Nasen- Ohrenheilkunde
der Universitét Minchen vorgenommen. Verwendung fand nur makroskopisch
gesunde Schleimhaut der Concha nasalis inferior, die aus operationstechnischen
Grunden entfernt werden musste. Die Patienten hatten keine chronischen
Allgemeinerkrankungen und  keine  Tumorerkrankungen. Auch  eine
aulergewohnliche berufliche Schadstoffbelastung lag nicht vor.

Die Biopsiegewinnung und die Durchfihrung der Versuche waren von der
Ethikkomission (Ethikkomissionsantrag Projekt Nr. 104/98) genehmigt worden und
geschahen nach Aufklérung mit dem schriftlichen Einverstandnis der Patienten.

Im Anschluss an die Operation wurden die Biopsate in physiologischer

Kochsalzlésung eingelegt und umgehend in das Labor gebracht.

Tabelle 1. Spender nasaler Schleimhaut

Nummer Alter Geschlecht |Nikotinkonsum | Alkoholkonsum

41

28 20 Z/Tag

20 40 Z/Tag

52

44

28

~N| o g & w]| N e
3| 2| 3| | 3| g|
o| o| »r| o r| o

38

-10-



Patientengut, Material und Methoden

8 25 m - 1
9 61 m - 1
10 29 m - 1
11 42 m - 0
12 25 w - 1
13 39 m - 1
14 56 m - 0
15 26 w - 0
16 27 m - 1
17 44 m 20 Z/Tag 0
18 44 m - 1
19 27 m - 1
20 62 m - 2
21 69 w - 0
22 25 m - 0
23 35 m - 1
24 43 w - 1
25 21 m 40 Z/Tag 0
25 28 m - 1
26 30 w - 1
27 59 m 10 Z/Tag 0
28 36 w - 0
29 23 m 10 Z/Tag 1
30

31 43 m - 1
32 59 m 3 Z/Tag 1
33 45 m - 0
34 44 m - 1
35 54 w - 1
36 23 m - 1
37 59 m - 2
38 44 m 15 Z/Tag 1
39 47 m - 0
40 37 w - 0
41 16 w 20 Z/Tag 0
42 33 m 15 Z/Tag 0
43 26 w - 1
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44 39 m - 2
45 25 m 15 Z/Tag 0
46 67 w - 0
47 19 m - 0
48 53 w - 0
49 49 w - 0
50 28 m - 0
51 34 m - 0
52 34 m - 0
53 57 m - 0
54 64 m - 0
55 37 m 10 Z/Tag 1
56 31 m - 1
57 39 w - 0
58 32 w - 1
59 61 m 0.A. 0.A.
60 63 w - 0
61 56 w - 0
62 42 m - 1
63 23 m - 0
64 36 m 0.A. 0.A.
65 35 m 5Z/Tag 1
66 46 w 0.A. 0.A.
67 72 m 0.A. 0.A.
Zuordnung der Spender:

1-30: Tests mit NDEA und Natriumdichromat
31-55: Tests mit MEHP und BPDE
56-67: Vergleich Miniorgane und Einzellzellen

Nikotinkonsum in Zigaretten pro Tag, -: kein Nikotinkonsum

Menge des Alkoholkonsums in Gramm pro Tag:

Kategorie 0: 0-24 g/Tag
Kategorie 1: 25-50 g/Tag
Kategorie 2: 51-75 g/Tag

m: mannlich, w: weiblich

0.A

.. ohne Angaben
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2.2. Miniorgankulturen

Um die Auswirkung genotoxischer Substanzen auf die Zellen in ihrem nattrlichen
Zellverband untersuchen zu kdnnen, mussten aus nasaler Schleimhaut kleine, vitale

Gewebestiicke, sogenannte Miniorgane gezlchtet werden.

2.2.1. Praparation der Schleimhaut

Unter sterilen Arbeitsbedingungen (Sterilbank Herasafe, Heraeus, Hanau) wurde
die Schleimhaut von bindegewebigen Strukturen und Knochenfragmenten
abprapariert. Die auf3eren Schichten der Mukosa wurden in ca 1 mm grof3e
Fragmente geschnitten und dreimal mit Bronchial Epithelial Cell Growth Medium
(BEGM, Promocell, Heidelberg) gereinigt. Anschlielend konnten die
Schleimhautstlicke auf agarbeschichtete 24-Well-Multiwell-Platten  (Multiwell
Tissue Culture Plate, 24 Well, Falcon, Lincoln Park, New Jersey, USA) aufgetragen
und in 250 ul BEGM pro Well kultiviert werden.

Die Platten waren zuvor mit 0,75% Agar Noble (Difco Laboratories, Detroit, USA)
beschichtet worden, der in dem Nahrmedium Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM, Gibco BRL, Lifetechnologies, Eggenstein) gelost und mit 10% fetalen
Kéaberserum (FCS, Gibco BRL), nicht essentiellen Aminosduren und den
Antibiotika Streptomycin, Amphotericin B und Fungizin (Gibco BRL)

supplementiert worden war.

2.2.2. Anzuchtung der Miniorgankulturen

Um Miniorgankulturen zu erhalten, mussten mehrreihige Gewebestiicke mit
zilientragendem Epithel sieben bzw. elf Tage in einem Brutschrank (Heracell,
Heraeus, Hanau) bei 37 °C, 5% CO, und 100% L uftfeuchtigkeit inkubiert werden.
Ein Medienwechsel fand an jedem 2. Tag statt und ein Plattenwechsel nach 7 und 9
Tagen. Eine Epithelialisierung konnte nach etwa funf bis sechs Tagen festgestellt
werden. Zilienaktivitét diente als Nachwels fur die Vitalitét der Miniorgankulturen
wéhrend der kulturellen Anzichtung. Die Dauer der Kultivierung betrug fur die
eine Hélfte der Gewebestlicke 7 Tage, fir die andere Hélfte 11 Tage.
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Miniorgankulturen konnen bis zu 40 Tagen bei nahezu gleichbleibenden

Bedingungen in Kultur belassen werden [Steinsvag et al. 1991].

Abbildung 1A Abbildung 1B

Abbildung 1A: Miniorgan aus humaner nasaler Schleimhaut nach 7-tagiger Anziichtung bei inverser
Mikroskopie.
Abbildung 1B: Schieimhautepithel eines Miniorgans mit Zilien unter 400-facher VergrofRerung

2.2.3. Fremdstoffinkubation der Kulturen

Nach sieben Tagen Kulturdauer wurde eine einstiindige I nkubation bei 37 °C mit
folgenden Fremdstoffen vorgenommen:

50 mM N-Nitrosodiethylamin  (NDEA, Sigma, Deisenhofen), 1 mM
Natriumdichromat (N&Cr,O; x H,O, Merck, Darmstadt), 5 pM Mono(2-
Ethylhexyl)-Phthalat (MEHP, Ingtitut fir Hygiene und Arbeitsmedizin,
Universitatsklinik Essen) und 9 pM Benzo[apyren-r-7,t-8-Dihydrodiol-t9,10-
Epoxid (BPDE, Midwest Research Ingtitute, NCI Chemical Repository, Kansas
City/ Missouri, USA). Zusétzlich erfolgte die Inkubation der Zellen mit dem
Losungsmittel der Testsubstanzen Dimethylsulfoxid (DMSO, Merck) als
Negativkontrolle sowie mit 0,0035 mM N-Methyl-N*-Nitro-N-Nitrosoguanidin
(MNNG, Fluha, Buchs, Schweiz) als Positivkontrolle. Die verwendeten
Konzentrationen basieren auf Vorversuchen aus unserem Labor und auf anderen
Verdffentlichungen [Harréus et al., 1999, Kleinsasser et al., 1999].
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Von der Testsubstanz wurden je 25 pl pro Miniorgan gelost in 250 ul BEGM auf
die Multiwell-Platte aufgetragen. Fir jede Testsubstanz wurden drei Ansdtze pro
Patient durchgeftihrt. Davon dienten 2 der Genotoxizitdts- und ein Ansatz der
Vitalitétsbestimmung. Dann wurden die Miniorgane im Wasserbad bel 37 °C Uber
eine Stunde inkubiert. AnschlieRend wurden die Uberstande abpipettiert und die
Miniorgane zweimal in BEGM von toxischen Restbestanden gereinigt.

Ein Tell der Miniorgane wurde schon nach der ersten I nkubation zur enzymatischen
Einzelzellgewinnung verwendet, der andere Tell erst nach dreimaliger
Fremdstoffinkubation am 11. Tag der Kultivierung. An Tag 9 fand im Anschluss
an die Inkubation ein Plattenwechsel statt, an Tag 11 fihrte man die Analyse der
genotoxischen Effekte ebenso wie oben an Tag 7 beschrieben durch.
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Abbildung 2: Schematisches Versuchsprotokoll dber das Anlegen und die

wiederholte Inkubation von Miniorgankulturen

Tag 1: Anlegen von 2 Platten mit jeweils 24 Miniorganen
Tag 1-6: Kultivierung der Miniorgane

Taq 7: 1. Einstiindige Inkubation der Miniorgane mit den Testsubstanzen

(3 Miniorgane pro Substanz)

J

Einzelzellseparation,

Vitalitatstest und

Mikrogelelektropho-

ﬂ rese

. Einstiindige Inkubation

J

N

Tag 9:

J

Tag 11: 3. Einstiindige Inkubation

J

Einzelzellseparation,

[ Vitalitatstest und

Mikrogelelektropho-

v .. rese
Zeit
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2.2.4. Gewinnung von Einzelzellen

Die Isolierung von Einzelzellen aus dem Zellverband geschah durch enzymatische
Auflésung mit Kollagenase P (1 mg/ml, Boehringer, Mannheim), Hyaluronidase (1
mg/ml, Boehringer) und Protease E Typ 14 von Streptomyces griseus (5 mg/ml,
Sigma, Deisenhofen) geldst in BEGM [Pool-Zobel et a., 1994].

Je zwei Miniorgane wurden in ein Eppendorf Cup (Safe Lock Tubes, 1,5 ml,
Eppendorf Biopur, Hamburg) mit 600 pl Enzymlosung tberfihrt. Nach einer 45-
mindtigen Inkubation bel 37 °C wurden die gelésten Zellen durch kurzes Rutteln
mit einem Minishaker (MS1, IKA, Wilmington, USA) vom umgebenden
Bindegewebe getrennt. Die Bindegewebsreste wurden mittels einer sterilen Nadel
entfernt und die Enzyml6sung mit 600 ul zupipettiertem FCS neutralisiert.

Es folgte eine Zentrifugation der aus dem Zellverband gelosten Einzelzellen
(Varifuge 3.0 RS, Heraeus, Hanau) mit 800 Umdrehungen/Min. bei 4 °C Uber 10
Minuten. Anschliefend wurde je 1 ml Uberstand abpipettiert, 1 ml Phosphat
Buffered Saline (PBS, Gibco-Lifetechnologies LTD, Pais Ley, Scotland)
zugegeben, der Gefaldinhalt durchmischt und erneut zentrifugiert. Dieser Vorgang
wurde zweimal wiederholt. Die Zentrifugation fand bei 4 °C &att und die

Pipettiervorgange wurden auf Eis durchgefihrt.

2.2.5. Vitalitatstest

Zur Vitalitatsbestimmung der Einzelzellen konnte man den Trypanblau-
Ausschlusstest (Bio Whittaker, Walkersville, USA) verwenden. Dabei wurden 50
pl Zellsuspension aus einem Eppendorf-Cup mit 50 pl Trypanblau gemischt, ein
Tropfen davon auf einer Neubauer-Zahlkammer (Merck, Darmstadt) verteilt. Unter
400-facher Vergrolerung (Lichtmikroskop, Zeiss, Oberkochen) erfolgte die
Bestimmung der Gesamtzellzahl sowie des prozentualen Anteils der avitalen, blau
angefarbten Zellen [Phillips, 1973].
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2.3. Einzelzellen aus Frischbiopsaten

2.3.1. Praparation der Schleimhaut und Gewinnung von Einzelzellen

Die Schleimhaut wurde zuerst unter sterilen Bedingungen von Bindegewebsresten
gesaubert und anschlief3end zerkleinert. Die Fragmente befanden sich zur Losung
der Einzelzellen aus dem Zellverband in einer Enzymlésung aus Protease (5
mg/ml), Hyaluronidase (1 mg/ml) und Kollagenase (1 mg/ml) gelést in Joklik-
Medium (Linaris, Bettingen am Main). Der Isolationsvorgang fand bei 37 °C Uber
60 Minuten statt.

Anschliel3end folgte eine Filtration, um die Bindegewebsreste zu eliminieren und
Einzelzellen zu erhalten. Die Zellsuspension wurde in einem Blue-cap-Rdhrchen
(Greiner, Frickenhausen) in 1ml Joklik gelést und mit 400Umdrehungen/Min. bel
Raumtemperatur 10 Minuten zentrifugiert.

Der Uberstand wurde abpipettiert und die Zellen in 1 ml Joklik resuspendiert.
Danach konnte eine Vitalitétsprifung mit dem Trypanblau-Ausschlusstest und eine
anschlief3ende Zellzahlbestimmung in einer Neubauer-Zahlkammer durchgefhrt
werden (vgl.2.1.6.). Dabei sollte die Anzahl der Zellen zwischen 50.000 und
100.000 pro 100 pl liegen.

