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1 Einleitung

1.1 Krebserkrankungen

1.1.1 Epidemiologie

Weltweit erkranken jahrlich schatzungsweise 11 Millionen Menschen an Krebs. 7,9 Millionen sterben
daran [1]. Aufgrund steigender Lebenserwartung der Menschen und Verschiebung der Alterspyramide
werden fiir das Jahr 2030 bereits 16 Millionen jihrliche Neuerkrankungen durch Krebs geschitzt. In
Deutschland erkrankten im Jahr 2004 nach Angaben des Robert Koch-Instituts schitzungsweise
436.500 Personen an Krebs, davon 230.500 Ménner und 206.000 Frauen [2]. Das mittlere Erkran-

kungsalter liegt fiir Manner und Frauen bei 69 Jahren.

Die haufigste Krebserkrankung stellt bei Madnnern der Prostatakrebs mit 25% dar, gefolgt von Darm-
krebs (16%) und Lungenkarzinomen (14%). Wurden im Jahr 2002 noch 48.700 Erkrankungen an
Prostatakrebs geschétzt, so waren es 2004 bereits 58.500 Fille. Diese Zunahme diirfte mit dem ver-
mehrten Einsatz der Bestimmung des prostataspezifischen Antigens (PSA) als MaBnahme zur Friih-
erkennung von Prostatakarzinomen zu erkldren sein. Verstirkt in Anspruch genommene Krebsvor-
sorgeprogramme konnten ebenfalls die Zunahme von Darmkrebs erkldren. Im Vergleich zu 2002 wur-

de eine Zunahme von 1.700 Fillen bei Méannern und 200 Fillen bei Frauen verzeichnet.

230.500 insgesamt 206.000

7.620 Mundhshle/Pharynx 2.780

2.990 Kehlkopf 390

1.520 Schilddriise 3.540

3.880 (Osophagus 1.050

32.850 Lunge 13.190

11.000 Magen 7.780 Brust  57.230

6320  Bauchspeicheldrise  6.620 Gebérmutterhals  6.190
Prostata  58.570 37,250 Darm 36.000 Gebarmutterkorper  11.700
Hoden 4.750 10.750 Niere 6.500 Eierstocke  9.660

21.410 Harnblase 7.340

1.040 Morbus Hodgkin 940

6.520 malignes Melanom 8.380

6.780  Non-Hodgkin-Lymphome  6.070

4.810 Leukiamien 4.300

Abb. 1-1 Geschiitzte Zahl der jihrlichen Neuerkrankungen (2004) in der Bundesrepublik
Deutschland nach Krebsarten und Geschlecht



In der weiblichen Bevolkerung tritt Brustkrebs mit 28% der Krebserkrankungen vor Darmkrebs (17%)
und Lungenkarzinomen (6%) auf (Abb. 1-1). Die Gesamtzahl der Neuerkrankungen an Krebs war im
Vergleich zum Jahr 2002 unverindert, es wurden aber mehr Neuerkrankungen der Brust (2.000 Fille),
Schilddriise (700 Félle) und Lunge (800 Fille) verzeichnet. Riicklaufig war die Zahl der Neuerkran-
kungen bei Magenkarzinomen (minus 500 Félle), Gebarmutterhalskarzinomen (minus 300 Fille) und

Leuk@mien (minus 500 Fille).

Nicht alle Krebserkrankungen fithren zum Tod, jedoch stellt Krebs weltweit die zweithdufigste Todes-
ursache nach Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems dar. In Deutschland starben im Jahr 2004
insgesamt 209.328 Menschen an Krebs [2]. Das sind 25,6% von insgesamt 818.271 Todesféllen (Tab.
1-1). Das mittlere Sterbealter liegt fiir Ménner bei 71 Jahren und fiir Frauen bei 75 Jahren.

Tab. 1-1 Todesursachen in Deutschland im Jahr 2004 nach Anzahl und Prozent [3]

Todesursache Anzahl Prozent [%]
Kreislaufsystem 368.472 45,0
bosartige Neubildungen (Krebs) 209.328 25,6
Atmungssystem 52.500 6,4
Verdauungssystem 42.213 5,2
Unfille 14.847 1,8
Suizid 10.733 1,3
Andere 130.911 16,0
Insgesamt 818.271 100

Die relativen 5-Jahresiiberlebensraten mit Krebs liegen im Zeitraum von 1994 bis 1998 fiir Frauen bei
60% und fiir Ménner bei 53%. Damit ergibt sich eine Verbesserung um 2 Prozentpunkte im Vergleich

zum vorhergehenden Auswertungszeitraum von 1990 bis 1994.

Die Risikofaktoren fiir die Entstehung von Krebserkrankungen sind vielféltig. Unter den vermeidbaren
Risikofaktoren nimmt das Rauchen, das zwischen einem Viertel und einem Drittel aller Krebstodes-
fille verursacht, die grofte Bedeutung vor falschen Ernihrungsgewohnheiten, Ubergewicht und ho-
hem Alkoholkonsum ein. Weitere Risikofaktoren fiir die Entwicklung bestimmter Krebserkrankungen
sind chronische Infektionen, Expositionen am Arbeitsplatz, Umwelteinfliisse und genetische Préadispo-
sition. Die Bestimmung der Ursache fiir die individuelle Entwicklung einer Tumorerkrankung ist hau-
fig nicht moglich, da im Laufe eines Lebens die Belastungen in vielféltiger Weise zusammen wirken.
Allerdings ist das Rauchen fiir den Lungenkrebs und die Kombination aus Rauchen und Trinken fiir
Tumoren der oberen Atem- und Verdauungswege mit relativ hoher Wahrscheinlichkeit verantwortlich

zu machen.



1.1.2 Krebserkrankungen der Lippe, Mundhohle und des Pharynx
1.1.2.1 Anatomie

An die Cavum oris (Mundhdhle) mit Vestibulum oris (Mundhohlenvorhof) schlief3t sich der Pharynx
(Rachen) an, dessen unteres Ende in den Osophagus (Speiserdhre) iibergeht und somit den Beginn des
Verdauungskanals darstellt (Abb. 1-2). Das Innere der Mundhohle ist, mit Ausnahme der Zdhne, von
Schleimhaut mit zahlreichen kleinen Speicheldriisen ausgekleidet. In der Mundhohle wird feste Nah-
rung zerkleinert und in einen gleitfahigen Zustand iiberfiihrt. Der dazu bendtigte Speichel enthélt vor

allem Elektrolyte, a.-Amylase und Muzine [4].

Abb. 1-2 Einblick in die Mundhohle beim Erwachsenen [5]

Die Labia oris (Lippen) bilden die dullere Begrenzung des Mundraumes. Die seitliche Begrenzung der
Mundhoéhle wird durch die Bucca (Wange) dargestellt. Lippen- und Wangenschleimhaut gehen in das
Zahnfleisch (Gingiva) iiber, das an den Processus alveolares (Alveolarfortsitze) mit dem Knochen fest
verbunden ist. Das die Mundhohle fast vollstdndig einnehmende Organ ist die Lingua (Zunge). Der
Gaumen bildet das Dach der Mundhéhle. Man unterscheidet den Palatum durum (harter Gaumen), der
durch eine Knochenplatte versteift ist, von dem Palatum molle (weichen Gaumen). Die Ubergangs-
zone zwischen Mundhohle und Rachenraum (Isthmus faucium) besteht aus dem Arcus palatoglossus
(vorderer Gaumenbogen), dem Velum palatinum (Gaumensegel) mit der Uvula palatina (Gaumen-
zipfchen), dem M. tensor veli palatini (Spanner des Gaumensegels), der fiir die Offnung des Tuben-
lumens und die Beliiftung des Mittelohres beim Schlucken und Géahnen verantwortlich ist, dem
M. levator veli palatini (Gaumenheber) und dem Arcus palatopharyngeus (hinterer Gaumenbogen). An
der Rachenenge (Isthmus faucium) findet sich der Waldeyersche Rachenring, der die Tonsilla palatina
(Gaumenmandel), Tonsilla pharyngea (Rachenmandel), Tonsilla lingualis (Zungenmandel) und die

Tonsilla tubaria (Tubenmandel) einschlieBt und damit zur Immunabwehr beitragt [6].

Die Lage der Speicheldriisen zeigt die Abb. 1-3. Sie sezernieren den iiberwiegenden Anteil des Mund-

speichels. Die Glandula parotis (Ohrspeicheldriise) stellt die groBte Speicheldriise dar. Der Pharynx ist



ein von Schleimhaut ausgekleideter Muskelschlauch und wird in die drei Abschnitte Epipharynx,
Mesopharynx und Hypopharynx unterteilt (Abb. 1-3). Die Epiglottis (Kehldeckel) stellt die Grenze
zum Hypopharynx dar, der die Zuginge zum Kehlkopf und Osophagus enthilt.

Glandula parotis & F

Epipharynx
Mesopharynx

Hypopharynx

Glandula sublingualis Glandula submandibularis

Abb. 1-3 Lage der Speicheldriisen und Einteilung der Abschnitte des Pharynx [5]

1.1.2.2 Krebserkrankungen im Bereich von Mundhdhle und Rachen in Deutschland

Beim Oropharynxkarzinom handelt es sich um ein Plattenepithelkarzinom. Es kann sich aus Lésionen,
chronischen Entziindungen und Leukoplakie als Pridkanzerose entwickeln. Wird Krebs im Bereich der

Mundhohle diagnostiziert, so handelt es sich in 9 von 10 Fillen um ein Oropharynxkarzinom.