2.3.2. Fremdstoffinkubation

Die Fremdstoffinkubation wurde mit folgenden Stoffen vorgenommen: 166mM
DMSO als Negativkontrolle, 50 mM NDEA, 5 uM MEHP, 9 um BPDE und 0,0035
mM MNNG als Positivkontrolle. Die Stoffe waren in DM SO gel6st.

Es wurden je 10 pl der Testsubstanz auf 100 pl Zellsuspension auf einer 96-
Multiwellplatte verteilt und bei 37 °C tUber 60 Minuten inkubiert. Anschlief3end
pipettierte man 100 ul in ein 15 ml-Zentrifugenréhrchen (Sarstedt, Numbrecht) ab
und sptilte die Multiwell-Platte mit je 100 ul Joklik-Medium pro Well aus, um die
Inkubation zu beenden und Restbesténde toxischer Substanzen zu entfernen. Es
folgte eine erneute Zentrifugation bel Raumtemperatur mit 2000
Umdrehungen/Min. Uber 5 Minuten.
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Der Uberstand wurde dann abpipettiert und die Zellen wurden auf einen
Objekttrager gebracht, um fur den Comet Assay weiterbehandelt zu werden (vgl.
24.).

Abbildung 3: Schematisches Versuchsprotokoll Uber die Inkubation von

Einzelzellen aus Frischbiopsaten

Tag 1: Einzelzellgewinnung aus Frischbiopsaten

Einstiindige Inkubation der Einzelzellen

mit den Testsubstanzen

Mikrogelelektrophorese
| Zeit

2.4. Wirkung genotoxischer Substanzen auf Zellen im

Organverband und auf Einzelzellen nach gleichartiger

Kultivierung

Im folgenden Versuchsabschnitt wurde ein direkter Vergleich zwischen Zellen
vorgenommen, die als Miniorgane inkubiert wurden und inkubierten Einzelzellen.
Dazu wurden Miniorgane eine Woche kultiviert. Die darauffolgende Inkubation mit
toxischen Substanzen wurde zum einen Teil an Zellen durchgefiihrt, die im

Organverband belassen wurden, zum anderen Teil an zuvor geldsten Einzelzellen.
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2.4.1. Praparation der Schleimhaut und Kultivierung

Die frische Schleimhaut wurde in 1 mm® groRe Fragmente geschnitten, dreimal in
Bronchial Epithelial Cell Growth Medium gewaschen und eine Woche auf einer
agarbeschichteten 24-Well-Multiwell-Platte in 250 ul BEGM pro Well kultiviert
(vgl. 2.1.2)).

2.4.2. Behandlung der Miniorgankulturen

Die eine Hélfte der Miniorgane wurde nach sieben Tagen mit folgenden
Fremdstoffen inkubiert: DMSO, NDEA, N&Cr,O;, MEHP, BPDE und MNNG
(vgl. 1.4.). Anschlief3end fand die enzymatische Zellisolation statt.

2.4.3. Behandlung der Einzelzellen

Die andere Haélfte der Miniorgankulturen wurde zuerst der enzymatischen
Einzelzellgewinnung zugefihrt. Dazu wurden je zwei Gewebssticke in ein
Eppendorf-Cup mit 600 pl Enzymlésung transferiert, um die Zellen aus dem
Zellverband zu 16sen. Nach 45 Minuten im Wasserbad entnahm man das restliche
Bindegewebe, neutralisierte mit FCS und wusch zweimal mit PBS (vgl. 1.5.).

Dann erfolgte die Fremdstoffinkubation mit DMSO, NDEA, N&Cr,O;, MEHP,
BPDE und MNNG. Anschlief3end erfolgte die Zentrifugation und das Auftragen auf
die Agarose beschichteten Objekttrager.
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Abbildung 4: Schematisches Versuchsprotokoll tber Inkubation von Miniorganen
und Einzelzellen nach 7-t&giger Kultivierung

Tag 1-6: Kultivierung von Miniorganen ber eine Woche

Tag 7: Einstiindige Inkubation der Einzelzellgewinnung

Miniorgane mit den Testsubstanzen aus Miniorganen

J
Ig,
U

Einstiindige Inkubation der Einzelzellen

Einzelzellgewinnung

mit den Testsubstanzen

Mikrogelelektrophorese

v Zeit

2.5. Mikrogelelektrophorese (Comet Assay)

Die nach Inkubation der Zellen und Lésung der Zellverbénde durchgefiihrte
Mikrogelelektrophorese und eine daran anschlie3ende Anfarbung der Zellkerne

ermoglichten es, DNA-Schéden unter dem Mikroskop sichtbar zu machen und zu
bewerten.
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2.5.1. Praparation der Objekttrager und Auftragen der Zellen

An die enzymatische Aufldsung der Miniorgankulturen bzw. die Inkubation der
Einzelzellen anschlief3end wurden die Zellen in 75 pl 0,7% Low Melting Agarose
(Biozym, Hameln) in PBS resuspendiert und auf 24 mm x 70 mm grof3e
Objekttrager mit spezieller Mattierung entlang beider Léangskanten (Fa
Langenbrinck, Emmendingen) aufgetragen. Diese Objekttrdger waren zuvor
numeriert und mit 0,5% Normal Melting Agarose (Biozym) gelost in PBS
beschichtet worden, um eine bessere Haftung zu ermdglichen.

Daraufhin folgte das Auftragen einer weiteren Schicht (85 pul) 0,7% Agarose.

Abbildung 5: Aufsicht auf Objekttrager mit Mattierung entlang der Langskanten

2.5.2. Lyse der Zell- und Kernmembranen

Zur Auflésung der Zell- und Kernmembranen befanden sich die Objekttrager eine
Stunde in einem speziellen alkalischen Lysepuffer aus 2,5 M Natriumchlorid, 10
mM Trizma Base (Merck), 100 mM Na, EDTA (Natrium Ethylendiamintetraacetat,
Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg), 1% N-Lauroylsarcosin Natrium Salz
(Sigma, Steinheim) zu 1 | bidestilliertes Wasser, NaOH (Merck), einem pH-Wert
von 10 und einer Endkonzentration von 1% Triton-X-100 (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim) und 10% DM SO.

2.5.3. Elektrophorese

Nach Aufldsung der Zellmembranen folgten eine 20-minitige Entspiralisierung der
DNA-Helix und eine ebenfals 20 Minuten dauernde elektrophoretische
Auftrennung (20 V, 300 mA). Dazu befanden sich die Objekttréger in horizontalen
Elektrophoresewannen (Fa. Renner, Dannstadt), die mit einer alkalischen Ldsung

gefullt waren. Dieser Elektrophoresepuffer setzte sich zusammen aus 10 mM

-22-



Patientengut, Material und Methoden

NaOH, 200 mM Na, EDTA und bidestilliertem Wasser. Der pH-Wert betrug 13,2.
Wahrend der Elektrophorese wanderten die aus geschadigter DNA entstandenen,
polarisierten Fragmente aus dem Kern zur Anode.

Nach einer Neutralisation mit einer Pufferlosung aus 400 mM Trizma Base,
bidestilliertem Wasser und einem pH-Wert von 7,5, wurde die DNA mit 0,2 mg/mi
Ethidium Bromid, gelost in destilliertem Wasser, angeférbt.

2.6. Ergebnis Analyse

Um eine quantitative Aussage Uber die DNA-Schadigung treffen zu kénnen, muss
ein vergleichendes Mal3 angewandt werden. Durch Inkubation mit genotoxischen
Substanzen erfolgte eine DNA-Schédigung. Dadurch entstanden polarisierte DNA-
Fragmente, die im elektrischen Feld wandern und durch Anférbung sichtbar
gemacht werden konnten. Unterschiedlich lange Wanderungsstrecken korrelierten
dabel mit dem Ausmald der durch die Testsubstanzen verursachten DNA-
Schédigung.

2.6.1. Olive-Tail-Moment als Mal3 fiir DNA-Migration

Die Auswertung der angefarbten DNA erfolgte unter einem Fluoreszenzmikroskop
(Leica DMLB, Leica, Heerbrugg, Schweiz) mit Hilfe enes speziellen
Computerprogramms (Komet 3.1, Kinetic Imaging, Liverpool, Grof3britannien). Je
groRBer die Rate der induzierten Strangbriiche war, desto schneller und weiter
wanderten die DNA-Fragmente im elektrischen Feld. Durch diese Migration zeigte
sich fluoreszenzmikroskopisch ein kometenahnliches Bild mit weitgehend intakter
DNA im Kopf und geschédigter DNA im Schweif des Kometen.

Der Olive-Tail-Moment (OTM) diente als quantitatives Mal3 zur Bestimmung der
DNA-Schéadigung [Olive et al. 1993]. Dieser errechnet sich, indem die Dichte der
DNA im Kometenschweif durch die Dichte im Kometenkopf geteilt und mit der
Wanderungsstrecke in der Elektrophorese multipliziert wird. Je stérker die DNA
fragmentiert wurde, desto langer war die Laufstrecke der DNA-Stlicke, die sich als
Kometenschweif darstellen lie3. Der OTM wird ohne Einheit angegeben. Die

Erfassung der Wegstrecke sowie die Berechnung des OTM-Wertes erfolgten
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digital. Dabei wurden pro Substanz und Versuch zwel Objekttrager erstellt, wobei
insgesamt 80 Zellen ausgewertet wurden. Die Speicherung der Daten erfolgte im

Microsoft Excel Format.

2.6.2. Ergebnisdarstellung in Boxplots

Zur graphischen Darstellung der Ergebnisse wurden sogenannte Boxplots
verwendet, die mit dem Datenanalyseprogramm SPSS™ 10.0 erstellt wurden. Die
untere Begrenzung der Box wird durch die 25. Perzentile dargestellt, die Linie in
der Box zeigt den Median und die obere Begrenzung der Box entspricht der 75.
Perzentile. Die umgekehrte T-Markierung unterhalb der Box beschreibt den
niedrigsten, die obere T-Markierung den hochsten Wert. Mit einem Kreis
gekennzeichnete Werte liegen 1.5 Boxlangen aul3erhalb. Mit einem Stern sind

Extremwerte versehen, die 3 Boxlangen entfernt liegen.

2.6.3. Statistische Testverfahren

Zur statistischen Auswertung wurde das Analyseprogramm SPSS™ 8.0 verwendet.
Die verschiedenen Messzeitpunkte fir Proben derselben Spender wurden mit dem
Wilcoxon Test fur abhéngige Stichproben verglichen. In dieser Studie wurde das
Signifikanzniveau bei p< 0,05 festgelegt.
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3. ERGEBNISSE

Im folgenden werden die DNA-Schadigungen der Zellen aus Miniorgankulturen
nach unterschiedlich haufiger Inkubation mit den geteseten Xenobiotika
dargestellt.

3.1. Darstellungen von DNA-Schadigungen nach

Fremdstoffinkubation

Um eine DNA-Schéadigung nachweisen zu konnen, mussten gentgend Zellen
gewonnen werden, die fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet werden konnten.
Dazu wurde die entnommene Nasenschleimhaut in Form von Miniorganen tber 7
Tage kultiviert und danach in festgelegten Zeitabsténden mit den entsprechenden
Fremdstoffen inkubiert. Anschlief3end erfolgte eine enzymatische Auflosung des
Zellverbandes und somit die Gewinnung von Einzelzellen. Am Tag der Entnahme
wurde aul3erdem ein Teil der Schleimhaut desselben Patienten enzymatisch gelost
und die gewonnenen Einzelzellen inkubiert.

Im Rahmen des Comet Assay fuhrte man eine alkalische Lyse der Kernmembran
durch. Nach einer Entspiralisierung und Auftrennung der DNA-Helix wanderten
die fragmentierten Anteile der DNA wéhrend einer Elektrophorese durch
elektrische Polarisierung in  Richtung Anode. Nach elektrophoretischer
Auftrennung und Fluoreszenzfarbung konnte die DNA der Einzelkerne unter dem
Mikroskop als eine Struktur sichtbar gemacht werden, die an einen Kometen
erinnerte.

War die Erbsubstanz keinen schadigenden, sogenannten genotoxischen Einfllissen
ausgesetzt, war ein Kometenschwelf kaum sichtbar (Abb. 6A). Je starker die
Fragmentierung der DNA, d.h. je kleiner das Molekulargewicht der einzelnen
Sticke, desto weiter wanderten diese im elektrischen Spannungsfeld. So ergaben
sich abhangig vom Schadigungsgrad der DNA unterschiedlich stark ausgeprégte
Kometenschweife. Da die Schadigung eines einzelnen Kerns nicht aussagekréftig
ist, erfolgte eine Auswertung von 80 Zellen pro Substanz. So konnte eine

durchschnittliche Schadigung ermittelt werden. In diese gingen die Auspragung der
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geschédigten Einzelkerne sowie das Verhdltnis geschédigter zu ungeschéadigter
Zellenein.

Bei 100-facher VergroRerung unter dem Mikroskop erhielt man eine Ubersicht tiber
das fremdstofftypische Schadigungsmuster. Zur digitalen Bildanalyse wurde eine
400-fache Vergroferung gewahlt (Abb. 6A).

Als Mal} fur die DNA—Fragmentierung der Einzelzelle wurde die Dichte der DNA
im Kometenschweif durch die Dichte der DNA im Kometenkopf geteilt und mit der
Wanderungsstrecke in der Elektrophorese multipliziert, wodurch sich der Olive Tail
Moment (OTM) ergab [Olive et al. 1993]. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe eines
speziellen Computerprogramms (Komet 3.1, Kinetic Imaging, Liverpool).

Abbildung 6A: DNA einer Schleimhautzelle ohne genotoxische Einfllisse
nach Elektrophorese und Huoreszenzfarbung bei 400-facher Vergrofierung.

Abbildung 6B: DNA-Fragmentierung mittlerer Ausprégung einer Schleimhautzelle nach
Elektrophorese und Fluoreszenzféarbung bei 400-facher Vergréfzerung
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Abbildung 6¢: Digitale Bildanalyse eines DNA-,Kometen“ bei 400-facher Vergrofierung
(Komet 3.1, Kinetic Imaging)

Die genotoxischen Effekte der einzelnen Substanzen wurden in Boxplots (Definition
vgl. 2.6.2) dargesellt (Abb. 5A-F). Dabei wird die Reaktion der DNA auf
genotoxische Substanzen, die sogenannte Mutagensensitivitét aufgezeigt, in
Abhangigkeit von der Dauer der Kultivierung und der Anzahl der Inkubationen. In
einem Graphen wurden die Schadigungen der Erbsubstanz zu drei
unterschiedlichen Untersuchungszeitpunkten gezeigt: an Tag 1 nach einmaliger
Fremdstoffinkubation der Frischbiopsate, an Tag 7 nach einmaliger Inkubation der

Miniorgankulturen, an Tag 11 nach dreimaliger Inkubation der Miniorgankulturen.
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3.1.1. Genotoxische Effekte nach Inkubation mit Dimethylsulfoxid

Dimethylsulfoxid (DMSO) diente als Losungsmittel fur N-Nitrosodiethylamin
(NDEA), Natriumdichromat (NaCr.0O;), Mono(2-Ethylhexyl)-Phthalat (MEHP)
und Benzo[a] pyren-Diolepoxid (BPDE).

Die genotoxischen Effekte, die durch DMSO hervorgerufen wurden, waren in
beiden Versuchsreihen gleich: im Spannungsfeld der Elektrophorese konnte nur ein
geringer Antell an DNA-Molekilen herausgel st werden.

Durch die Inkubation lediglich mit dem Ldsungsmittel der Fremdstoffe zeigte sich
die DNA-Fragmentierung, die durch die Methodik, unabhangig von den
zugesetzten Fremdstoffen, oder eine erhdhte DNA-Empfindlichkeit des
Individuums bedingt war.

In den Boxplot-Darstellungen ist die DNA-Schadigung zu drel unterschiedlichen
Untersuchungszeitpunkten dargestellt. Daraus wird deutlich, dass nach einmaliger
Inkubation in der ersten Versuchsreihe geringe und in der zweiten Versuchsreihe
keine signifikanten Unterschiede bestehen zwischen der DNA-Fragmentierung der
Zellen aus Frischbiopsaten am Tag der Probeentnahme und der DNA-
Fragmentierung der Zellen aus Miniorgankulturen nach 7-tagiger Anzichtung.

Die Olive-Tail-Moment-Werte unterschieden sich nach einmaliger Inkubation der
Miniorgankulturen nach 7 Tagen nicht signifikant von den OTM-Werten nach

dreimaliger Inkubation nach 11 Tagen.
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Abbildung 7A: Abhangigkeit der Mutagensensitivitdét von der Dauer der
Kultivierung und der Anzahl der Inkubationen: DM SO
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Y-Achse: Angabe der DNA-Migration nach Inkubation mit DMSO als Olive-Tail-Moment (OTM),
einem guantitativen Mal3 fir die genotoxische Schadigung.

X-Achse: Untersuchungszeitpunkte: Tag 1, Tag 7 und Tag 11.

Boxplot-Definition: Die untere Begrenzung der Box wird durch die 25. Perzentile dargestellt, die
Liniein der Box zeigt den Median und die obere Begrenzung der Box entspricht der 75. Perzentile.
Die umgekehrte T-Markierung unterhab der Box beschreibt den niedrigsten, die obere T-
Markierung den hdchsten Wert.

Mit einem Krels gekennzeichnete Werte liegen 1.5 Boxladngen aullerhalb. Mit einem Stern sind
Extremwerte versehen, die 3 Boxlangen entfernt liegen.

(7TAl:1.Versuchgeihe 7A2: 2Versuchgeihe)
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Tabelle 2:
Vergleich genotoxischer Effekte durch das Lésungsmittel DMSO an Tag 1 und Tag
7 sowiean Tag 7 und Tag 11. Angabe der P-Werte aus dem Wilcoxon-Test.

DMSO Tag 7 vs. DMSO Tag 11 vs.

DMSO Tag 1 DMSO Tag 7

p= 0,046 (1. Versuchsreihe) p= 0,837 (1. Versuchsreihe)
p= 0,076 (2. Versuchsreihe) p= 0,989 (2. Versuchsreihe)

3.1.2. Genotoxische Effekte nach Inkubation mit N-Nitrosodiethylamin

N-Nitrosodiethylamin (NDEA) bewirkte zu allen drel Zeitpunkten eine stérkere
DNA-Migration als in der Kontrollinkubation mit DMSO (p < 0.001).

Es bestand zwischen der DNA-Fragmentierung nach Inkubation der Frischbiopsate
und DNA-Fragmentierung nach einmaliger Inkubation der Miniorgankulturen an
Tag 7 ein signifikanter Unterschied. Die Migration fUr den Tag 7 lag niedriger. Die
Schéadigungen nach einfacher und dreifacher Inkubation der Miniorgankulturen

waren jedoch nicht signifikant unterschiedlich.
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Abbildung 7B: Abhangigkeit der Mutagensensitivitdt von der Dauer der
Kultivierung und der Anzahl der Inkubationen: NDEA
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Y-Achse: Angabe der DNA-Migration nach Inkubation mit NDEA als Olive-Tail-Moment (OTM),
einem guantitativen Mal3 fir die genotoxische Schadigung.

X-Achse: Untersuchungszeitpunkte: Tag 1, 7 und 11. Boxplot-Definition vgl. Abb. 7A.

Mit einem Kreis gekennzeichnete Werte liegen 1.5 Boxléngen aul3erhal b.

Tabelle 3:
Vergleich genotoxischer Effekte durch NDEA an Tag 1 und Tag 7 sowie an Tag 7
und Tag 11. Angabe der P-Werte aus dem Wilcoxon-Test.

NDEA Tag 7 vs. NDEA Tag 11 vs.
NDEA Tag 1 NDEA Tag 7

p= 0,006 p= 0,510

Tabelle 4:

Vergleich von Testsubstanz NDEA und Negativkontrolle DMSO. Angabe der P-

Werte aus dem Wilcoxon-Test.

NDEA Tag 1 vs. NDEA Tag 7 vs. NDEA Tag 11 vs.
DMSOTag 1 DMSO Tag 7 DMSO Tag 11
p< 0,001 p< 0,001 p< 0,001
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3.1.3. Genotoxische Effekte nach Inkubation mit Natriumdichromat

Nach einer Inkubation mit Natriumdichromat (Na,Cr,0O-) zeigten sichan Tag 1 und
Tag 7 relativ geringgradige Kometenausbildungen, wahrend an Tag 11 bei 100-
facher Vergrof3erung ein stérkeres Schadigungsmuster auffiel.

Auch zwischen der einmaligen und der dreimaligen Inkubation der
Miniorgankulturen bestand ein signifikanter Unterschied. Dagegen unterschieden

sich die Ergebnisse der Tage 1 und 7 nicht signifikant.

Abbildung 7C: Abhangigkeit der Mutagensensitivitdt von der Dauer der
Kultivierung und der Anzahl der Inkubationen: Na,Cr,O-
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Y-Achse: Angabe der DNA-Migration nach Inkubation mit Na,Cr,O; as Olive-Tail-Moment
(OTM), einem quantitativen MaR fur die genotoxische Schéadigung.
X-Achse: Untersuchungszeitpunkte: Tag 1, 7 und 11. Boxplot-Definition vgl. Abb. 7A.

Tabelle5:
Vergleich genotoxischer Effekte durch NaeCr,O7 an Tag 1 und Tag 7 sowie an Tag
7 und Tag 11. Angabe der P-Werte aus dem Wilcoxon-Test.

Na,Cr,O; Tag 7 vs. Na,Cr,O; Tag 11 vs.
NaCr.O; Tag 1 NaCr.O; Tag 7
p= 0,819 p< 0,001
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Tabelle 6:
Vergleich von Testsubstanz Na,Cr,0O; und Negativkontrolle DMSO an Tag 1, Tag
7 und Tag 11. Angabe der P-Werte aus dem Wilcoxon-Test.

Na,Cr,O; Tag 1 vs. Na,Cr,O; Tag 7 vs. Na,Cr,O; Tag 11 vs.
DMSOTag 1 DMSO Tag 7 DMSO Tag 11
p< 0,001 p< 0,001 p< 0,001

3.1.4. Genotoxische Effekte nach Inkubation mit Mono(2-Ethylhexyl)-
Phthalat

Bei der Testung von Mono(2-Ethylhexyl)-Phthalat (MEHP) konnte an Einzelzellen
von Frischbiopsaten nach Inkubation mit MEHP eine hohere Genotoxizitat
festgestellt werden, als an den Tagen 7 und 11 nach Inkubation der
Miniorgankulturen.

Die OTM-Werte nach einmaliger Inkubation der Miniorgankulturen nach 7 Tagen
und nach dreimaliger Inkubation nach 11 Tagen lagen im gleichen Bereich. Die

OTM-Werten der Einzelzellen zeigten hingegen signifikant hthere Werte.
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Abbildung 7D: Abhangigkeit der Mutagensensitivitdét von der Dauer der
Kultivierung und der Anzahl der Inkubationen: MEHP
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Y-Achse: Angabe der DNA-Migration nach Inkubation mit MEHP als Olive-Tail-Moment (OTM),
einem guantitativen Mal3 fir die genotoxische Schadigung.

X-Achse: Untersuchungszeitpunkte: Tag 1, 7 und 11. Boxplot-Definition vgl. Abb. 7A.

Mit einem Kreis gekennzeichnete Werte liegen 1.5 Boxléngen auf3erhalb.

Tabelle 7:
Vergleich genotoxischer Effekte durch MEHP an Tag 1 und Tag 7 sowie an Tag 7
und Tag 11. Angabe der P-Werte aus dem Wilcoxon-Test.

MEHP Tag 7 vs. MEHP Tag 11 vs.
MEHP Tag 1 MEHP Tag 7

p< 0,001 p= 0,078

Tabelle 8:

Vergleich von Testsubstanz MEHP und Negativkontrolle DMSO an Tag 1, Tag 7
und Tag 11. Angabe der P-Werte aus dem Wilcoxon-Test.

MEHP Tag 1 vs. MEHP Tag 7 vs. MEHP Tag 11 vs.
DMSOTag 1 DMSO Tag 7 DMSO Tag 11
p< 0,001 p< 0,001 p< 0,001
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3.1.5. Genotoxische Effekte nach Inkubation mit Benzo[a]pyren-

Diolepoxid

Zu dlen drei Mef3zeitpunkten bewirkte die Inkubation mit Benzo[a]pyren-
Diolepoxid (BPDE) einen genotoxischen Effekt.

Nach Inkubation der Frischbiopsate mit BPDE wies die DNA eine signifikant
hohere Schadigung auf als nach einmaliger Inkubation der Miniorgankulturen.
Ebenso ergab sich nach dreimaliger Inkubation der Miniorgankulturen eine
signifikant hohere Strangbruchrate als nach einmaliger Inkubation der

Miniorgankulturen.

Abbildung 7E: Abhangigkeit der Mutagensensitivitdt von der Dauer der
Kultivierung und der Anzahl der Inkubationen: BPDE
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Y-Achse: Angabe der DNA-Migration nach Inkubation mit BPDE als Olive-Taill-Moment (OTM),
einem guantitativen Mal3 fir die genotoxische Schadigung.
X-Achse: Untersuchungszeitpunkte: Tag 1, 7 und 11. Boxplot-Definition vgl. Abb. 7A.
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Tabelle 9:
Vergleich genotoxischer Effekte durch BPDE an Tag 1 und Tag 7, sowiean Tag 7
und Tag 11. Angabe der P-Werte aus dem Wilcoxon-Test.

BPDE Tag 7 vs. BPDE Tag 11 vs.
BPDE Tag 1 BPDE Tag 7

p< 0,001 p< 0,001
Tabelle 10:

Vergleich von Testsubstanz BPDE und Negativkontrolle DMSO. Angabe der P-

Werte aus dem Wilcoxon-Test.