Das Risiko, an Krebs der Mundhéhle einschlieBlich Zungenkrebs ohne Speicheldriisenkrebs zu er-
kranken, liegt fiir Méanner etwa dreimal hoher als fiir gleichaltrige Frauen. Im Jahr 2004 erkrankten
etwa 7.620 Manner und 2.780 Frauen an Krebs im Bereich von Mundhdhle und Rachen [2]. Das
entspricht einem Anteil von ca. 3,3% an allen bosartigen Neubildungen bei Mannern und steht hin-

sichtlich der Krebserkrankungshaufigkeit an siebter Stelle. Bei Frauen sind dies nur 1,4%.

Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei Mannern mit 61 Jahren etwas niedriger als bei Frauen mit 63
Jahren. Minner weisen niedrigere Uberlebensraten als Frauen auf. Jiingere Patienten haben die giins-
tigsten Uberlebensaussichten (Abb. 1-4). Die relativen 5-Jahres-Uberlebensraten fiir Mundhdhlen-
karzinome liegen im Mittel bei 47% fiir Méanner und 55% fiir Frauen. Der abnehmende Anteil prog-
nostisch sehr gilinstiger Krebskrankheiten der Lippe und die Zunahme des Anteils von prognostisch
ungiinstigen Krebskrankheiten des Rachens in den Jahren 1980 bis 1995 haben zu einer Verschlechte-
rung der Uberlebensraten in der Gruppe der Krebskrankheiten der Mundhéhle und des Rachens ins-
gesamt beigetragen. Die giinstigsten 5-Jahres-Uberlebensraten hat Lippenkrebs mit 90%, die ungiins-
tigsten Rachenkrebs mit 30-40%. Werden zusétzlich Metastasen diagnostiziert, sinkt die 5-Jahres-
Uberlebensrate auf 20%.
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Abb. 1-4 Schitzung der altersspezifischen Inzidenz von Mundhéhlenkarzinomen in Deutsch-
land fiir 2004, ICD-10 C00-14 [2]

Krebserkrankungen der Speicheldriisen betreffen in etwa 80% die Parotis. Sie treten insgesamt sehr

selten auf, wobei Ménner (4 Fille/100.000 Einwohner) etwa doppelt so hdufig erkranken wie Frauen.

Als Ursache werden entziindliche Vorerkrankungen diskutiert.

Unter den Risikofaktoren fiir Krebserkrankungen der Mundhohle und des Rachens stehen der Dauer-
gebrauch von Alkoholika (bis zu 30faches Risiko) und das Zigarettenrauchen an erster Stelle [7-12].
Alkohol entfaltet eine synergistische Wirkung (Abb. 1-5), indem es den Durchtritt der Kanzerogene,
die aus dem Tabak stammen, erleichtert [13]. Ebenso konnen Zigarren- und Pfeifenrauchen, Cannabis-
konsum und die Verwendung von Kautabak die Krebsentstehung férdern [2,14,15]. Das Risiko ist ver-
gleichbar zwischen Zigarettenrauchern, Benutzern von Zigarillos, Zigarren- oder Pfeifenrauchern und
sinkt stark ab, je linger die Gewohnheit bereits aufgegeben wurde. Wurde das Rauchen zwanzig Jahre

zuvor beendet, ist kein erhohtes Risiko mehr festzustellen [16].

Seltene Zahnarztbesuche konnen zu einer Verzogerung der Diagnose beitragen, besonders wenn man-
gelnde Mundhygiene vorliegt. In den vergangenen Jahren ist eine Zunahme des Auftretens von Mund-
hohlenkarzinomen bei jungen Menschen in der Altersgruppe zwischen 19 und 25 Jahren festzustellen.
Dieses Phinomen wird mit dem Humanen Papillomavirus (HPV) in Verbindung gebracht. Die Uber-
tragung erfolgt durch direkten Hautkontakt, beispielsweise durch Verschleppung der Erreger der Geni-
talwarzen in die Mundhdhle durch Oralverkehr [17]. Das Virus konnte als ein Cofaktor an der Patho-
genese von oralen Plattenepithelkarzinomen (OSCC) beteiligt sein, insbesondere beim Oropharynx-

karzinom [18]. Eine Metaanalyse [19] wies ein 4,7fach erhohtes Auftreten von HPV in OSCC vergli-



chen mit normaler oraler Mucosa nach. Es wird kontrér diskutiert, ob Nichtraucher hiufiger HPV-
assoziierte Krebserkrankungen der Mundhohle erleiden als Raucher [20,21]. Diese, der Familie der
Papovaviren zugehorige DNA-Virusart, kann je nach Subtyp benigne und maligne Tumoren der Haut
und Schleimhéute bedingen. Die Niedrigrisikotypen HPV 6 und HPV 11 fiihren zur Entstehung der
Condylomata acuminata, die auch unter den Begriffen Feig- oder Feuchtwarzen bekannt ist. Ebenfalls
kann es zur Ausbildung von Malignomen kommen [22]. Die Hochrisikotypen HPV 16 und HPV 18
tragen zur Entstehung des Cervixkarzinoms bei. Der deutsche Forscher Harald zur Hausen, langjéhri-
ger Leiter des Deutschen Krebsforschungszentrums (DKFZ) in Heidelberg, bekam fiir seine Arbeiten
zu Nachweis und Prophylaxe des HPV-assoziierten Gebarmutterhalskrebses, im Oktober 2008 den

Medizinnobelpreis verlichen.
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Abb. 1-5 Rauchen und Trinken als Risikofaktoren fiir Mundhohlentumoren [13]

Zur Kodierung der Todesursachen und Krankheiten wird die International Classification of Diseases
(ICD) als internationaler Standard genutzt. Seit 1994 ist die 10. Revision in Kraft getreten, die als
ICD-10 bezeichnet wird [23]. Kapitel II listet Neubildungen und ist untergliedert in bdsartige Neubil-
dungen (C00-C97), in-situ-Neubildungen (D00-D09), gutartige Neubildungen (D10-D36) und Neu-
bildungen unsicheren oder unbekannten Verhaltens (D37-D48). Bosartige Neubildungen von Lippen,
Mundhohle und Pharynx werden unter C00-C14 klassifiziert (Tab. 1-2).

Betrachtet man das Auftreten von Mundhohlenkarzinomen in verschiedenen Landern, stellt man eine
Zunahme von Inzidenz und Mortalitit besonders in den Westeuropdischen Landern fest. Hochste Fall-
zahlen bei Ménnern sind aus Frankreich und Indien bekannt, gefolgt von der Slowakei, Slowenien,
Ungarn und der Schweiz. Frauen erkranken am haufigsten in Indien, Siidostasien und den USA. Die

niedrigsten Raten sind aus Japan, China und den Skandinavischen Léndern bekannt [24].



Tab. 1-2 Klassifizierung der Todesursachen und Krankheiten nach ICD-10 (Auswahl C00-

C14)
Gruppe Lokalisation
C 00 Maligne Neoplasien der Lippen
Cco1 Maligne Neoplasien des Zungengrundes
Cc02 Maligne Neoplasien sonstiger und nicht néher bezeichneter Teile der Zunge
Cco03 Maligne Neoplasien des Zahnfleisches
co4 Maligne Neoplasien des Mundbodens
C 05 Maligne Neoplasien des Gaumens
C 06 Maligne Neoplasien sonstiger und nicht néher bezeichneter Teile des Mundes
C 07 Maligne Neoplasien der Parotis
Cc 08 Maligne Neoplasien sonstiger und nicht niher bezeichneter groBBer Speicheldriisen
Cc 09 Maligne Neoplasien der Tonsillen
Cc10 Maligne Neoplasien des Oropharynx
Cl11 Maligne Neoplasien des Nasopharynx
C12 Maligne Neoplasien der Nasennebenhohle (Processus piriformis)
C13 Maligne Neoplasien des Hypopharynx
Cl4 Maligne Neoplasien sonstiger und ungenau bezeichneter Lokalisationen der

Lippe, Mundhé&hle und des Pharynx

1.1.2.3 Krebserkrankungen des Mund-Rachen Raumes in Schweden

Innerhalb Europas weist Schweden die niedrigste Inzidenz an Krebserkrankungen des Mund-Rachen
Raumes auf. Zwei Drittel der Patienten mit diesen Plattenepithelkarzinomen sind ménnlich. Vergli-
chen mit allen malignen Tumorerkrankungen in Schweden, lag die Erkrankungsrate fiir Tumoren des

Mund-Rachen Bereiches im Jahr 2006 gerade bei 1,9% flir Méanner und 1,4% fiir Frauen [25].

Die niedrige Inzidenz von Mundhohlentumoren lédsst sich mit dem im Vergleich zu anderen europé-
ischen Landern geringen Anteil an Rauchern bei den schwedischen Ménnern erkldren. Etwa ein Vier-
tel der Ménner geniefSt Tabak ausschlieBlich in Form des Schwedischen Kautabaks, der auch unter
dem Begriff Snus bekannt ist (s. Kapitel 1.3). Dieser mehr als hundert Jahre alte Brauch ist auch in
anderen skandinavischen Léndern verbreitet, aulerhalb dieser Lidnder aber sehr selten. In anderen
Léndern der EU ist der Vertrieb von Snus sogar seit einigen Jahren verboten. Snus wird {iberwiegend
in der nordlichen Region Schwedens benutzt. Dort ist innerhalb des Landes die niedrigste Inzidenz fiir
Mundhoéhlentumoren gegeben, wihrend man in den Stidten Stockholm, Goteborg und Malmo die
hochste Inzidenz findet [25]. Snus wird in diesen Stddten wesentlich seltener verwendet als in der

nordlichen Region mit geringer Inzidenz.