BPDE Tag 1 vs. BPDE Tag 7 vs. BPDE Tag 11 vs.
DMSOTag 1 DMSO Tag 7 DMSO Tag 11
p< 0,001 p< 0,001 p< 0,001

3.1.6. Genotoxische Effekte nach Inkubation mit N-Methyl-N’-Nitro-N-

Nitrosoguanidin

Ebenso wie das Losungsmittel DMSO as Negativkontrolle wurde auch die
Positivkontrolle  N-Methyl-N’-Nitro-N-Nitrosoguanidin  (MNNG) fur beide
Versuchsreihen verwendet. Nahezu jeder Zellkern wies eine massive DNA-
Fragmentierung auf nachdem er mit MNNG in Kontakt gekommen war.

Wie im Versuchsprotokoll beschrieben, erfolgte die Untersuchung der Stoffe in
zwei nacheinander durchgefiihrten Versuchsreihen. In der ersten wurden die Stoffe
NDEA und N&Cr,0; getestet, in der zweiten die Stoffe MEHP und BPDE. Die
unten gezeigten Boxplot-Darstellungen zeigen die Ergebnisse der MNNG-
Inkubation (Abb. 4G Positivkontrolle fur NDEA und N&Cr,O; ; Abb. 4H
Positivkontrolle fiur MEHP und BPDE).

Die DNA-Migration an Tag 1 entsprach der an Tag 7. An Tag 11 konnte nach
dreimaliger Inkubation nochmals ein signifikanter Anstieg der DNA-Schédigung

registriert werden.
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Abbildung 7F. Abhéngigkeit der Mutagensensitivitdt von der Dauer der
Kultivierung und der Anzahl der Inkubationen: MNNG
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Y-Achse: Angabe der DNA-Migration nach Inkubation mit MNNG als Olive-Tail-Moment (OTM),
elnem guantitativen Mal3 fir die genotoxische Schadigung.

X-Achse: Untersuchungszeitpunkte: Tag 1, 7 und 11. Boxplot-Definition vgl. Abb. 7A.

Mit einem Krels gekennzeichnete Werte liegen 1.5 Boxldngen auflerhalb. Mit einem Stern sind
Extremwerte versehen, die 3 Boxlangen entfernt liegen.

(7F1:1.Versuchgreihe 7F2: 2. Versuchsreihe)
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Tabelle 11:
Vergleich genotoxischer Effekte durch die Positivkontrolle MNNG an Tag 1 und
Tag 7 sowiean Tag 7 und Tag 11. Angabe der P-Werte aus dem Wilcoxon-Test.

MNNG Tag 7 vs. MNNG Tag 11 vs.

MNNG Tag 1 MNNG Tag 7

p= 0,585 (1.Versuchsreihe) p= 0,001 (1.Versuchsreihe)
p= 0,296 (2. Versuchsreihe) p= 0,031 (2. Versuchsreihe)
Tabelle 12:

Vergleich von Testsubstanz MNNG und Negativkontrolle DMSO. Angabe der P-

Werte aus dem Wilcoxon-Test.

MNNG Tag 1 vs. MNNG Tag 7 vs. MNNG Tag 11 vs.
DMSOTag 1 DMSO Tag 7 DMSO Tag 11

p< 0,001 (1.Versuchsreihe) p< 0,001 (1.Versuchsreihe) | p< 0,001 (1.Versuchsreihe)
p< 0,001 (2.Versuchsreihe) p< 0,001 (2.Versuchsreihe) | p< 0,001 (2.Versuchsreihe)

3.2. Vergleich Einzelzellen und Miniorgankulturen

In einem weiteren Versuchsabschnitt wurde die Zellkernschadigung von
Miniorgankulturen und Einzelzellen nach einer Anzlchtung von 7 Tagen
verglichen. Dazu wurde die eine Hélfte dieser Miniorgankulturen zuerst mit den
Fremdstoffen inkubiert, die andere zuerst enzymatisch in Einzelzellen gelost.
Anschliel3end erfolgte die Lyse der Kernmembran sowie die elektrophoretische

Auftrennung und die fluoreszenzmikroskopische Auswertung (vgl. 2.3.).

3.2.1. Genotoxische Effekte nach Inkubation mit Dimethylsulfoxid

Bei Inkubation mit der Negativkontrolle DMSO konnte bei den Einzelzellen eine
hohere DNA-Fragmentierung festgestellt werden als bei den Miniorgankulturen.

Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant.
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Abbildung 8A: Mutagensensitivitét von Einzelzellen und Miniorgankulturen nach
Inkubation mit DMSO
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Y-Achse: Angabe der DNA-Migration nach Inkubation mit DM SO als Olive-Tail-Moment (OTM),
einem guantitativen Mal3 fir die genotoxische Schadigung.

X-Achse: Inkubationsform der Zellen: Einzelzellen oder Miniorgankulturen. Boxplot-Definition vgl.
Abb. 7A.

Tabelle 13:

Vergleich genotoxischer Effekte durch das Losungsmittel DM SO an Einzelzellen
und Miniorgankulturen nach 7 Tagen. Angabe der P-Werte aus dem Wilcoxon-
Test.

MOK DMSO vs.
EZ DMSO

p= 0,060

3.2.2. Genotoxische Effekte nach Inkubation mit N-Nitrosodiethylamin

Das Nitrosamin NDEA rief an den Einzelzellen eine gleich hohe Schédigung

hervor wie an den Miniorgankulturen.
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Abbildung 8B: Mutagensensitivitdt von Einzelzellen und Miniorgankulturen nach
Inkubation mit NDEA
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Y-Achse: Angabe der DNA-Migration nach Inkubation mit NDEA als Olive-Tail-Moment (OTM),
einem guantitativen Mal3 fir die genotoxische Schadigung.

X-Achse: Inkubationsform der Zellen: Einzelzellen oder Miniorgankulturen. Boxplot-Definition vgl.
Abb. 7A.

Mit einem Kreis gekennzeichnete Werte liegen 1.5 Boxléngen aul3erhal b.

Tabelle 14:
Vergleich genotoxischer Effekte durch NDEA an Einzelzellen und
Miniorgankulturen nach 7 Tagen. Angabe der P-Werte aus dem Wilcoxon-Test.

MOK NDEA vs.
EZ NDEA

p= 0,272

Tabelle 15:
Vergleich von Testsubstanz NDEA und Negativkontrolle DMSO an MOK und EZ.
Angabe der P-Werte aus dem Wilcoxon-Test.

MOK NDEA vs. EZ NDEA vs
MOK DMSO EZ DMSO
p= 0,060 p= 0,158
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3.2.3. Genotoxische Effekte nach Inkubation mit Natriumdichromat

Die genotoxische Wirkung von Natriumdichromat war an den Einzelzellen
signifikant hoéher als an Miniorgankulturen. Wahrend die OTM-Werte der
Miniorgankulturen unter 10 lagen, betrugen die OTM-Werte der Einzelzellen

zwischen 10 und 20.

Abbildung 8C: Mutagensensitivitdt von Einzelzellen und Miniorgankulturen nach
Inkubation mit NaxCr.O7
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Y-Achse: Angabe der DNA-Migration nach Inkubation mit NaCr,O; as Olive-Tail-Moment
(OTM), einem quantitativen MaR fur die genotoxische Schéadigung.

X-Achse: Inkubationsform der Zellen: Einzelzellen oder Miniorgankulturen. Boxplot-Definition vgl.
Abb. 7A.

Mit einem Krels gekennzeichnete Werte liegen 1.5 Boxladngen aullerhalb. Mit einem Stern sind
Extremwerte versehen, die 3 Boxlangen entfernt liegen.
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Tabelle 16:
Vergleich genotoxischer Effekte durch NaCr,O; an Einzelzellen und
Miniorgankulturen nach 7 Tagen. Angabe der P-Werte aus dem Wilcoxon-Test.

MOK NaCro07 vs.
EZ Na,Cr,0;

p= 0,028

Tabelle 17:
Vergleich von Testsubstanz NaCr,O; und Negativkontrolle DMSO an
Miniorgankulturen und Einzelzellen. Angabe der P-Werte aus dem Wilcoxon-Test.

MOK NaCro07 vs. EZ Na,Cr,0O; vs.
MOK DMSO EZ DMSO
p= 0,002 p= 0,002

3.2.4. Genotoxische Effekte nach Inkubation mit Mono(2-Ethylhexyl)-
Phthalat

Die Schédigung der Zellkerne, die MEHP an den Miniorgankulturen hervorrief, lag
deutlich unter der Schadigung an den Einzelzellen. Dabel traten bei den Versuchen
mit Miniorgankulturen OTM-Werte bis etwa 5 auf. Die Zellkerne der Einzelzellen
wiesen OTM-Werte von tber 20 auf.
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Abbildung 8D: Mutagensensitivitét von Einzelzellen und Miniorgankulturen nach
Inkubation mit MEHP
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Y-Achse: Angabe der DNA-Migration nach Inkubation mit MEHP als Olive-Tail-Moment (OTM),
einem guantitativen Mal3 fir die genotoxische Schadigung.

X-Achse: Inkubationsform der Zellen: Einzelzellen oder Miniorgankulturen. Boxplot-Definition vgl.
Abb. 7A.

Mit einem Kreis gekennzeichnete Werte liegen 1.5 Boxléngen aul3erhalb.

Tabelle 18:
Vergleich genotoxischer Effekte durch MEHP an Einzelzellen und
Miniorgankulturen nach 7 Tagen. Angabe der P-Werte aus dem Wilcoxon-Test.

MOK MEHP vs.
EZ MEHP

p= 0,018

Tabellel9:
Vergleich von Testsubstanz MEHP und Negativkontrolle DMSO an
Miniorgankulturen und Einzelzellen. Angabe der P-Werte aus dem Wilcoxon-Test.

MOK MEHP vs. EZ MEHP vs,
MOK DMSO EZ DMSO
p= 0,063 p= 0,018
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3.2.5. Genotoxische Effekte nach Inkubation mit Benzo[a]pyren-

Diolepoxid

Auch BPDE hatte bei den Einzelzellen eine wesentlich hohere genotoxische

Wirkung als bei den Miniorgankulturen.

Abbildung 8E: Mutagensensitivitét von Einzelzellen und Miniorgankulturen nach
Inkubation mit BPDE
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Y-Achse: Angabe der DNA-Migration nach Inkubation mit BPDE als Olive-Taill-Moment (OTM),
elnem guantitativen Mal3 fir die genotoxische Schadigung.

X-Achse: Inkubationsform der Zellen: Einzelzellen oder Miniorgankulturen. Boxplot-Definition vgl.
Abb. 7A.

Tabelle 20:
Vergleich genotoxischer Effekte durch BPDE an Einzelzellen und
Miniorgankulturen nach 7 Tagen. Angabe der P-Werte aus dem Wilcoxon-Test.

MOK BPDE vs.
EZ BPDE

p= 0,028
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Tabelle 21:
Vergleich von Testsubstanz BPDE und Negativkontrolle DMSO an
Miniorgankulturen und Einzelzellen. Angabe der P-Werte aus dem Wilcoxon-Test.

MOK BPDE vs. EZ BPDE vs.
MOK DMSO EZ DMSO
p= 0,028 p= 0,028

3.2.6. Genotoxische Effekte nach Inkubation mit N-Methyl-N’-Nitro-N-

Nitrosoguanidin

Die OTM-Werte von MNNG lagen bei den Einzelzellen hoher als bel den
Miniorgankulturen. Jedoch waren hier keine signifikanten Unterschiede zu

erkennen.

Abbildung 8F. Mutagensensitivitdt von Einzelzellen und Miniorgankulturen nach
Inkubation mit MNNG
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Y-Achse: Angabe der DNA-Migration nach Inkubation mit MNNG als Olive-Tail-Moment (OTM),
einem guantitativen Mal3 fir die genotoxische Schadigung.

X-Achse: Inkubationsform der Zellen: Einzelzellen oder Miniorgankulturen. Boxplot-Definition vgl.
Abb. 7A.
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Tabelle 22:
Vergleich genotoxischer Effekte durch MNNG an Einzelzellen und
Miniorgankulturen nach 7 Tagen. Angabe der P-Werte aus dem Wilcoxon-Test.

MOK MNNG vs.
EZ MNNG

p= 0,182

Tabelle 23:
Vergleich von Testsubstanz MNNG und Negativkontrolle DMSO an
Miniorgankulturen und Einzelzellen. Angabe der P-Werte aus dem Wilcoxon-Test.

MOK MNNG vs. EZ MNNG vs
MOK DMSO EZ DMSO
p= 0,060 p= 0,158
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Diskussion

4. DISKUSSION

4.1. Diskussion der Methodik

Die Anzichtung nasaler Schleimhaut in Form von Miniorgankulturen zeigt
erstmals in vitro Mehrfachinkubationen von humanen Mukosazellen in ihrem
funktionellen Verbund mit Schadstoffen zur Darstellung genotoxischer Effekte. In
der vorliegenden Arbeit wurden Miniorgankulturen kultiviert, in festgelegten
Zeitintervallen mit genotoxischen Stoffen inkubiert und nach enzymatischer
Auftrennung der Mikrogelelektrophorese, dem sogenannten Comet Assay
zugefuihrt. Das Modell |&3t die Beurtellung des zeitlichen Verlaufs von DNA-
Schédigungen und Reparaturvorgangen zu.

4.1.1. Miniorgankulturen

Die in den Versuchen verwendeten Zellen stammten aus nasaler Schleimhaut. Aus
dieser Schleimhaut wurden 1 mm® Miniorgankulturen gewonnen, die tiber 7 bzw.
11 Tage in Nahrmedium kultiviert wurden.

Erstmals wurden Miniorgankulturen aus respiratorischem humanem Epithel von
Steinsvag 1991 beschrieben. Hierbel handelte es sich um Adenoide, die tber einen
Zeitraum von 40 Tagen kultiviert wurden. Wahrend der Zeit der Kultivierung
konnten eine Epithelialisierung der gesamten Oberflache und ein intakter
Zilienschlag beobachtet werden [Steinsvag et al., 1991].

Da die Zellen in ihrem organspezifischen Verband bleiben, stellt die Verwendung
von Miniorgankulturen eine Mdoglichkeit dar, in einem in vitro durchgefiihrten
Versuch Bedingungen zu schaffen, die denen im lebenden Organismus sehr nahe
kommen. Obwohl Beobachtungen an einem solchen Modell nicht ohne
Einschrankungen auf den lebenden Gesamtorganismus Ubertragen werden kdnnen,
sind Miniorgankulturen dennoch ein geeignetes und anerkanntes Mittel, um
bestimmte Eigenschaften eines Gewebes wiederzugeben. Dies zeigt sich in den

vielseitigen Anwendungen der Miniorgankulturmodelle, die sich jedoch in
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technischem Ansatz und Fragestellung unterscheiden. So  wurden
Miniorgankulturen aus verschiedenen Geweben untersucht:

Zur Beurteillung der Hormonproduktion wurde Schilddriisengewebe kultiviert
[Hayakawa et al., 1993]. Zur Untersuchung der durch Nasentropfen verursachten
Effekte dienten Miniorgankulturen aus respiratorischer Schleimhaut [Berg et al.,
1994]. An endometrialem Gewebe wurde die genotoxische Wirkung von
Tamoxifen bestimmt [Carmichael et al., 1996]. Kulturen aus Brustdrisengewebe
wurden zur Beurteilung des Einflusses von Ostrogen bei der Entstehung des
Mammakarzinoms herangezogen [Fishman et al., 1995]. Die Wirkung topischer
Steroide testete man an Gewebekulturen aus respiratorischer Schleimhaut
[Steinsvag et a., 1996]. Eine Epithelialisierung, Sekretionsprozesse,
Differenzierungsprozesse  und Proliferation von Gewebe konnten an
Bronchialepithel nachgewiesen werden [Bals et al., 1998]. Respiratorische Mukosa
wurde auch verwendet, um Untersuchungen zur Ausbreitung des nicht kleinzelligen
Bronchialkarzinoms durchzufiihren [Al-Batran et a., 1999]. Ebenso wurde
Bronchialepithel dazu herangezogen, um die Auswirkungen von Strahlentherapie
auf die Lunge zu untersuchen [Bergner et a., 2003].

In der vorliegenden Arbeit ermoglichte die Weiterentwicklung von Gewebekulturen
aus nasalen Mukosazellen oOkogenotoxikologische Untersuchungen Uber die
Auswirkung chronischer bzw. wiederholter Schadstoffbelastungen auf die DNA
humaner Schleimhautzellen. Bei der Risikoermittlung durch kanzerogene Stoffe
gpielt ndmlich nicht nur die kanzerogene Potenz des Stoffes eine Rolle, sondern
auch die Hohe und die Dauer der Exposition.

Die Anziichtung von Miniorganen ermdglichte Uber einen langeren Zeitraum die
Kultivierung von Zellen im natlrlichen Zellverband wie sie auch im lebenden
Organismus vorliegen. Es zeigte sich, dass wahrend einer 7-t&gigen Kultivierung
eine vollsténdige Epithelialisierung der Organkulturen eintrat sowie ein intakter
Zilienschlag zu erkennen war. Ein regelméaiiger Wechsel des Mediums garantierte
sowohl die Zufuhr von Nahrstoffen as auch die Entfernung von
Stoffwechselprodukten. Als Nachweis fir die Vitalitét der Zellen diente auch der an
den spater separierten Einzelzellen durchgefuhrte Trypanblau-Ausschlusstest. Da

sich die Zellen im Organverband langer kultivieren lief3en als Einzelzellen, erwies
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sich dass Miniorganmodell als geeignet zur wiederholten Fremdstoffexposition mit
dazwischen liegenden Reparaturintervallen. Die eine Halfte der Miniorgankulturen
aus einer Probe wurde bereits nach einmaliger Inkubation am 7. Tag der
Anzichtung auf vorhandene DNA-Schaden untersucht. Die andere Hélfte erst nach
dreimaliger Exposition nach insgesamt 11 Tagen. Um eine solche Teilung
vornehmen zu kdnnen, war es erforderlich, ausreichend viele Miniorgane aus einer
Probe zu gewinnen. Insgesamt wurde die Kultivierung der Miniorgane auf 11 Tage
begrenzt. So konnte ausgeschlossen werden, dass mogliche Mangelerscheinungen,
die an Zellen nach zu langer in vitro Kultivierung auftreten zu einer Beeinflussung
der Ergebnisse fuhren konnten. Von Steinsvag wird jedoch eine mdgliche
Kultivierungsdauer von 40 Tagen beschrieben [Steinsvag et al., 1991].

Der Vergleich der DNA-Schaden nach einmaliger und dreimaliger Inkubation lief3
RlUckschlisse auf Reparaturvorgange in den Zellen oder kumulative
Schéadigungseffekte zu. Um diesen Vergleich ziehen zu kénnen und eine DNA
Schédigung messbar zu machen, wurde das Modell der Miniorgankulturen mit dem
Comet Assay verbunden. Nach der Inkubation erfolgte eine enzymatische
Gewebeauflosung in Einzelzellen, eine Lyse der Kernmembran und die
Durchfihrung der Mikrogelelektrophorese. Um Reparaturvorgange wahrend
weiterer Versuchsschritte zu vermeiden und standardisierte  Bedingungen
herzustellen, wurden alle weiteren Arbeitsschritte bei einer Kihlung der Zellen auf
4 °C durchgefihrt. Der Comet Assay bot sich an als relativ schnelle und
kostengiinstige Methode, um Erbgut schadigende Wirkungen zu vergleichen.
Allerdings lief3en sich hiermit nur quantitative Aussagen Uber das Ausmald der
Schédigungen treffen. Eine genaue Lokalisation der Schaden auf einzelne Genorte
war nicht moglich und ist nicht Endpunkt des Messverfahrens.

Den meisten Schadstoffen ist man im Alltag oder Berufsleben tiber einen langeren
Zeitraum mehrfach oder chronisch ausgesetzt. So liegt zwar eine wiederholte
Exposition vor, jedoch hat der Korper auch die Mdoglichkeit for
Reparaturmaldnahmen. Zu den Mechanismen der DNA-Reparatur der Zellen
gehdren Basenexzisionsreparatur, die Nukleotid-Exzisions- und die Mismatch-

Reparatur [de Boer und Hoeijmakers, 2000]. Die scha&digende Wirkung einiger
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Substanzen kann in vivo einen anderen Verlauf nehmen, als es an
Einzelzellmodellen gezeigt wird.

Das Modell der Miniorgankulturen stellt eine Anndherung an den lebenden
Organismus dar. Jedoch ist auch die Reaktion der Zellen im Miniorgankulturmodell
nicht mit der von Zellen im lebenden Organismus identisch: Zum Beispiel fehlt den
Zellen die Gesamtversorgung mit Nahrstoffen durch den Organismus. Durch ein
spezielles Nahrmedium, in dem die Zellen kultiviert werden, versucht man die
L ebensbedingungen der Zellen moglichst naturgetreu nachzuahmen.

Auch missen die am Fremdstoffmetabolismus beteiligten Enzyme, die die
chemische Struktur der Fremdstoffe verdndern in den Zellen der Miniorgane
vorhanden und intakt sein. Dieser Metabolismus wird Biotransformation genannt.
Die Biotransformation fihrt zu einer Erhohung der Polaritdét und dient der
erleichterten Ausscheidung einer Substanz. Bei toxischen Stoffen entstehen jedoch
haufig reaktionsfahige Metaboliten, die mit den nukleophilen Stellen von
Zellbestandteilen reagieren und diese schadigen [Eisenbrand und Metzler, 2002].
Es kann also sowohl zu einer Entgiftung kommen, als auch zu einer Giftung, d.h.
das Endprodukt wird zum eigentlichen Schadstoff aktiviert und ist schédlicher als
die Ausgangssubstanz [van lersel et al., 1999]. Die Biotransformation wird in 2
Phasen unterteilt. Die erste Phase stellt eine Oxidation, Reduktion oder Hydrolyse
dar. In der zweiten Phase erfolgt eine Konjugation mit Glukuronséure,
Schwefelsaure, Essigsdure, Aminosauren oder Glutathion. Diese Phasen werden
von bestimmten Enzymen vermittelt. Die fremdstoffmetabolisierenden Enzyme
konnen jedoch auf vielfaltige Weise beeinflusst und in ihrer Wirkung beeintrachtigt
werden: zum Beispiel durch Organschéden, Storung der Biosynthese eines Proteins,
Mangel an Cosubstraten oder Inaktivierung durch reaktive Metaboliten. Es ist
Aufgabe weliterer Studien zu prufen, ob beispielsweise die Enzymaktivitéten in den
kultivierten Zellen ausreichend sind zur Aktivierung bestimmter toxischer
Substanzen und Informationen Uber die metabolische Aktivitdt der Zellen zu
gewinnen. Die metabolische Kompetenz von Miniorgankulturen kdnnte zum
Beispiel Uber den Nachweis von Entziindungsmediatoren wie Interleukinen gezeigt

werden.
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Viele Erbgut sch&digende Substanzen, wie beispielsweise N-Nitrosodiethylamin
mussen erst durch Enzymsysteme wie Cytochrom P-450 aktiviert werden [Teissier
et al., 1998]. Diese Cytochrom P-450-Monooxygenasen kommen in allen Geweben
vor, weisen jedoch unterschiedliche enzymatische Aktivitét auf. Eine geringere
DNA-Schadigung konnte also auch auf die verminderte Aktivierung der
Testsubstanz aufgrund einer schwécheren Enzymaktivitét zurlck zu fahren sein.
Auch gibt esindividuelle Unterschiede beziglich der Enzymaktivitéten [Eisenbrand
und Metzler, 2002]. Ein weiterer Versuchsansatz kénnte also der Nachweis der
Aktivitét des Cytochrom P-450-Enzyms in respiratorischer Schleimhaut sein.

Auch ist es fraglich, ob der genotoxische Effekt einzelner Schadstoffe auf
Miniorgankulturen reprdsentativ ist fur die Lebens- und Arbeitssituation. Die
eingesetzten Konzentrationen der xenobiotischen Substanzen basieren auf
Vorversuchen aus unserem Labor und auf anderen Verdffentlichungen [Harréus et
al., 1999; Kleinsasser et al., 1999]. Zwar waren die Stoffkonzentrationen héher als
die t&gliche Belastung mit diesen Substanzen in der Umwelt oder am Arbeitsplatz,
dafir war die Exposition von geringerer Dauer. Eine jahrelange
Schadstoffbelastung konnte aufgrund der begrenzten Haltbarkeit von Miniorganen
nicht simuliert werden. Dies ist bislang nur im Tierversuch moglich. Allerdings ist
es im Vergleich zu Einzelzellversuchen moglich, mehrfache Inkubationen mit
festgelegten Abstanden durchzufthren.

Obwohl keine absolute Ubereinstimmung mit der Situation der Zellen im lebenden
Organismus hergestellt werden kann, bietet das vorgestellte Modell dennoch die
Moglichkeit, die Wirkung oOkogenotoxischer Substanzen auf Zellen in ihrem
organspezifischen Zellverband zu analysieren.