Den stirksten Riickgang neu diagnostizierter Krebsverdachtsfille wiesen Tumoren der Lippe bei Mian-
nern auf (Abb. 1-6). Es wurde ein jdhrlicher Riickgang um durchschnittlich 5,7% innerhalb von 10
Jahren bis zum Jahr 2006 festgestellt. Das fiihrte im Jahr 2006 zu einer altersstandardisierten Rate von
2,1 fiir Ménner und 0,9 fiir Frauen pro 100.000 Einwohner.

7 —=— Manner
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Abb. 1-6 Entwicklung von malignen Neuerkrankungen der Lippe in den Jahren 1960-2006 in
Schweden im Vergleich zwischen Méinnern und Frauen [25]

1.1.3 Entstehung von Krebserkrankungen

Krebs ist im allgemeinen Sprachgebrauch ein Sammelbegriff fiir eine Vielzahl von Krankheiten, bei
denen Korperzellen unkontrolliert wachsen, sich teilen und gesundes Gewebe verdringen oder zer-
storen konnen [26]. Die Ausloser von Krebs sind vielfiltig und fiihren zu einer Stérung des genetisch

geregelten Gleichgewichtes zwischen dem Zellzyklus und der Apoptose.

Protoonkogene und Tumorsuppressorgene liberwachen die Reduplikation, Reparatur- und Apoptose-
vorgéange, um die Erhaltung des genetischen Codes zwischen den Zellgenerationen zu sichern. Kommt
es zu Verdnderungen in einem dieser Gene, kann das Gen den von ihm iiberwachten Teilschritt nicht
mehr korrekt ausfithren. Weitere Defekte konnen in der ndchsten Zellgeneration auftreten. Sind Gene
betroffen, die die Apoptose regulieren (z.B. p53), werden diese Zellen unsterblich. Durch weitere Ver-
dnderungen der DNA erwerben die Zellen zusitzliche Uberlebensstrategien. Sie konnen unter Sauer-
stoffmangel iiberleben und eine eigene Blutversorgung ausbilden (Angiogenese). Wandern sie aus
dem Gewebe aus und lagern sich in fremden Geweben wie Knochen, Lunge oder Gehirn an, ist eine

Metastasierung erfolgt.



Die Entstehung von benignen und malignen Tumoren durch Einwirkung von Chemikalien wird als
chemische Kanzerogenese bezeichnet. Man unterscheidet genotoxische und epigenetische Ursachen.
Die genotoxische Kanzerogenese beschreibt Reaktionen von Substanzen mit zelluldren Bestandteilen,
insbesondere mit DNA. Die Substanzen wirken mutagen. Wichtige Substanzklassen mit genotoxischer
Wirkung sind aromatische Amine, polycyclische Kohlenwasserstoffe, Alkylanzien und Nitrosamine.
In der epigenetischen Kanzerogenese spielen hormonelle Einfliisse, chronische Entziindungen, Cyto-

toxizitdt und Promotoren eine wichtige Rolle.

Die chemische Kanzerogenese (Abb. 1-7) ist ein in Phasen ablaufender Vorgang, der durch die
irreversible Schiadigung des Genoms der Zellen (/nitiation), der Vermehrung initiierter Zellen

(Promotion) und der zunehmenden Malignitdt der initiierten Zellen (Progression) beschrieben wird.

Zu Beginn der Kanzerogenese steht das Einwirken von mutagenen oder genotoxischen Substanzen,
die in Wechselwirkungen mit der DNA des Zellkerns treten und zu Mutationen fithren. Versagen die
vielfdltigen Reparaturmechanismen, dann bleibt ein irreversibler Schaden erhalten (Initiation). Eine

initiierte Zelle kann sich unter dem Einfluss eines Promotors stirker vermehren als eine normale Zelle

(Abb. 1-8).

Die Tumorpromotion ist ein Prozess, der die vorausgegangene Initiation beschleunigen und verstirken
kann. Durch Proliferation initiierter Zellen entstehen préneoplastische Zellpopulationen mit identi-
schen Mutationen. Dieser Prozess kann Wochen bis Jahre andauern. Nach einer ldngeren Unterbre-
chung kann die Wirkung der promovierenden Substanz verloren gehen, daher kann die Tumorpromo-
tion in einer frithen Phase reversibel sein. Initiation und Promotion fiihren zundchst zur Entstehung
benigner Tumoren. Die Vermehrung prineoplastischer Zellen in der Promotionsphase fiihrt zu einer

erhohten Wahrscheinlichkeit fiir weitere Mutationen.

Der Ubergang vom benignen zum malignen Tumor wird als Progression bezeichnet, der wie die
Initiation irreversibel ist. Chromosomale Schéden treten verstdrkt auf bis hin zur Aneuploidie. Ein
charakteristisches Merkmal dieser Phase stellt die zunehmende Instabilitdt der Tumorzellen dar. Es
besteht eine erhdhte Auspragung von Tumorheterogenititen und der Tumorprogression unter Bildung

von metastasierenden Subklonen.

Genotoxische chemische
Kanzerogene

Strahlung -
Normales Iggige Praneoplastische Maligner Tumor
Gewebe Tumorzelle Lasion

Aktivierung von Proto-Onkogenen / Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen

Abb. 1-7 Mehrstufenkonzept der Kanzerogenese
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Abb. 1-8 Wirkungen von Initiator und Promotor in zeitlicher Abhéngigkeit auf die Entwick-
lung von Tumoren (Tumorentstehung +, kein Tumor -)

Kanzerogene gehen nach metabolischer Aktivierung kovalente Bindungen mit zelluldren Makromole-
kiilen ein und bilden Addukte. Diese Reaktion kann mit allen Stickstoff- und enolisierten Sauerstoff-
atomen der Nukleinbasen, dem C8-Atom der Purinbasen und den Hydroxylgruppen der Phosphorsiure
geschehen. Die Adduktbildung héngt von spezifischen elektronischen und stereochemischen Faktoren
ab [27]. Die vorherrschenden Angriffspunkte der Kanzerogene sind die Positionen N2, O6 und C8 der
Guaninbase der DNA (Abb. 1-9) [28]. Nicht oder unzureichend reparierte DNA-Addukte kdnnen
wihrend der Replikation zu einem Basentausch und zu Verénderungen der genetischen Information
fiihren. Dadurch wird wihrend der Translation die normale Proteinbiosynthese verdndert. Kommt es

zu einem Austausch einer Aminosdure, kann die weitere Funktion des Proteins beeintrachtigt sein.

DNA-Addukte konnen als internes Dosimeter fiir die Exposition mit Kanzerogenen angesehen wer-
den, denn sie stellen einen frithen, kritischen Schritt in der chemischen Kanzerogenese dar. Bei vielen
chemischen Substanzen ist aufgrund der DNA-Adduktbildung die Organotropie von Tumoren vorher-

sagbar. DNA-Addukte sind aber nicht die einzige Ursache fiir die Organspezifitdt von Kanzerogenen.

1 NH, NH,
6 4
3
7/N ° N ,1\, 5 NH?
oN" 4 N/ 2 ¢ (N 270
|3 | I
R ] R
Adenin Cytosin

Abb. 1-9 DNA-Basen mit potentiellen Stellen fiir Additionsreaktionen
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1.2 Inhaltsstoffe des Tabakrauchs

1.2.1 Nitrosamine

Die Stoffklasse der Nitrosamine umfasst Verbindungen, deren charakteristisches Strukturmerkmal die
Gruppierung N-NO ist (Abb. 1-10), die zwei organische Molekiilreste verbindet. Ihre Bedeutung als

Schadstoffgruppe liegt in erster Linie in der eindeutig krebserregenden Wirkung der meisten Vertreter.

Abb. 1-10 Vereinfachtes Schema der Nitrosierung

Nitrosamine entstehen aus der Reaktion sekundirer Amine mit salpetriger Sdure. Sie kdnnen auch aus
primidren Aminen, Diaminen und tertidfren Aminen gebildet werden. Nitrosamine konnten in einer
Vielzahl von Lebensmitteln tierischer Herkunft nachgewiesen werden. Wichtigste Vertreter aus der
Klasse der Nitrosamine sind hier das Dimethylnitrosamin und das Nitrosopyrrolidin. Bei Fleischwaren
wurde gezeigt, dass durch den Vorgang des Bratens der Gehalt an Nitrosaminen noch gesteigert

werden kann [29].

Im menschlichen Korper werden Nitrosamine ebenfalls gebildet, beispielsweise im sauren Milieu des
Magens. Ein Hauptfaktor ist dabei die aufgenommene Menge an Nitrat, das im Magen und im Darm
absorbiert wird. Vor allem Pflanzen konnen eine beachtliche Menge (4000 mg/kg Frischgewicht)
Nitrat enthalten. Dabei hdngt der Nitratgehalt stark von Bodenbeschaffenheit, Licht und Diingung ab.
Weitere Quellen stellen tierische Lebensmittel und das Trinkwasser dar. Allerdings entsteht Nitrat
endogen auch iiber das von Arginin gebildete NO. NO wird zu N,O; oxidiert, reagiert mit Wasser zu
Nitrit und Hdmoglobin oxidiert dann das Nitrit zu Nitrat. Dieses Nitrat wird mit Hilfe eines Anionen-
transportsystems in den Speichel sezerniert [30,31]. Bakterien der Mundhdhle reduzieren das Nitrat zu
Nitrit, das fast vollstindig mit dem Speichel geschluckt wird und damit als Hauptquelle fiir Nitrit im
Magen gilt [32]. Insgesamt wird im menschlichen Korper tiglich mit ca. 1 mg/kg Korpergewicht

ebensoviel Nitrat gebildet, wie liber die Nahrung aufgenommen wird [29].