Die Intervalle zwischen den Xenobiotikainkubationen bieten Zeit zu
Reparaturvorgangen. Abhéngig von der Reparaturkapazitét kommt es dadurch im
Anschluss zu einer verminderten Wanderung der DNA in der Elektrophorese.
Schéden korrespondierender Basen (Doppelbasenschéaden) und Doppelstrangbriiche
stellen beim Menschen weitgehend irreversible DNA-Schaden dar. Die haufigeren
substanzinduzierten Formen stellen jedoch Einzelstrangbriiche dar, die durch die
Abspaltung von Basenaddukten entstehen. Die Mehrzahl dieser Primérlésionen
kann die Zelle reparieren, unter Umstdnden dabei aber selbst Fehler machen
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[Neumann, 1998]. Eine verminderte Reparaturfahigkeit der Zellen konnte zum
Beispiel bei Patienten mit bosartigen Tumoren beobachtetet werden [Cheng, 1998;
Palyvoda et a., 2002]. Aufgrund vererbter Faktoren konnen individuelle
Unterschiede in der Reparaturfahigkeit bestehen [Mohankumar et al., 2002]. Aus
genetischen Polymorphismen bestimmter Gene resultieren Unterschiede der
Aktivitédt von Reparaturenzymen, was eine Entstehung von Tumoren begunstigen
kann [Collins und Harrington, 2002]. Solche Polymorphismen von Genen
beeinflussen die Reparaturkapazitét und konnen einen erhohten genotoxischen
Effekt durch Umweltstoffe, zum Beispiel durch Tabakrauch bei den betroffenen
Individuen hervorrufen [Abdel-Rahman und El-Zein, 2000]. Eine DNA-Reparatur
nach der Inkubation mit Xenobiotika wurde bereits mit Anwendung des Comet
Assays beschrieben [Bock et al., 1998; Blasiak et a., 1999]. Das Auftreten von
DNA-Kometen kann allerdings auch durch die sogenannte Exzisionsreparatur
bedingt sein [Speit und Hartmann, 1995]. Daten Uber eine madgliche
Reparaturfahigkeit der Zellen wéhrend der enzymatischen Auftrennung des
Zellverbandes liegen nicht vor. Man kdnnte jedoch annehmen, dass auch hier
Reparaturvorgange in den einzelnen Zellen ablaufen.

Das Modell der Miniorgankulturen 1813t weitere Ansatze zur Darstellung von DNA-
Reparatur zu. Um die Aktivitdt von Enzymen in Zellen der Miniorgankulturen
genauer beurteilen und so konkretere Aussagen Uber den Einfluss von
Reparaturvorgangen treffen zu kénnen, ist der Einsatz von Reparaturinhibitoren
maoglich. Der direkte Vergleich von Miniorgankulturen mit dem Einzelzellmodell
|al3t Aussagen Uber eine veranderte Reparaturkapazitét im Organverband zu.

Die getesteten Einzelzellen wurden aus respiratorischer Schleimhaut gewonnen und
am Tag der Entnahme mit den Testsubstanzen inkubiert. Die Exposition der
Miniorgane erfolgte hingegen erst nach 7-tagiger Anziichtung. Um einen direkten
Vergleich zwischen Einzelzellen und Miniorgankulturen unter gleichen
Bedingungen ziehen zu koénnen, wurden in einer zusdtzlichen Versuchsreihe
Miniorgane Uber 7 Tage kultiviert. Anschlielend wurde der eine Teil der
Miniorgane mit den Fremdstoffen inkubiert. Aus dem anderen Teil wurden durch
enzymatische Auftrennung des Gewebes zuerst Einzelzellen gewonnen. Daraufhin

folgte die Inkubation dieser Einzelzellen mit den gleichen Testsubstanzen. Hierbei
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zeigte sich eine insgesamt hohere Sensitivitét von Einzelzellen. Auf jeden der
getesteten Stoffe reagierten die Einzelzellen mit einer weiteren DNA-Migration im
elektrischen Feld, was eine hdhere Schadigung des Erbgutes bedeutet. Durch die
Erhaltung des Organverbandes scheinen die Zellen weniger anféllig auf die
Belastung mit Schadstoffen zu reagieren. Dies kann als Hinweis gesehen werden
auf eine vermehrte metabolische Aktivitét der Zellen und einen hdheren Schutz im
Zellverband. Das Ergebnis bestétigt die Feststellung, dass Einzelzellen einen
verénderten oder aufgehobenen Fremdstoffmetabolismus aufweisen [De Leve et al.,
1997]. Um genauere Aussagen Uber die Ahnlichkeit zwischen Miniorgankulturen
und den Verhétnissen im lebenden Organismus treffen zu kdnnen, ist es weiterhin
notig, DNA-Schaden und Reparaturmechanismen wéahrend der Kultivierungsphase
genauer zu untersuchen und zu analysieren. Méglicherweise werden allein wahrend
der Zeit der Anzichtung ohne die Einwirkung der Testsubstanzen DNA-Schéden
verursacht oder Reparaturmechanismen eingeschrankt. Urséchlich daftr konnte die

Trennung der Schleimhaut von der Versorgung durch den Organismus sein.

4.1.2. Comet Assay

Der alkalische Einzelzell-Mikrogelelektrophorese-Assay, kurz Comet Assay, kann
zur Evaluierung DNA-schéadigender Potentiale verschiedener Stoffgruppen
herangezogen werden. Er stellt eine Methode zur Darstellung von DNA-Schéden an
Einzelzellen dar. Mit dem Comet Assay wird der Nachweis von
Einzelstrangbriichen, alkalilabilen Stellen und von Fragmenten, die aus der
sogenannten Exzisionsreparatur stammen, ermoglicht [Speit und Hartmann, 1995].
Erstmals wurde der Comet Assay von Oestling und Johanson beschrieben. Das
Verfahren wurde von ihnen herangezogen, um die Migration von DNA von
Brustdrisenzellen nach Bestrahlung beurteilen zu kénnen [Oestling und Johanson,
1984]. Separierte Einzelzellen werden in einem Agarosegel suspendiert und die
Kern- und Zellmembranen lysiert. Bel Schadigung des Kerninhaltes und durch
Auflésung der Verdrillung (Supercoiling) der DNA-Helix werden die durch
Strangbriiche gelésten DNA-Fragmente frei. Die Moleklle sind polarisiert und
kénnen so im elektrischen Feld Richtung Anode wandern. Durch anschlief3ende

Anfarbung mit einem fluoreszierenden Farbstoff kann diese Migration unter dem
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Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden: Unfragmentierte DNA befindet
sich im Kopf der kometenartigen Konfiguration, der Schweif besteht aus
Fragmenten. Die Wanderung der DNA-Fragmente im elektrischen Feld weist eine
Proportionalitdt zur induzierten Schadigung auf.

Verschiedene Mal3e konnen zum Vergleich einzelner Schédigungsmuster
herangezogen werden. Unter anderem die Intensitdt der Fluoreszenz im
Kometenschweif, die Wanderungsstrecke der Fragmente im elektrischen Feld
sowie der Anteil der geschadigten Zellen unterteilt in Schadigungsstufen. Der hier
als quantitatives Mal3 fir DNA-Strangbriiche gewéhlte Olive-Tail-Moment [Olive
et al., 1993] integriert diese unterschiedlichen Aspekte der DNA-Migration im
elektrischen Feld. Er errechnet sich, indem man die Dichte der DNA im Schweif
des Kometen durch die Dichte der DNA im Kometenkopf teilt und mit dem Median
der Wanderungsstrecke multipliziert. In der vorliegenden Arbeit wurde er stets als
Mittelwert aus 80 Zellen pro Probe verteilt auf zwei Objekttréger angegeben.

Der Comet Assay fand bislang auf verschiedenen Gebieten Anwendung: Er wurde
z.B. als Moglichkeit zur Darstellung radioaktiver Strahlungseffekte an hypoxischen
Zellen bei der Beurteilung von Brustkrebs herangezogen [Olive et al., 1993].
Ebenso diente er zur Quantifizierung des Antells hypoxischer Zellen in soliden
Tumoren [Olive et al., 1999] oder zur Beurtellung bei der Therapie von Tumoren
[Olive und Banath, 1992]. Im Deutschen Krebsforschungszentrum in Heidelberg
wurde das Modell etabliert, um DNA-Sch&den an nasalen Epithelzellen der Ratte
und des Menschen nachzuweisen [Kuchenmeister, 1994]. An oralen Mukosazellen
wurden mit Hilfe des Comet Assays Tests zur biologischen Vertréglichkeit,
Zytotoxizitdt und Genotoxizitdt kieferorthopadisch eingesetzter Metalle
durchgefthrt [Faccioni et al., 2003].

Die Erbgut schédigende Wirkung verschiedener Stoffgruppen kann erfolgen durch
DNA-Strangbrtiche, Genmutationen oder Chromosomenveranderungen [Yumei et
al., 1998]. Moglichkeiten zur Bestimmung der Erbgut verandernden Wirkungen
von Xenobiotika stellen beispielsweise Zellkulturen, Tierversuche oder
Chromosomenanalysen, wie der Mikrokerntest oder Schwesterchromatid-
austauschtest dar. Im Gegensatz zu zeit- und kosenaufwendigen

Chromosomenanalysen oder umstrittenen Tierversuchen bietet der Comet Assay
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die Mdaglichkeit, im Kurzzeittest innerhalb von ca. 6 Stunden mit einem
Materialaufwand von ca. 150 Euro pro Probe Aussagen treffen zu kénnen Gber die
DNA-schédigende Wirkung biologischer, physikalischer oder chemischer Noxen.
Der Comet Assay ist ein geeignetes Biomonitoring-Verfahren, das verschiedene
DNA-Schéden aufzeigen kann und einfach anzuwenden ist [Speit et al., 2003]. Mit
Hilfe des Comet Assays konnen vor allem Einzelstrangbriche als haufigste
substanzinduzierte Form der DNA-Schédigung nachgewiesen werden. Auch ohne
den Zusatz von Xenobiotika kann der Comet Assay zum Biomonitoring eingesetzt
werden, um eine chronische oder spezifische Empfindlichkeit des Spenders zu
messen [Plappert et al., 1995].

Bisher fand der Comet Assay nur fur Einzelzellen Verwendung. Einzelzellkulturen
zeigen jedoch einen anderen oder aufgehobenen Fremdstoffmetabolismus [De Leve
et a., 1997, Teissier et al., 1998]. In der vorliegenden Arbeit wurde der Comet
Assay erstmals in Verbindung mit Miniorganen eingesetzt. Durch vorherige
Kultivierung von Miniorgankulturen ist es mdglich, DNA-Schadigungen und
Reparaturvorgange im natlrlichen epithelialen Zellverband zu beurteilen. Ein
solches Miniorgankulturmodell kommt einem in vivo-Modell nahe. Es erlaubt,
Aussagen zu treffen Uber die Reaktionen auf Zellschadigungen, Reparaturvorgange
und Wundheilungsvorgénge des Epithelgewebes [Resau et al.,, 1987]. Die
Verbindung mit dem Comet Assay ermoglicht somit in relativ kurzer Zeit eine
Darstellung von DNA-Schéden durch Xenobiotika an humaner Schleimhaut. Eine
Testung mehrerer verschiedener Substanzen ist parallel mdglich. Durch die
Inkubation der Zellen im natrlichen Zellverband ist die Reaktion der DNA auf die
eingesetzten Xenobiotika auf den lebenden Organismus eher zu Ubertragen alsim
Einzelzellmodell.

Genotoxische Stoffe sind in der Lage, DNA-Replikationen und genetische
Informationen zu veréndern. Es kdnnen geno- und zytotoxische Schaden auftreten.
Im Gegensatz zu genotoxischen Effekten, bei denen eine Veranderung bzw.
Schéadigung der DNA auftritt, die Zelle als solche aber vital bleibt, hat ein
zytotoxischer Effekt den Zelltod zur Folge. Hier unterscheidet man zwei Formen:
Eine davon ist die Apoptose, d.h. der programmierte physiologische Zelltod durch
das allméhliche Erloschen einzelner Zellfunktionen [Fairbairn et al., 1996]. Diese
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ist abzugrenzen vom provozierten Zelltod, bei dem ein schadigender exogener oder
endogener Reiz eine Schrumpfung und einen Zerfall des Kerns bewirken.

Bei apoptotischen oder nekrotischen Zellen wandert im Comet Assay ein Grolitell
der DNA vom Kopf zum Schweif des Kometen. Der OTM-Wert ist hoher als 30,
oft sogar Uber 60 [Fairbairn et al. 1995]. Solche zytotoxischen Effekte kdnnten
insgesamt die Aussagekraft Uber die Genotoxizitdt einer bestimmten Substanz
beeinflussen. Im Comet Assay ist es jedoch moglich, die Bestimmung von DNA-
Effekten in einzelnen Zellen durchzufiihren. Nach Anféarbung kénnen nicht vitale
Zellen erkannt und ausgeschlossen werden. Dadurch kann ein storender Einfluss
zytotoxischer Effekte auf das Testergebnis vermieden werden [Hartmann und Speit
1997]. Um solche zytotoxischen von einer genotoxischen Substanzwirkungen
abgrenzen bzw. nekrotische Zellen ausfindig machen zu koénnen, wurde vor der
Lysierung der Zellmembran ein Vitalitédstest (Trypanblau-Ausschlusstest)
durchgefthrt. Dieser erméglicht es, einen prozentualen Anteil nekrotischer Zellen
zu bestimmen. In der vorliegenden Arbeit gingen ausschliedlich Versuche in die
statistische Auswertung ein, in denen der Anteil vitaler Zellen mindestens 80%
betrug. Dies sollte ausschlief3en, dass ein Kometenschweif im Comet Assay von

einem eigentlich zytotoxischen Effekt herrtihrte.

4.2. Diskussion der Testsubstanzen

Als Testsubstanzen wurden Stoffe ausgewahlt, denen man in der Umwelt oder
durch berufliche Exposition vielfach ausgesetzt ist. Fir zahlreiche dieser Stoffe
stellt die Schleimhaut des oberen Aerodigestivtraktes das erste Kontaktorgan im
menschlichen Organismus dar. Es wurden Substanzen aus verschiedenen
Stoffklassen gewdhlt: Nitrosoverbindungen, Metalle, Phthalate und aromatische
Kohlenwasserstoffe. Eine gesundheitsgefahrdende Wirkung dieser Xenobiotika ist

tellweise bekannt.
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4.2.1. DNA-Migration nach Inkubation mit Dimethylsulfoxid

Dimethylsulfoxid (DM SO) wurde in den vorliegenden Versuchen als Lsungsmittel
fir die anderen Testsubstanzen verwendet. Es hat keine genotoxische Wirkung.
Dennoch nach Inkubation mit DMSO auftretende DNA-Schéaden waren somit auf
eine bereits vorliegende Zellschddigung oder einen Fehler bei der Methode
zurtickzufhren. Solche Versuchsrethen wurden nicht fir die Auswertung
verwendet. DMSO diente als Negativkontrolle. Nach der Inkubation mit DM SO
zeigten sich nur niedrige OTM-Werte und eine gute Vitalitét der Zellen. Wie man
daraus ableiten kann, ist das Modell in der Lage, ausreichend vitale Zellen zu
liefern, um den Comet Assay durchfiihren zu kénnen und so bestimmte Substanzen
auf ihre Genotoxizité zu untersuchen. Die geringe Migration der DNA in dieser
Negativkontrolle gilt as Indiz daftrr, dass eine erhohte DNA-Migration von Zellen
desselben Spenders auf die eingesetzten Xenobiotika zurtickzufiihren ist. Die im
Vergleich zu DMSO bei den Testsubstanzen auftretenden hoheren OTM-Werte
sind demnach nicht durch Lésungsmittel oder Methodik bedingt.

4.2.2. DNA-Migration nach Inkubation mit N-Nitrosodiethylamin

Das Nitrosamin N-Nitrosodiethylamin (NDEA) ist ein Schadstoff, der vor allem in
der Nahrung, bei deren Zubereitung und im Tabakrauch vorkommt. Nitrosamine
sind anerkannte Kanzerogene, die von der internationalen Gesellschaft zur
Forschung gegen Krebs (IARC) in die Gruppe 2 eingestuft werden [IARC, 2001].
So ist zum Beispiel der Zusammenhang mit Osophagus- [Lu, 1988] und
Leberneoplasien [Tsujiuchi et al., 2002] gesichert. In China zeigte sich eine starke
Relation zwischen dem Verzehr von gepokeltem Fisch und dem Auftreten von
Nasopharynxkarzinomen [Zou et al., 1994]. Auch an humaner Mukosa des oberen
Aerodigestivtraktes konnte eine genotoxische Wirkung von NDEA gezeigt werden
[Harréus et al., 1999; Kleinsasser et al., 2000b)].

Auch in der vorliegenden Studie konnte eine genotoxische Wirkung durch NDEA
festgestellt werden. Der Zellschaden nach Inkubation der Frischbiopsate war
signifikant hoher als die Schadigung der Zellen aus Miniorgankulturen nach
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einmaliger Inkubation. Dies kdnnte auf den Umstand zurtickzufiihren sein, dass die
Zellen aus den Organkulturen nach der Inkubation in einem 45-mindtigen Abschnitt
aus dem Zellverband gelost wurden und diese Zeitspanne eventuell zur Reparatur
nutzen konnten. Der Informationsaustausch zwischen den Zellen im Organverband
konnte ebenfalls zu einer gesteigerten Reparaturfahigkeit der DNA fuhren. Bislang
existieren keine Daten darUber, ob eine DNA-Reparatur auch wahrend der
enzymatischen Separation mdglich ist. Reparaturvorgange von Lymphozyten und
Mukosazellen in einem festgelegten Zeitintervall sind jedoch bereits beschrieben
worden [Blasiak et al., 1999; Bock et a., 1998]. Ebenso kénnte das Ergebnis auf
der Exposition der Zellen im Gewebeverband zuriick zu fUhren sein, da zunéchst
vor allem die auf3eren Zellen des Zellverbandes bei der Inkubation den Fremdstoff
aufnehmen. Die Dauer der Exposition sollte jedoch auch eine Penetration der
tieferen Zellschichten ermdglichen. Weitere Untersuchungen in diese Richtung
erscheinen sinnvoll.

Es war auch fraglich, ob Einzelzellen, die aus Miniorganen nach 7-t&giger
Anzichtung gewonnen werden, eine hohere Empfindlichkeit aufweisen als
Einzelzellen aus Frischbiopsaten. Aus diesem Grund wurde die DNA-
Fragmentation verglichen zwischen zwei Inkubationsformen. Zum einen wurden
Einzelzellen inkubiert, die zuvor nach 7-tégiger Kultur aus Miniorganen
herausgel0st wurden. Zum anderen wurden die Miniorgane inkubiert und die Zellen
erst nach dieser Inkubation aus dem Zellverband gel6st. Hierbei zeigten sich kaum
Unterschiede in der DNA-Fragmentierung durch NDEA. Wie bereits erwéhnt
zeigen die Einzelzellen am Tag der Entnahme eine wesentlich hohere DNA-
Schédigung als die Zellen aus den Miniorganen nach 7 Tagen. Diesen Unterschied
kann man jedoch beim Vergleich zwischen Einzelzellen und Miniorganen nach 7-
tagiger Kultivierung nicht mehr feststellen. Somit kdnnte in diesem Fall auch eine
erhohte Empfindlichkeit der Zellen aus Frischbiopsaten urséchlich sein fur die
gesteigerte DNA-Fragmentierung an Tag 1. Auch ein Verlust der Aktivitét von
Cytochrom P-450 in den Miniorganen ist denkbar.

Nach dreimaliger Inkubation lagen keine hoheren Werte als nach einmaliger
Inkubation vor. Fir einen additiven oder kumulativen Effekt der genotoxischen
Wirkung auf die Zellen bestehen demnach keine Anhaltspunkte. Vielmehr 183t auch
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dieses Ergebnis bei den eingesetzten Konzentrationen auf Reparaturvorgange
schlief}en. Da nach der ersten und zweiten Inkubation jeweils eine 2-tdgige
Ruhephase bestand, konnten die Zellen diese Zeit moglicherweise zur Reparatur
entstandener Schaden nutzen.

Bei der Bewertung der Ergebnisse muss auch der Schédigungsmechanismus durch
NDEA beriicksichtigt werden: Um seine Genotoxizitét zu entfalten, wird NDEA in
vivo durch eine a-C-Hydroxylierung dber Cytochrom P-450 abhangige
Monooxygenasen aktiviert [Habib et al., 1998]. Wahrend dieses Schrittes entsteht
ein elektrophiles Alkylkation, welches das eigentliche Karzinogen darstellt. Auch
in niedrigen Dosen konnte eine mutagene Aktivitdt von NDEA gezeigt werden,
wenn eine metabolische Aktivierung durch Cytochrom P-450 gegeben war [Aiub et
al., 2003]. Da NDEA auch in den vorliegenden Versuchen in der Lage war, eine
Zellschédigung der Miniorgankulturen herbeizufthren, ist von einem Funktionieren
des Cytochrom P-450-Systems in den Miniorgankulturen auszugehen. Insgesamt
sind jedoch zusétzliche verfeinerte Studien notwendig, um genauere Aussagen Uber
die Expression der Cytochrom P-450-1soenzyme und die enzymatische Aktivitat

von Zellen im Organverband der Miniorgankulturen treffen zu kdnnen.

4.2.3. DNA-Migration nach Inkubation mit Natriumdichromat

Das hexavalente Chromat Natriumdichromat wurde ausgewdahlt als relevantes
Beigpiel fur die Stoffgruppe der Metalle. Es entsteht bei der Chromherstellung und
ist beispielsweise enthalten in chromhaltigen Metallen, Holzschutzmitteln,
Baustoffen, Reinigungsmitteln und wird verwendet bei der Betonverarbeitung.
Hexavalente Chromatverbindungen sind als humane Karzinogene bekannt: Sie
flhren zum Beispiel zu einem gehduften Auftreten von Tumoren im
Respirationstrakt [Klein et al., 2001]. Natriumdichromat wird als Karzinogen der
Gruppe 2 eingestuft [IARC, 1990].

Chrom (IV) gelangt durch ein spezielles Transportsystem in die Zielzelle. Dort
erfolgt Uber Zwischenprodukte und die Freisetzung von Radikalen die Reduktion zu
Chrom (I11). Diese kann Komplexe mit DNA, RNA, Proteinen oder Lipiden bilden
und stellt das eigentliche Karzinogen dar. Ebenso zu DNA-Schéaden kommt es
durch die Bildung von Sauerstoffradikalen [De Flora et al., 1990]. Auch
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finfwertige Chromzwischenprodukte kdnnen zu Schaden flihren [Jones et al., 1991;
Shi und Dalal, 1992].

Die Fahigkeit von Natriumdichromat, DNA-Strangbriiche herbeizufiihren, wurde
bereits an isolierten peripheren Lymphozyten und Lungenepithelzellen gezeigt
[Hodges et al., 2001]. Ein Zusammenhang zwischen Karzinomen der Nase und der
Nasennebenhohlen und einer Expositon von Chromat besteht [Hernberg et al.,
1983]. Auch mit dem Comet Assay wurden an der DNA von Nasen- und
Nasennebenhohlenschleimhaut starke genotoxische Schéden nachgewiesen
[Harréus et al., 1999].

In den hier dargestellten Versuchen unterschieden sich die OTM-Werte der
Einzelzellen an Tag 1 kaum von denen der Miniorgankulturen an Tag 7. Im
Gegensatz dazu traten nach dreimaliger Inkubation signifikant hohere Werte auf.
Das lat auf einen additiven Effekt von DNA-Schaden durch wiederholte
Exposition schlief3en. Auch ist es moglich, dass der schadigende Effekt auch ohne
weiteres Einwirken von Natriumdichromat weiter zunimmt. Eventuell sorgen die
Sauerstoffradikale zur stéandigen Bildung weiterer Radikale, die zu einer weiteren
DNA-Schéadigung fuhren. Ein solcher Effekt stellt eine erhebliche Gefahr in vivo
dar: Bei langer dauernder Exposition durch Umwelteinfllisse oder am Arbeitsplatz
konnte es auch hier zu einer kumulativen Wirkung kommen. Aul3erdem scheint in
diesem Fall wahrend der Separation der Zellen eine inhibierte Reparaturkapazitat
zu bestehen, die ebenfalls fur die Zunahme der DNA-Fragmentierung nach
dreimaliger Inkubation verantwortlich ist.

Beim direkten Vergleich der Schadigungen von Einzelzellen und
Miniorgankulturen nach 7 Tagen weisen die Einzelzellen eine hdhere Sensitivitat
auf. Das spricht dafir, dass der epitheliale Zellverband einen gewissen Schutz
bietet. Es konnte jedoch auch davon ausgegangen werden, dass die aul3eren Zellen
der Miniorgane einer hoheren Belastung ausgesetzt sind als die Zellen im Inneren,
dadiese erst nach einer langeren Inkubationsdauer erreicht werden.

Auch die Genotoxizitat von Natriumdichromat hangt von der Bioverfligbarkeit in
den Zellen ab. Diese steht in engem Zusammenhang mit dem Oxidationsgrad, wie
dem pH-Wert des Gewebes. Bei geeignetem pH-Wert liegen Chromate in einem

reaktiven Zustand vor und sind in der Lage, leicht die Zellmembranen zu
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durchdringen [Bagchi et al., 1997]. Auch hier koénnte ein erwelterter
Versuchsaufbau, der die Messung des pH-Wertes berticksichtigt, zu einer

Bestétigung der Ergebnisse flhren.

4.2.4. DNA-Migration nach Inkubation mit Mono(2-Ethylhexyl)-Phthalat

Mono(2-Ethylhexyl)-Phthalat (MEHP) gehdrt zur Stoffklasse der Salze der
Phthalsdure, der sogenannten Phthalate. Die am haufigsten eingesetzten Phthalate
sind Di(2-Ethylhexyl)phthalat (DEHP) und Dibutylphthalat. DEHP wird zum
Monoester MEHP hydrolisiert. DEHP wird der Gruppe 3 zugewiesen [IARC,
2001]. Darunter fallen Stoffe, die bezlglich der Krebsentstehung beim Menschen
nicht klassifiziert sind [McGregor et a., 2000].