Neben der chemischen Nitrosierung im sauren Milieu sind auch Bakterien fiir die endogene Bildung
von Nitrosaminen im Menschen von Bedeutung. Die Reaktion aus Nitrat bzw. Nitrit und Aminen zu
Nitrosaminen kann durch diverse Bakterienstimme, beispielsweise Escherichia, Bacillus, Klebsiella,
Pseudomonas oder Proteus katalysiert werden [33,34]. Diese Vorgédnge werden als mdgliche Risiko-
faktoren fiir Magenkrebs bei Menschen mit Achlorhydrie (optimale Bedingungen fiir die Vermehrung
von Bakterien im Verdauungstrakt) und fiir Blasenkrebs bei Patienten mit chronischen Harnwegs-

infekten angesehen.
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Die Mehrzahl der bekannten Nitrosamine stellen Prikanzerogene dar, die iiber eine a-Hydroxylierung
metabolisch aktiviert werden. Dazu ist die Beteiligung verschiedener Cytochrom P450 Isoenzyme not-
wendig, die gewebespezifisch wirken konnen. Daraus ergibt sich eine Organspezifitdt der Nitrosamine
fiir die Entstehung von Tumoren, die unabhingig vom Ort der Applikation auftreten [35]. Es entsteht
ein instabiles a-Hydroxynitrosamin, das unter Protonenwanderung und Abspaltung eines Aldehyds
zum Diazohydroxid reagiert. Unter Abspaltung von Stickstoff kann dieses ultimale Kanzerogen dann

DNA, RNA und Proteine alkylieren oder durch Hydrolyse einen Alkohol bilden.

2 2
“en e
| 2 a-Hydroxylierung ‘ |
-R?’CHO

Alkylierung von DNA, | R™. __N=N---OH «— R1/N§ N~ OH
RNA und Proteinen

Abb. 1-11 Adduktbildung durch Nitrosamine

DNA-Addukte, die vor der Zellreplikation nicht oder falsch repariert werden, konnen zu Genmutatio-
nen fithren oder exponierte Zellen dazu veranlassen, sich in irreversibel verdnderte Praneoplasien
umzuwandeln [36]. Eine so initiierte Zelle durchlduft dann theoretisch alle weiteren Stadien der che-

mischen Kanzerogenese.

1.2.2 Tabakspezifische Nitrosamine (TSNA)

Die tabakspezifischen Nitrosamine (TSNA) entstehen hauptsidchlich wéhrend der Tabakverarbeitung
aus Tabakalkaloiden und sind deshalb in unverbranntem Tabak und im Tabakrauch vorhanden. Das
wichtigste Alkaloid, Nicotin, liegt im unverbrannten Tabak, je nach Sorte, mit 5 bis 180 mg/g vor.
Durch oxidative Spaltung der Kohlenstoff-Stickstoff-Bindung entstehen aus dem Nicotin das Nitros-
aminoketon 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanon (NNK) und das 4-(Methylnitrosamino)-4-
(3-pyridyl)-1-butanal (NNA). Nach Abspaltung der Methylgruppe des Nicotins entsteht AV'-Nitroso-
nornicotin (NNN) [37]. Aus weiteren Alkaloiden, die in geringeren Mengen im Tabak vorkommen,
wie Nornicotin, Anabasin und Anatabin, die sekunddre Amine sind, entstehen NNN, N'-Nitrosoanata-
bin (NAT) und N'-Nitrosoanabasin (NAB). Die enzymatisch aus Nicotin gebildete Cotininsdure wird
zu 4-(Methylnitrosamino)-4-(3-pyridyl)-butanséure (iso-NNAC) nitrosiert. Durch Reduktion der
Aldehyd- bzw. Ketonfunktion entstehen 4-(Methylnitrosamino)-4-(3-pyridyl)-1-butanol (iso-NNAL)
und 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanol (NNAL) [38] (Abb. 1-12).
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Abb. 1-12 Bildung tabakspezifischer Nitrosamine aus Tabakalkaloiden [38]

Bis auf das NNA konnten alle Nitrosamine sowohl im unverbrannten Tabak als auch im Hauptstrom-
und Nebenstromrauch nachgewiesen werden (Tab. 1-3). Komponenten des Hauptstromrauchs werden
aktiv vom Raucher wéhrend des Zuges an der Zigarette aufgenommen, Nebenstromrauch bezeichnet
den Rauch, der zwischen den einzelnen Ziigen entsteht. Die Belastung der Raumluft (ETS) stellt daher
immer eine Mischung aus Komponenten des Nebenstromrauchs und des ausgeatmeten Hauptstrom-
rauchs dar. Unterschiede in der Zusammensetzung ergeben sich aus den unterschiedlichen Verbren-

nungstemperaturen wéahrend eines Zuges und in den Zugpausen.

Tab. 1-3 Konzentration tabakspezifischer Nitrosamine in Tabak, Zigarettenrauch und
Umgebungsluft [39,40].

NNN NNK NAB + NAT
Zigarettentabak [ug/g] 0,3-5,3 0,1 -0,96 0,25-2,3
Hauptstromrauch [ng/Zigarette] 66 - 490 17 - 180 100 - 740
Nebenstromrauch [ng/Zigarette] 185 - 340 390 - 750 125 - 680
Umgebungsluft [pg/m’] 0,8 —3,2%

* bei 0 — 30 gerauchten Zigaretten

TSNA kommen in Spuren in den Bléttern der jungen Tabakpflanze vor. Der grofite Teil der TSNA
entsteht wéhrend der unterschiedlichen Trocknungs- und Fermentierungsprozesse des Rohtabaks
[41,42], aber auch wihrend der Verbrennung des Tabaks steigt die Nitrosaminbelastung des Rauchs
an. Und letztlich kommt es zur Bildung der TSNA durch endogene Nitrosierungsprozesse im mensch-

lichen Korper. Unverbrannter Tabak enthélt weniger Kanzerogene als Zigarettenrauch, da diese erst
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durch Verbrennungsprozesse gebildet werden. In Schnupf- und Kautabak und allen anderen rauch-

losen Tabakprodukten wird den TSNA das grofite kanzerogene Potential zugeschrieben [43-45].

Der Nicotinanteil der Tabakblatter betragt ungefahr 1% bis 8%, selten bis 15%. Der Nitrosaminanteil
ist um den Faktor 3000 bis 30.000 kleiner. Unter den verschiedenen Tabakanbietern schwankt der
TSNA-Gehalt des Tabaks stark [46-48]. Durch Anderungen im Herstellungsverfahren kann eine
erhebliche Reduktion des Gehalts an TSNA im Zigarettentabak erreicht werden [49].

NNN und NNK wurden durch die IARC als kanzerogen fiir den Menschen eingestuft [45]. NNK indu-
ziert Lungentumoren in Nagetieren, unabhéngig von der Art und Weise der Verabreichung. AuBerdem
kann es in Nagetieren die Entstehung von Tumoren in Leber, Pankreas, Mundhdhle und Nase begiins-
tigen. NNN wurde als Kanzerogen der Lunge in Méusen nachgewiesen, in Ratten traten unter dem
Einfluss von NNN vermehrt Tumoren des Osophagus, der Mundhohle und der Trachea auf. Ein Mix
aus NNN und NNK fiihrte zur Entstehung von Mundhohlentumoren in Ratten [50].
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Abb. 1-13 Metabolismus von NNK (reaktive Zwischenstufen sind durch eckige Klammern
gekennzeichnet, modifiziert nach Richter und Tricker [51]

NNK unterliegt einer metabolischen Aktivierung durch a-Hydroxylierung, die durch Cytochrom P450
katalysiert wird (Abb. 1-13) [52]. Es kommt zur Bildung reaktiver Elektrophile, die mit der DNA zu
methylierten und pyridyloxobutylierten DNA-Addukten reagieren (POB-DNA-Addukte) [53]. Die
Reaktion mit Wasser fiihrt zu den Metaboliten Ketoalkohol (HPB) und Ketoséure, die zwar im Urin
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nachweisbar sind, aber keine Spezifitit fiir die NNK-Belastung haben, weil sie in héheren Mengen
auch vom Nicotin gebildet werden [54]. Nach Reduktion von NNK zu NNAL durch Steroiddehydro-
genasen und andere mikrosomale und cytosolische Enzyme [55,56] erfolgt entweder die Entgiftung zu
Glucuroniden [57] oder analog zu NNK eine Aktivierung zu einem methylierenden Zwischenprodukt
oder anstelle des POB zu einem pyridylhydroxylierenden Agens und damit zu PHB-Addukten [53].
Fiir die mit Wasser abreagierten Metaboliten Diol und Hydroxysdure gilt ebenfalls, dass sie im Urin in
hoherem Mafle vom Nicotin stammen als von den TSNA. Beide Nitrosamine, NNK und NNN, kdnnen

auch zu den entsprechenden N'-Oxiden entgiftet werden.

Die metabolische Aktivierung von NNN durch a-Hydroxylierung am C2 des Pyrrolidinrings fiihrt
ebenfalls zu POB-Addukten, die Hydroxylierung am C5 zu PHB-Addukten. Auch hier ist die N'-Oxi-
dation ein Entgiftungsweg. Andere in der Abb. 1-14 gezeigte Metaboliten des NNN spielen quantita-

tiv eine untergeordnete Rolle.
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Abb. 1-14 Metabolismus von NNN (reaktive Zwischenstufen sind durch eckige Klammern
gekennzeichnet, modifiziert nach Tyroller et al. [58])

POB-Addukte am Hiamoglobin, die nach alkalischer Hydrolyse und Derivatisierung des freigesetzten

HPB mit hoher Empfindlichkeit durch GC-MS erfassbar sind, sollten hochspezifische Marker fiir die

Belastung mit den beiden TSNA NNN und NNK sein [59]. Analog zu der Belastung mit dem NNK-
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Metaboliten NNAL, der im Urin als Summe aus der freien Form und seiner Glucuronide gemessen
wird, war zwischen Rauchern und Nichtrauchern ein Unterschied um durchschnittlich den Faktor 100
zu erwarten [60,61]. Entgegen dieser Erwartung waren die Unterschiede der POB-Hb-Addukte zwi-

schen Rauchern und Nichtrauchern weniger als dreifach [62-66].

POB-DNA-Addukte, die nach saurer Hydrolyse pauschal als HPB bestimmt wurden, zeigten auch in
Lunge, Osophagus und Magen geringe Unterschiede, maximal 7fach zwischen den Addukten in der
Lunge von Rauchern und Nichtrauchern mit Lungenkrebs [66-70]. Neuerdings gelang die Bestim-
mung von spezifischen DNA-Addukten nach Gabe groBerer Mengen von NNK, NNAL und NNN an
Ratten [71-76]. Dabei entfiel der hochste Anteil auf POB-Addukte (Abb. 1-15).Bei Mausen wurden
nach NNK-Belastung auch POB-Addukte am Phosphortriester der DNA gefunden [77]. Wegen ihrer
hohen Spezifitit fiir NNK, NNAL und NNN wird die Bildung von POB-Addukten als der Schliissel-

mechanismus fiir die Kanzerogenese dieser TSNA in Nagetieren und Menschen vermutet.
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HO
\\QB
POB-Phosphotriester

Abb. 1-15 Strukturen von POB-DNA-Addukten [71-74,77]

1.2.3 Tabakalkaloide

Die Gattung Nicotiana (Solanaceae) ist mit etwa 60 Arten in geméBigten und subtropischen Gebieten
des amerikanischen Kontinents, sowie auf Inseln im Pazifik und in Australien beheimatet. Der Tabak
gelangte nach Europa als Kulturpflanze. Zu Gewinnung des Rauchtabaks werden Virginischer Tabak,
Nicotiana tabacum, und in geringerem Umfang der Bauern-Tabak, Nicotiana rustica, kultiviert. Der
Alkaloidgehalt der Blitter der beiden Tabakarten liegt zwischen 0,5 und 8,0%. Zur Herstellung von
Tabakwaren werden Sorten mit einem Gehalt von durchschnittlich 1,5% Alkaloiden bevorzugt. Die
Alkaloide dienen der Pflanze als Stickstoffquelle, Wachstumsregulator und FraB3schutz vor Insekten.

Das bekannteste Tabakalkaloid stellt das Nicotin dar.
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Abb. 1-16 Die wichtigsten Vertreter der Tabakalkaloide

1.2.3.1 Nicotin

Nicotin wird in der Wurzel der Tabakpflanze gebildet und iiberwiegend in den Bléttern abgelagert. Es
kann je nach Pflanzenart bis zu 10% des Trockengewichtes erreichen. In Handelstabaken betrigt die
Konzentration zwischen 0,3 und 3%, manchmal sogar bis zu 7%. Nicotin ist auch in anderen Nacht-

schattengewéchsen wie Kartoffeln, Tomaten, Auberginen und Blumenkohl enthalten [78-80].

Fiir die Aufnahme von Nicotin spielt die Darreichungsform aufgrund der ionischen Eigenschaften von
Nicotin (pK,-Werte 6,16 und 10,96) eine wichtige Rolle. Im leicht sauren Zigarettenrauch (pH 5,8 -
6,2) ist das Nicotin zu 99% an Partikel gebunden und liegt {iberwiegend in der ionisierten, wasser-
16slichen Form vor [81]. Die kleinen Nicotin-haltigen Partikel gelangen durch Inhalation in die tiefe
Lunge, die eine groBe Oberfliche fiir die rasche Resorption aufweist. Der Flissigkeitsfilm auf dem
Epithel hat als Puffer einen leicht alkalischen, physiologischen pH-Wert von 7,4. Unter diesen Bedin-
gungen liegt Nicotin iiberwiegend in seiner lipophilen, nicht-ionisierten Form vor und kann rasch in
das Blut aufgenommen werden. Die schnelle Resorption fiihrt zu einer arteriovendsen Differenz der
Konzentration von Nicotin, d.h. im arteriellen Blut treten 2-3fach hohere Konzentrationen auf als im

vendsen Blut. Eine rasche Resorption tritt auch {iber die Nase, aber nicht iiber die Mundhohle ein [82].

Der wichtigste primédre Metabolit von Nicotin ist das Cotinin (Abb. 1-22), zum Metabolismus von
Nicotin (vgl. 1.2.3.3) [83]. Nicotin wird nur in geringem Umfang unveréndert iiber die Nieren ausge-
schieden. Verteilung und Ausscheidung von Nicotin werden wesentlich von der pH-abhingigen loni-
sierung bestimmt. Im sauren Magensaft und Speichel kann es zu einer Anreicherung um mehr als das
50fache gegeniiber dem Plasma kommen [84]. Nicotin lagert sich ebenfalls im Haar ein, das fiir das
Biomonitoring genutzt werden kann [85,86]. Die Ausscheidung von unverdndertem Nicotin iiber die
Niere kann sich bei alkalischem Urin stark verringern. Nicotin wird auch in die Muttermilch ausge-

schieden, bei stillenden Miittern kommt es dadurch zu einer Nicotinbelastung des Sauglings [87-89].
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Der Metabolismus von Nicotin erleichtert aber nicht nur dessen Ausscheidung, sondern lésst in gering-
em Mafe reaktive Zwischenstufen entstehen, die zu einer kovalenten Bindung an Proteinen und an der

DNA fiihren kénnen [90-93].

Die Genusswirkungen des Nicotins werden als der Hauptgrund fiir die Rauchgewohnheit angesehen.
Der personliche Nicotinbedarf, aber auch andere Faktoren wie Geschmack und Reizwirkung im Ra-
chen, bestimmen vornehmlich die Intensitdt des Rauchens. Sie ist durch Zugfrequenz und Zugvolu-
men, sowie Dauer und Tiefe der Inhalation gekennzeichnet, weniger durch die Anzahl der tdglich
gerauchten Zigaretten. Die sensorischen Effekte werden iiber den Atemtrakt ausgeldst und iiber peri-
phere Nervenreizung kommt es innerhalb von Millisekunden zu einer direkten Erregung des Zentral-
nervensystems (ZNS). Die Abhingigkeit vom Rauchen und die Ausbildung von Entzugssymptomen
bei Nicotinabstinenz werden durch die Erregung nicotinischer Acetylcholinrezeptoren (nACh) im ZNS
vermittelt, die eine Reihe von indirekten Effekten auf dopaminerge, adrenerge und weitere Trans-
mittersysteme zur Folge haben [94]. Die Vielzahl der durch Nicotin freigesetzten Neurotransmitter,
z.B. Dopamin, Noradrenalin, Acetylcholin, Vasopressin, Serotonin und B-Endorphin, fiihrt zu einer

uneinheitlichen Gesamtwirkung von Nicotin bei Rauchern und ist schwer vorhersagbar (Abb. 1-17).

: | Lustempfinden 1
Dopamin Appetit |
.| Aufmerksamkeit 1
Noradrenalin Appetit |
1 Acetylcholin |—— Aufmerksamkeit 1
icoti Wahrnehmung?t
Nicotin
— Vasopressin [—— Gedéchtnisleistung 1
— . | Stimmung 1
Serotonin Appetit |
B-Endorphin —— Angst | Stress |
Schmerzen |

Abb. 1-17 Ausschiittung von Neurotransmittern durch Nicotin und deren zentralnervisen
Auswirkungen [95]

Wie Acetylcholin (ACh) depolarisiert Nicotin die postsynaptische Membran in den sympathischen
und parasympathischen Ganglien und an der motorischen Endplatte. In kleinen Dosen ist Nicotin
dhnlich ganglienerregend wie ACh, in grofleren Dosen erfolgt nach der anfinglichen Erregung die
Blockade. In gleicher Weise verhalten sich die vegetativen Zentren im Hirnstamm und verldngertem
Riickenmark. Bei ldngerer Einwirkung von Nicotin kommt es wegen der anhaltenden Depolarisierung
zu einer Blockade der gangliondren Erregungsiibertragung. Die Blockade des Rezeptors kann die
Depolarisierung tiberdauern. Der Korper reagiert auf diese Blockade, indem er mehr Rezeptoren zur

Verfiigung stellt (upregulation). Stoppt man die Nicotinzufuhr, sind zu viele Rezeptoren vorhanden,
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die iiber hypercholinerge Aktivititen fiir die Entzugssymptome verantwortlich sind. Wiahrend die
Hochregulierung Tage bis Wochen dauert, geht die Wiederanpassung an den nicotinfreien Zustand
wahrscheinlich schneller von statten. Bedingt durch die Wirkung des Nicotins auf neuronale nACh-
Rezeptoren haben Raucher ein deutlich reduziertes Risiko, an Parkinson oder Alzheimer zu erkranken
als Nichtraucher [96,97]. Oral verwendete Tabakwaren weisen eine stirkere Schutzwirkung vor
Parkinson auf und unterstiitzen die Hypothese, dass tatsdchlich das Nicotin fiir den protektiven Effekt

verantwortlich ist und keine anderen Rauchinhaltsstoffe [98].