Phthalate sind weit verbreitete Weichmacher von Kunststoffen. Fur eine durch sie
hervorgerufene Gesundheitsgefahrdung  gibt es bereits eine Vielzahl von
Anhaltspunkten:

So wurde zum Beispiel das genotoxische Potential von MEHP an menschlichen
Lymphozyten dargestellt [Anderson et al., 1999]. Kinder, die tber langere Zeit an
Plastikspielzeug kauen, konnten Weichmacher in ausreichender Menge zu sich
nehmen, um eine Konzentration im Speichel nachzuweisen [Steiner et a., 1998].
Bei chronischer per os Applikation von DEHP in hohen Dosen wurden
Lebertumoren bei Ratten und Maéausen induziert [IARC, 1982]. Eine
hepatokarzinogene Wirkung bei Nagern zeigten auch Huber et al. [1996]. Diese
wurde darauf zurtickgeftihrt, dass Phthalate Peroxisomen-Proliferatoren darstellen
und so mdglicherweise auch andere Stoffe, wie zum Beispiel Nitrosamine in ihre
karzinogene Form tberfihren kdnnen. Diese Wirkung ist beim Menschen aufgrund
biochemischer und morphologischer Parameter geringer. Ebenfalls bei Nagern
zeigten DEHP und MEHP reproduktionstoxische Wirkungen [Thomas und
Thomas, 1984]. Einschrankend sei hierbel erwdhnt, dass in den genannten
Tierversuchen sehr hohe Phthalatkonzentrationen eingesetzt wurden. Genotoxische
Effekte durch Phthalate mit Hilfe des Comet Assays wurden an oropharyngealer
und nasaler Schleimhaut [Kleinsasser et al., 2000c] sowie an menschlichen

Lymphozyten [Kleinsasser et al., 2001] gezeigt.
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Auch die vorliegenden Ergebnisse zeigen einen genotoxischen Effekt von MEHP in
vitro. Dabel erwiesen sich die Einzelzellen von Frischbiopsaten als empfindlicher
alsdie Zellen aus Miniorgankulturen. Ebenso zeigten die aus Organkulturen an Tag
7 gewonnenen Einzelzellen en hoheres Schadigungsmuster als die
Vergleichszellen aus dem Zellverband. Daraus &3t ich eine erhdhte
Empfindlichkeit der Einzelzellen ableiten.

Die Reaktionen der Zellen nach einmaliger Inkubation unterschieden sich hingegen
kaum von denen nach dreimaliger Inkubation. Auch hier konnten
Reparaturvorgange zur Erklarung herangezogen werden. Eine mogliche Rolle von
Phthalaten bei der Karzinogenese in vivo bedarf weiterer Untersuchungen.
Allerdings erschweren die beobachteten genotoxischen Effekte eine Festlegung
zum Beispiel von Werten fur die maximale Arbeitsplatzkonzentration (MAK-
Werte).

Die akute Toxizitét von Phthalaten ist sehr gering [Layton et al., 1987]. Chronische
Gaben induzierten hingegen bei Nagern eine toxische Wirkung. Da das
Miniorganmodell die Simulation einer chronischen-repetitiven Einwirkung von
Schadstoffen mdglich macht, erweist es sich als geeignet fir weitere

Untersuchungen der Phthalatwirkung auf humane Schleimhaut.

4.2.5. DNA-Migration nach Inkubation mit Benzo[a]pyren-Diolepoxid

Benzo[a]pyren-Diolepoxid (BPDE) ist ein durch Pyrolyse entstandener Metabolit
des Karzinogens Benz[a]pyren (B[a]P). Benzo[a]pyren dient as Leitsubstanz fur
die Gruppe der polyzyklischen Kohlenwasserstoffe (PAH). Von der IARC wird es
als Kanzerogen der Gruppe 2A eingestuft [lARC, 2001].

BPDE kommt vor in Tabakrauch, gegrillten Speisen und als ubiquitér verbreiteter
Umweltschadstoff. Arbeiter in der Eisen-, Steinkohle-, Stahl- und Teerindustrie
sind verstérkt einer genotoxischen Belastung durch PAH ausgesetzt [Maier et al.,
1994].

In vivo werden PAH durch Cytochrom P-450 und eine Peroxidase aktiviert. Dabel
entstehen freie Radikale, wie BPDE, das durch kovalente Bindung oder Oxidation
einen DNA-Schaden hervorrufen kann [Gelboin, 1980; Mac Leod und Selkirk,

1982]. Ein erhohtes Krebsrisiko wurde im Tierversuch nach oraler Zufuhr von
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B[aP nachgewiesen [Culp et al., 1998]. Genotoxische Effekte mit dem Comet
Assay konnten festgestellt werden an einer Fibroblastenzelllinie [Hanelt et al.,
1997].

Auch bei den hier durchgefuhrten Versuchen erwies sich BPDE als genotoxisch.
Sowohl die Einzelzellen aus Frischbiopsaten als auch die aus Miniorganen
gewonnenen Einzelzellen zeigten eine erhdhte Sensitivitét. Dies kann als welterer
Beleg flr einen veranderten Metabolismus der Zellen im epithelialen Zellverband
angesehen werden.

Auch bei der Inkubation mit BPDE trat nach dreimaliger Inkubation der
Miniorgankulturen eine deutliche und héhere DNA-Migration als nach einmaliger
Inkubation. Eine Erklarung hierfir konnte ein kumulativer genotoxischer Effekt
von BPDE liefern. Auch ein Verlust der Enzymaktivitét in den Zellen ist denkbar.
Auch ein ineffizientes DNA-Reparatursystem durch Schédigung oder eine
verminderte metabolische Aktivitdét der Zellkulturen oder eine langere
Reparaturphase kommen urséchlich in Frage. Genauere Ergebnisse konnten
beispielsweise erzielt werden durch den Einsatz von Reparaturinhibitoren oder die

Verlangerung der Reparaturintervalle.

4.2.6. DNA-Migration nach Inkubation mit N-Methyl-N’-Nitro-N-

Nitrosoguanidin

Das als Positivkontrolle eingesetzte N-Methyl-N‘-Nitro-N-Nitrosoguanidin
(MNNG) gehort in die Gruppe der Nitrosamide. Wéahrend bel anderen
Nirosoverbindungen wie zum Beispiel bel NDEA das eigentliche Karzinogen, ein
Alkylkation, erst durch Hydroxylierung gebildet werden muss, wirkt MNNG als
Alkylkation direkt auf die DNA. Reaktionsfahige Gruppen kénnen mit DNA-Basen
eine konvalente Bindung eingehen und so zu fehlerhaften DNA-Strukturen fihren.
MNNG gtellt eine Modellsubstanz dar, die zur experimentellen Darstellung von
Karzinogenese oder Teratogenese verwendet wird. Daher besteht eine Exposition
nur fUr Beschaftigte in den jewelligen Forschungslaboren [IARC, 1974].

MNNG gilt als erwiesen karzinogen: So wurden zum Beispiel Verénderungen des
Gastrointestinaltrakts beschrieben [Taniguchi et al., 2002] oder gehauftes Auftreten
von Hautkrebs bel Méusen [Rehman et al., 2000]. Die IARC stuft MNNG in die

-63-



Diskussion

Gruppe 2A, als wahrscheinlich karzinogen beim Menschen ein [IARC, 2001]. Es
konnte an Lymphoblasten gezeigt werden, dass MNNG nicht nur mutagene und
karzinogene Wirkung hat, sondern auch zytotoxisch ist, da es zum programmierten
Zelltod, zur Apoptose, fihren kann [Dunkern et al., 2003].

In den vorliegenden Versuchen wies MNNG eine massive DNA-Fragmentierung
auf. Die genotoxische Wirkung von MNNG auf Einzelzellen aus Frischbiopsien
entsprach in etwa der Wirkung auf Miniorganzellen nach der ersten Inkubation.
Auch im direkten Vergleich von Einzelzellen und Miniorganzellen war keine
eindeutig hohere Sensitivitdt zu beobachten, was aber auf eine insgesamt hohe
Genotoxizitét zurtick zu fuhren sein konnte.

Nach dreimaliger Inkubation konnte nochmals ein signifikanter Anstieg bel den
OTM-Werten festgestellt werden. Die Reaktion der alkylierenden Substanz mit der
DNA der Zelle scheint so stark zu sein, dass Reparaturmechanismen der Zelle
keinen Einfluss mehr haben. Ein kumulativer Effekt liegt bei wiederholter
Exposition durch starke Bindung reaktionsfahiger Gruppen an die DNA vor.



Zusammenfassung

5.  ZUSAMMENFASSUNG

Umwelt- und Arbeitsstoffe stellen wichtige Faktoren bel der Kanzerogenese im
menschlichen Korper dar. In der vorliegenden Arbeit wurden einige Vertreter von
Umweltstoffen ausgewahlt und auf ihre kanzerogene Wirkung hin untersucht: N-
Nitrosodiethylamin (NDEA) fur die Nitrosamine, Natriumdichromat (Na.Cr,O;) fur
die Chromverbindungen, Mono(2-Ethylhexyl)-Phthalat (MEHP) fir die Phthalate
und Benzo[a] pyren-Diolepoxid (BPDE) fr die polyzyklischen Kohlenwasserstoffe.
Als Negativkontrolle diente Dimethylsulfoxid (DM SO) und als Positivkontrolle N-
Methyl-N*-Nitro-N-Nitrosoguanidin (MNNG). Da viele dieser Stoffe Uber die
Atemwege aufgenommen werden, ist die Schleimhaut des oberen
Aerodigestivtraktes besonders exponiert. Als Untersuchungsmaterial diente deshalb
humane nasale Schleimhaut. Um méglichst lebensnahe Bedingungen zu schaffen,
wurden aus dieser ca. 1 mm® groRe Miniorgane gewonnen, die iiber eine Woche
kultiviert wurden, was zu einer vollstandigen Epithelialisierung fuhrte. Die im
natUrlichen Zellverband verbliebenen Zellen konnten daraufhin mehrmals mit
Fremdstoffen inkubiert werden. Die dazwischenliegenden Zeitintervalle liefden
Reparaturvorgange zu. Die Schadigungsmuster von Miniorganzellen wurden auch
mit denen von Einzelzellen verglichen, die vor der Inkubation separiert worden
waren. Dabel wurden sowohl Einzelzellen aus Frischbiopsaten als auch
Einzelzellen aus Miniorganen nach 7-tagiger Kultivierung getestet. Zur
guantitativen  Schadigungsanalyse wurde die akalische  Einzelzell-
Mikrogelelektrophorese (Comet Assay) angewandt, bel der es zu einer Wanderung
von gelosten DNA-Bruchstiicken im elektrischen Feld kommt. Diese Wanderung
konnte durch anschlief3ende Anfarbung unter dem Fluroszenzmikroskop sichtbar
gemacht werden.

Die Ergebnisse zeigten unterschiedliche Fragmentierungen der DNA nach
einmaliger und dreimaliger Fremdstoffinkubation: Die DNA-Schadigungen der
Miniorgane blieben nach ein- und dreimaliger Inkubation mit NDEA und MEHP
auf gleichem Niveau. Dagegen traten bei jeder Inkubation mit Na,Cr,O;, BPDE
und MNNG zunehmende DNA-Fragmentierungen auf. Die aus Frischbiopsaten

gewonnenen Einzelzellen zeigten bei jeder der getesteten Substanzen eine erhdhte
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Empfindlichkeit. Der direkte Vergleich zwischen Einzelzellen und Miniorganen
nach 7 Tagen ergab eine gleich hohe Schadigung fir NDEA. Bei den anderen
getesteten Stoffen wiesen die Einzelzellen hthere DNA-Fragmentierungen auf.

Es konnte gezeigt werden, dass alle getesteten Stoffe Schadigungen an der
Erbsubstanz in Form von Einzelstrangbriichen hervorrufen. Im Vergleich zwischen
Miniorganen und Einzelzellen wiesen Einzelzellen Uberwiegend eine hodhere
Empfindlichkeit gegeniber Fremdstoffen auf, as die im epithelialen
Strukturverband belassenen Zellen der Miniorgane. Das Miniorganmodell bot
mehrfache I nkubationsmoglichkeiten und lief3 so Reparaturphasen zu.

Durch die Verwendung von Miniorgankulturen kénnen lebensnahe Bedingungen
geschaffen werden, die die Vorgange im menschlichen Korper besser widerspiegeln
als ein Einzelzellmodell. Die Verwendung von Miniorgankulturen eignet sich somit
zur Untersuchung der metabolischen Kompetenz von Zellen und der DNA-
Reparaturmechanismen. Dadurch kann die hier vorgestellte Methode zur
Pravention von malignen Tumoren des oberen Aerodigestivtraktes einen wichtigen
Beitrag leisten.

Auch die hier erstmals in Verbindung mit Miniorganen eingesetzte alkalische
Einzelzell-Mikrogelelektrophorese (Comet Assay) erwies sich als geeigneter
Kurzzeittest zur Schéadigungsanalyse. Das gezeigte Modell ermdglicht die
Weiterentwicklung einer Screeningmethode fir die Genotoxizitdt von

Umweltstoffen unter Beriicksichtigung individueller Empfindlichkeiten.
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Anhang

7. ANHANG

7.1. Abkilrzungen

BEGM Bronchial Epithelial Cell Growth Medium
BPDE Benzo[a]pyren-Diolepoxid

ca. circa

°C Grad Celsius

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleic acid

EDTA Ethylendiamintetraacetat

FCS Fetal calves' serum

MEHP Mono(2-Ethylhexyl)-Phthalat

mg Milligramm

min. Minute(n)

ml Milliliter

pl Mikroliter

mm Millimeter

mM Millimolar

MNNG N-Methyl-N*-Nitro-N-Nitrosoguanidin
NDEA N-Nitrosodiethylamin

OoT™ Olive Tall Moment

PBS Phosphat Buffered Saline
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