Rauchen stellt einen Risikofaktor fiir die Entstehung von Parodontose dar. Die Wirkungsmechanismen
und die Beteiligung von Nicotin sind aber nicht eindeutig geklart. Fiir die Stimulation der Koloni-
sierung von Epithelien der Zahnschleimhaut mit relevanten Keimen bedarf es in vitro sehr hoher Kon-
zentrationen von Nicotin (10° ng/mL). Aufgrund der Anreicherung von Nicotin im Speichel kénnen
diese Werte jedoch in der Mundhohle erreicht werden [99]. Nicotin fithrt zur Hemmung der Differen-
zierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten, die in der Wundheilung erforderlich ist [100]. In der
Mundhohle und bei Parodontose konnte Nicotin hier eine negative Rolle spielen. Durch die hohe
Anreicherung von Nicotin im Speichel und einer eventuellen zusitzlichen Anreicherung im sauren
entziindeten Gewebe konnten vor Ort sicher sehr viel hohere Nicotinkonzentrationen erreicht werden
als im Blut. Eine Nicotinverabreichung iiber die Mundhohle, wie sie beim Verwenden von Snus

erfolgt, erweist sich in diesem Zusammenhang als nachteilig.

Raucher haben ein erhohtes Risiko fiir Herzinfarkte [101]. Die Mortalitdt nach einem akuten Herz-
infarkt ist aber paradoxerweise bei Rauchern geringer als bei Nichtrauchern [102]. Nicotin selbst er-
hoht akut leicht den Blutdruck und die Pulsfrequenz und dadurch den Sauerstoffbedarf im Myokard
und reduziert die Durchblutung des Herzmuskels durch Konstriktion der Koronargefafle. Ein wesentli-
cher Unterschied zwischen alleinigem Nicotingenuss und dem Rauchen stellt die Belastung mit Koh-
lenmonoxid dar, die nur beim Raucher gegeben ist. Mit der erhdhten Kohlenmonoxidbindung am
Hamoglobin, beim Raucher im Mittel 5-6% COHb, geht eine reduzierte Versorgung der Herzmuskel-
zellen mit Sauerstoff, eine Herabsetzung der Reizschwelle fiir Kammerarrhythmien und eine Polycyt-
hamie mit erhohter Thromboseneigung einher [103]. Epidemiologische Untersuchungen zeigen bei
Genieflern rauchloser Tabakwaren trotz gleicher Nicotinbelastung wie bei Rauchern kein erhohtes

Infarktrisiko [104].
1.2.3.2 Myosmin

Myosmin ist ein Tabakalkaloid, das im Gegensatz zu den anderen Alkaloiden der Tabakpflanze eine
Imin-Bindung im Pyrrolidinring aufweist. Diese strukturelle Besonderheit fiihrt dazu, dass in wéss-
riger Losung unter Sdurezugabe der Iminring gedftnet wird (Abb. 1-18), es bildet sich eine primére
Aminogruppe und in 1-Position eine Ketogruppe. Diese Keto-Imin-Tautomerie ist pH-abhéngig, bei
physiologischem pH liegt das Gleichgewicht weit auf der linken Seite, nur ca. 1% des Myosmins
liegen in der offenkettigen Aminoketonform vor [105,106].
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Abb. 1-18 pH-abhéngiges Hydrolysegleichgewicht von Myosmin in saurer Losung

Myosmin tritt nur zu einem geringen Anteil in der Alkaloidfraktion der Tabakpflanze auf. In einer
luftgetrockneten dunklen Tabaksorte hatte Myosmin einen Anteil von 0,2 bis 1,1% am Gesamtalka-
loidgehalt [107]. Je nach Tabaksorte und Herstellungsprozess kann der Myosmingehalt zwischen 9
und 28 pg/g liegen [108].

Das Ausgangsprodukt fiir Myosmin stellt in der heranwachsenden Pflanze Nicotin dar, das zu Nor-
nicotin demethyliert wird. Durch Dehydrogenierung von Nornicotin wird Myosmin gebildet, welches

in weiteren Folgereaktionen zu Nicotinsdure abgebaut wird (Abb. 1-19 [109]).

Im Hauptstromrauch von Zigaretten wurden Myosminkonzentrationen von 13 und 33 pg pro Zigarette
gemessen, im Nebenstromrauch 73 bis 224 ug pro Zigarette [110]. Myosmin belastet die Luft von
Riumen, in denen hiufig geraucht wird, mit 0,04 bis 0,185 pg/m’ [111].

NS COOCH
XX N AN
| — |l
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Myosmin Nicotinsaure

(+)-Nornicotin

Abb. 1-19 Bildung von Nornicotin und Myosmin aus Nicotin im Blatt der Tabakpflanze (ver-
einfachte Darstellung)

Myosmin wurde nicht nur in der Tabakpflanze identifiziert, sondern in Spuren auch in anderen Nacht-
schattengewdchsen (Solanaceae), in Papaya (Carica papaya) [112,113], Nachtjasmin (Cestrum
nocturnum) [114] und Duboisia hopwoodii [115,116], immer in Verbindung mit dem Auftreten von
Nicotin. Erste Hinweise auf eine weitere, von Nicotin unabhidngige Verbreitung ergaben Untersuchun-
gen von Zwickenpflug et al. [117], die 0,2 bis 2,0 pg/g Myosmin in Erd- und Haselniissen nachweisen
konnten. In weiteren Untersuchungen wurde Myosmin in einer Fiille von pflanzlichen Nahrungs-
mitteln gefunden. Dabei zeigte sich keine eindeutige Familien- oder Gattungsabhéngigkeit. Auch in

Milchprodukten wurde Myosmin in Konzentrationen bis iiber 6 ng/g nachgewiesen [118].



21

Zur Toxizitdt von Myosmin existieren bislang wenige Daten [119,120]. Es liegt nur eine Studie zur
LDsy von Myosmin an Ratten vor [121]. Bei oraler Gabe ist Myosmin mit einer LDsy von 1875 mg/kg
etwa 10fach weniger giftig als Nicotin. Konvulsionen stehen als Vergiftungserscheinung im Vorder-
grund, die bei Myosmin etwas schwécher ausgeprégt sind als bei Nicotin. In Hamstern zeigte sich eine

Storung der Fruchtbarkeit [122].

Im Ames-Test konnten keine mutagenen Eigenschaften fiir Myosmin nachgewiesen werden, es wurde
aber die Induktion von DNA-Schiiden im Testsystem Escherichia coli pol4/polA” beobachtet [123].
In humanen Nasenschleimhautzellen und Lymphozyten zeigte Myosmin nach in vitro Inkubation eine
konzentrations- und zeitabhéngige Schidigung der DNA im Comet Assay [124]. Der genotoxische
Effekt wurde in humanen Osophagus-Adenokarzinomzelllinien bestitigt und durch Inkubation im
Sauren oder Zugabe nitrosierender Substanzen gesteigert [125]. Ebenso ergaben sich Hinweise auf
eine Hemmung der O°-Alkylguanin-DNA-Alkyltransferase durch Myosmin. In humanen Lympho-

zyten wird die Mutationsfrequenz im Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase-Gen durch Myosmin

erhoht [126].
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Abb. 1-20 Metaboliten im Urin von Wistar-Ratten nach oraler Gabe von Myosmin [127]

Untersuchungen zur Toxikokinetik von Myosmin an Ratten zeigten eine Anreicherung von '*C-mar-
kiertem Myosmin in Driisengewebe, wie Trianen-, Speichel-, Geschlechtsdriisen, Leber, Nierenrinde
und Osophagus und im Melanin der Haut und der Netzhaut [128]. Die rasche Elimination mit einer
Halbwertszeit von ca. 1 Stunde wurde in einem weiteren Versuch zur Ausscheidung von Myosmin
bestétigt [127]. Tritium-markiertes Myosmin wurde nach oraler Gabe innerhalb von 24 h zu iiber 90%
weitgehend im Urin ausgeschieden (Abb. 1-20). Uber 70% der Radioaktivitit im Urin entfielen auf
die beiden Hauptmetaboliten Ketosdure (50-63%) und 3-Pyridylessigsédure (20-26%).
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Zwickenpflug [129] beschrieb die Rolle von Myosmin im Rahmen der Bildung von Addukten durch
tabakspezifische Alkaloide (Abb. 1-21). Myosmin kann nicht nur zu NNN nitrosiert werden, sondern
durch Nitrosierung und Peroxidation direkt in reaktive Zwischenstufen iiberfithrt werden, die zur
Pyridyloxobutylierung von DNA und Hémoglobin fithren [129-131]. Somit kdnnen Lebensmittel
neben den Tabakprodukten als Quelle fiir die Entstehung von HPB-DNA-Addukten nicht ausgeschlos-

sen werden.
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Abb. 1-21 Bildung von HPB-Addukten durch Tabakalkaloide (reaktive Zwischenstufen sind
durch eckige Klammern gekennzeichnet)

1.2.3.3 Cotinin

Nicotin wird im Menschen zu 70-80% zu Cotinin metabolisiert (Abb. 1-22, [83,132,133]). Wahrend
die Nicotinkonzentration im Plasma einem deutlichen circadianem Rhythmus unterliegt und am Mor-
gen vor der ersten Zigarette einen Tiefpunkt erreicht, sind die Konzentrationen von Cotinin bei gleich-
méfBigem Rauchen relativ konstant und 10-mal hoher als die abendlichen Spitzenwerte fiir Nicotin.
Die tégliche Aufnahme von Nicotin kann deshalb besser mit Hilfe des Cotinins geschitzt werden
[134]. Die Substanz ist aufgrund ihrer langen Halbwertszeit von 17 - 18 Stunden [135] im Vergleich
zum Nicotin mit 2 - 3 Stunden ein guter Biomarker [136-138] fiir die Rauchbelastung in Blut, Urin
und Speichel. Je 100 ng Cotinin/mL Plasma rechnet man mit einer téglichen Aufnahme von 8 mg Ni-
cotin. Ebenso kann Cotinin in Haaren und Zehennigeln als Marker fiir die Langzeitexposition nachge-
wiesen werden [139-141]. Mit Hilfe der gemessenen Mengen kann eine Einteilung in Raucher, Nicht-
raucher und Passivraucher erfolgen. Dazu bedient man sich der Grenzwerte (cut off-Werte), die in Ab-
hangigkeit der Probenmatrix stehen (Tab. 1-4). Nicotinhaltige Nahrungsmittel kdnnen eine zusétzliche
Belastung des Menschen mit Cotinin darstellen (vergl. 1.2.3.1), allerdings kommt es auf Grund der ge-

ringen aufgenommenen Nicotinmengen kaum zu einer Verdnderung der ETS-bedingten Cotininwerte.
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Tab. 1-4 Konzentrationen von Cotinin in verschiedenen Matrices mit entsprechenden cut off-
Werten zur Unterscheidung zwischen Rauchern und Nichtrauchern

Cotinin Passiv-

[ng/mL] oder NR Raucher Cut off Lit.
raucher

[ng/mg]

Plasma/Serum 0,1-0,8 0,4-2,0 200 — 300 10-20 [136]

Urin 1-10 825 1300 — 1700 60— 120 [136]

Speichel <5 5-10 > 100 7-28 [137,138]

Haare <0,13 0,1-5 [139,141]

Zehennigel <0,01 0,01 - 0,04 0,23 -6,4 [140]

Das wichtigste Enzym fiir den Abbau von Nicotin zu Cotinin ist das Cytochrom P450 Isoenzym 2A6.
Wie bei vielen anderen Enzymen des Fremdstoffwechsels beim Menschen gibt es einen genetischen
Polymorphismus. Langsame Metabolisierer haben in Relation zu ihrem Zigarettenkonsum deutlich
hohere Nicotinkonzentrationen im Plasma und sollten deshalb weniger rauchen und seltener abhéngig
werden. Wegen der geringen Prévalenz langsamer Metabolisierer bei Kaukasiern, zu denen auch wir

Deutsche rechnen, spielt dieser Polymorphismus nur eine untergeordnete Rolle [133,142-144].
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Abb. 1-22 Hauptmetaboliten vom Nicotin beim Menschen mit Angabe der im Urin ausge-
schiedenen Mengen der Metaboliten, berechnet auf die Gesamtmenge an aufge-

nommenem Nicotin (%) [133]
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1.3 Schwedischer rauchfreier Tabak — Snus

Unter dem Begriff Snus wird ein rauchfreier Tabak verstanden, der traditionell in Schweden und zu
einem geringeren Anteil in anderen Skandinavischen Lindern verwendet wird. Es ist ein feuchtes,
gemahlenes Tabakprodukt, das entweder als loser Tabak oder in Form kleiner abgepackter Beutelchen
zwischen der oberen Lippe, dem Lippenbandchen und der Gingiva platziert wird. Snus wird vor dem
Entfernen fiir 25-30 Minuten im Mund belassen. 25% der schwedischen Manner verwenden Snus, bei
den Frauen sind es schitzungsweise 3%. Die Tendenz ist zunehmend, gerade in der weiblichen Bevdl-

kerung.

1.3.1 Herstellung

Der schwedische Kautabak enthilt eine groe Anzahl schidlicher Substanzen, darunter auch krebs-
erzeugende tabakspezifische Nitrosamine (TSNA, siehe 1.2.2). Unterschiedliche Tabakpflanzensorten
und verschiedene Trocknungsmethoden des Tabaks haben Auswirkungen auf die Nitrit- und TSNA-
Gehalte in Tabak vor seiner Weiterverarbeitung [145-147]. Die schwedischen Hersteller von Kautabak
verwenden seit Jahren selektierte Tabaksorten, vorwiegend Dark Kentucky und Virginia Tabak mit
hohen Nicotin-Gehalten [148], die zunichst sonnen- und luftgetrocknet werden. Hersteller der ameri-

kanischen Kautabaksorten verwenden als Ausgangsmaterial hitzegetrocknete Tabaksorten.

Nach der Vortrocknung wird der Tabak in kleine Stiicke geschnitten, nochmals getrocknet, gemahlen
und gesiebt. Die schwedischen Hersteller nutzen einen Weiterverarbeitungsprozess, in dem der Tabak
mittels Dampf iiber 24-36 Stunden bei Temperaturen um 100 °C behandelt wird. Dieser Erhitzungs-
prozess fiihrt zur Abtétung von Bakterien, sodass ein relativ steriles Produkt entsteht [149]. Dieses
wird in Metalldosen verpackt und kiihl aufbewahrt. Bis zum Verkauf bleibt das Produkt gekiihlt, was
zu seiner Haltbarkeit beitrdgt. Eine Studie untersuchte schwedische Kautabakprodukte auf deren
Gehalt an Nitrosaminen, die bei Temperaturen zwischen -20 °C und 20 °C iiber 20 Wochen aufbe-
wahrt wurden [150]. Dieser stieg nicht signifikant an, obwohl die Produkte {iber eine lange Zeit unter-
schiedlichen Temperaturen ausgesetzt waren. Das untermauert die Hypothese, dass der Herstellungs-
prozess die mikrobiologische Aktivierung von Nitrit unterbindet. Im Gegensatz zur schwedischen
Methode nutzen die amerikanischen Hersteller Fermentierungsprozesse ohne hohe Temperaturen. Es
konnte nachgewiesen werden, dass Nitrit- und TSNA-Level in amerikanischen Kautabaksorten signifi-

kant anstiegen, wurden diese bei 37 °C iiber vier Wochen autbewahrt [151].

Die Gehalte an TSNA in rauchfreien Tabakprodukten, vorwiegend NNN und NNK, wurden in ameri-
kanischen Sorten im Zeitraum 1980 - 1992 um 90% reduziert [38,152]. Auch in schwedischen Marken
wurde ein Riickgang festgestellt, ausgehend von einem deutlich geringeren Level von 7,3 pg/g auf
1,1 pg/g Feuchtgewicht [153]. TSNA konnten in verschiedenen Studien im Speichel der Anwender

rauchfreier Produkte nachgewiesen werden [147,154-156].
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1.3.2 Nicotinfreisetzung aus Snus

Der typische pH des schwedischen Snus liegt im alkalischen Bereich zwischen 7,8 bis 8,5 [146,149].
Dies beschleunigt die Resorption von Nicotin iiber die Mundschleimhaut, denn nur in seiner un-
protonierten Form als freie Base kann Nicotin die Zellmembranen passieren. Brunnemann et al. [157]
haben durch Vergleich zweier Sorten von Kautabak gezeigt, dass bei einem pH von 5,8 nur 1 % als
unprotoniertes Nicotin vorlag, wihrend bei der zweiten Sorte mit pH 7,99 59% in Form der freien
Base entdeckt wurden. Die schwedischen Marken weisen generell hdhere pH-Werte auf, als die

vergleichbaren amerikanischen rauchfreien Tabakprodukte [146].

257 —m— Zigarette
2 g Snus
z 207 2 mg Kaugummi
2 ——21mgTTS
e 157
S
o
£ 10+
£
3
z 9
0_
[ T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
Zeit [min]

Abb. 1-23 Zeitverlauf der Nicotinkonzentration im Plasma in Abhéngigkeit verschiedener
Freisetzungssysteme [83]

Abb. 1-23 zeigt die Nicotinkonzentration im Plasma in Abhingigkeit von der Zeit und verschiedenen
Freisetzungssystemen. Aus dem Zigarettenrauch wird Nicotin sehr rasch ins Blut aufgenommen, es
kommt innerhalb von 5 Minuten zu einem Anstieg auf Spitzenwerte von mehr als 20 ng Nicotin/mL
Plasma. Danach fillt die Nicotinkonzentration innerhalb einer Viertelstunde auf etwa die Hélfte ab.
Die Anwendung von schwedischem Snus flihrt dagegen zu einem langsamen Anfluten des Nicotins
mit einem Plateau von 15 ng/mL nach etwa einer halben Stunde. Zu diesem Zeitpunkt hat der Snuser
bereits eine hohere Nicotinkonzentration im Blut als der Raucher einer Zigarette [158,159]. Mit dem
Kaugummi, der 2 mg Nicotin enthélt, wird bei vergleichbarer Aufnahmekinetik nur eine etwa halb so
hohe Nicotinkonzentration erreicht wie bei Anwendung von Snus. Ahnlich gering sind die maximalen
Nicotinkonzentrationen im Blut nach Applikation von Nicotinpflastern (Transdermales Therapeu-

tisches System, TTS), bei sehr viel langsamerer Anflutung als bei dem Kaugummi und dem Snus.
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1.3.3 Pro und Contra der Anwendung von Snus im Vergleich zum Rauchen

Betrachtet man die unter Kap. 1.3.2 erwihnte Freisetzung von Nicotin aus Snus, entsteht kein Zweifel,
dass Snus in gleichem MaBle zur Entwicklung von Abhéngigkeit fiihrt wie andere Tabakarten auch.
EntschlieBen sich Benutzer von Snus, die oft jahrelange Angewohnheit abzulegen, entwickeln sie
typische Abhéngigkeits- und Entzugssymptome. Daher wird es oft als schwer empfunden, den einge-

schlagenen Weg zu einem Leben ohne den Gebrauch von Snus durchzuhalten.

Im Hinblick auf das Abhangigkeitspotenzial und die Nicotinfreisetzungsrate (Abb. 1-23) zeigt die
Anwendung von Snus keine deutliche Uberlegenheit gegeniiber Zigaretten. Trotzdem wird die An-
wendung von rauchfreiem Tabak héufig als sichere Alternative zum Zigarettenrauchen angesehen. Der

potentielle Vorteil zur Reduktion des Rauchens wurde vielfach diskutiert.
1.3.3.1 Verénderungen in der Mundhdhle

Rauchfreier Tabak wird seit mehreren Jahrzehnten mit der Entstehung von Mundhdhlenkarzinomen in
Verbindung gebracht und ist durch die IARC seit 1985 als Humankanzerogen eingestuft [44,45,160].
Im Jahr 2001 veroffentlichte das amerikanische Institute of Medicine (IOM) einen Report [161], der
ein wesentlich hoheres Risiko fiir die Entstehung von Mundhohlenkarzinomen bei Benutzern von
Toombak gegeniiber Nichtrauchern aus dem Sudan bestitigte. Bei Anwendern von amerikanischem
Kautabak wurde vor 1980 ebenfalls ein erhdhtes Risiko fiir Mundhdhlenkrebs festgestellt [162,163].
Neuere Studien konnten dies nicht mehr bestitigen [164,165].

Im Gegensatz zu den amerikanischen Ergebnissen gibt es aus Schweden keine dlteren Studien, die von
einem erhohten Risiko fiir Karzinome im Mund-Rachen-Bereich bei Anwendern von schwedischem
Snus berichten [163,166]. Wie bereits erwihnt, weist Schweden im Vergleich mit anderen Léndern
eine der geringsten Inzidenzraten im Hinblick auf die Krebsentstehung im Bereich der Kopf- und
Nackenregion und der Mundhdhle auf. Schildt et al. [167] verglichen in dem Zeitraum von 1980-89 in
einer Fall-Kontroll-Studie 410 Patienten mit Mundhdhlenkarzinom mit 410 passenden Kontrollen.
20% aller Probanden benutzten zu dem Zeitpunkt Snus bzw. wurden als ehemalige Benutzer kategori-
siert. Es konnte kein erhdhtes Risiko fiir die Entstehung von Mundhoéhlenkrebs bei aktiven Benutzern
von Snus festgestellt werden (OR 0,7). Dagegen hatten starke Raucher und Trinker ein signifikant
erhohtes Risiko mit einem OR von jeweils 1,8 und in der Kombination von bis zu 5,7. Die Studie von
Lewin et al. [16] konnte dhnliche Ergebnisse bestétigen. Die 2007 veroffentlichte Studie von Luo et al.
[168] schloss 279.897 schwedische Bauarbeiter ein, von denen nach Ausschluss der Raucher noch
125.576 Probanden fiir die Charakterisierung der Effekte durch die Anwendung von Snus zur Verfii-
gung standen. Ein erhohtes Risiko fiir das Auftreten von Mundhdhlenkarzinomen konnte nicht besté-

tigt werden (RR 0,8, 95%-CI 0,4-1,7).

Die regelméBige Anwendung von Snus kann zu einem Riickgang des Zahnfleisches, zu Parodontose

und Karies fiithren [169]. Fiir diese Effekte wird hauptséchlich Nicotin verantwortlich gemacht [170].
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Die Stelle der Mundschleimhaut, an der Snus vorwiegend platziert wird, zeigt hdufig chronische Ver-
dickung und verstirkte Faltenbildung [169]. Vielfach treten Leukoplakien auf, weille, nicht abwisch-
bare Effloreszenzen der Schleimhaut. Die Leukoplakien gehdren zu den fakultativen Prikanzerosen,
die ein Entartungspotential zum Plattenepithelkarzinom zeigen. Diese Gewebeverdanderungen sind
weitgehend reversibel, wenn die Gewohnheit unterbrochen wird und treten seltener auf, wenn Snus
nicht in loser Form, sondern portioniert in kleinen Beutelchen verwendet wird. Es liegt die Vermutung
nahe, dass Unterschiede des pH-Werts der Produkte Auswirkung auf das Ansprechen der Gewebe
haben. Verglichen mit losem Snus weist abgepackter Snus einen um durchschnittlich 0,5 Einheiten
niedrigeren pH auf. Je hoher also der pH des Snus, desto stirker kdnnen Verdnderungen in der Mund-

schleimhaut auftreten [169].
1.3.3.2 Andere Krebserkrankungen

Der Genuss rauchloser Tabakwaren zeigte in den USA keinen Einfluss auf andere Krebserkrankungen,
egal ob diese mit dem Rauchen in Zusammenhang standen oder nicht [165]. Folgerichtig hat der
Lungenkrebs bei schwedischen Ménnern auch die geringste Inzidenz in ganz Europa [1]. Einzige Aus-
nahme konnte der Pankreaskrebs darstellen. Bereits 1983 wurde durch Heuch et al. [171] auf ein er-
hohtes Risiko fiir Krebs der Bauchspeicheldriise im Zusammenhang mit rauchlosen Tabakprodukten
hingewiesen. Die Studie fand ihre Fortsetzung in der prospektiven Kohortenstudie von Bofetta et al.
[172]. in der von 1966 bis 2001 die Todesursachen von 10.136 Ménnern aus Norwegen registriert
wurden. Davon verstarben 105 (1,04%) an Pankreaskrebs. Bei den Benutzern von Snus konnte ein
signifikant erhohtes Risiko fiir Bauchspeicheldriisenkrebs (RR 1,67, 95%-CI 1,12-2,50) nachgewiesen
werden. Wurde zusétzlich noch geraucht, stieg das RR auf 1,86 (95%-CI 1,13-3,05) an. Allerdings
sind diese Ergebnisse duferst unsicher, weil die Befragung zu Rauchen und Snusen nur zu Beginn der
Studie erfolgte. Etwaige Anderungen der Gewohnheiten, insbesondere der mdgliche Wechsel von
Snusen zu Rauchen oder auch nur das gleichzeitige Rauchen und Snusen konnten das Ergebnis erheb-
lich beeinflussen, denn das Rauchen als Risikofaktor flir Pankreaskrebs steht auller Frage. Die schwe-
dische Kohortenstudie von Luo et al. [168] an méannlichen Bauarbeitern konnte ebenfalls ein erhohtes
Risiko fiir Krebs der Bauchspeicheldriise bei Benutzern von Snus feststellen. Es wurde als relatives
Risiko RR 2,0 (95%-CI 1,2-3.,3) bestimmt und Hinweise auf eine Dosis-Risiko-Beziehung gefunden.
Auch hier gilt die Einschrdnkung, dass nur das Ergebnis der ersten Befragung zu Beginn des Eintritts
in die Studie fiir die Einteilung in Snuser und Raucher herangezogen wurde. Die Dosisabhédngigkeit
bei Snus beruht auf der einfachen Frage, ob die Studienteilnehmer <10 oder > 10 Gramm Snus pro
Tag benutzten. Weitere amerikanische Studien [173-176] befassten sich ebenfalls mit dem Risiko fiir
das Auftreten von Bauchspeicheldriisenkrebs in Abhéngigkeit von der Anwendung rauchfreier Tabak-
produkte. Sie waren allerdings zu klein, um zu belastbaren Ergebnissen zu fithren. Eine Metaanalyse

kommt zu dem Schluss, dass der Zusammenhang zwischen der Anwendung rauchfreier Tabakpro-
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dukte und Pankreaskrebs noch nicht endgiiltig geklért ist. Auf jeden Fall ist das Rauchen ein starkerer
Risikofaktor [177].

1.3.3.3 Weitere Erkrankungen

Neben Tumorerkrankungen wurde vor allem ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten kardiovas-
kuldrer Erkrankungen und dem langjéhrigen Konsum von oralen Tabaken untersucht. Auch hier gibt
es bisher keine eindeutigen Ergebnisse. Das im Tabak enthaltene Nicotin fordert atherosklerotische
Erkrankungen durch Einfluss auf den Lipidstoffwechsel und die Koagulation. Zudem kann es hdmo-
dynamische Effekte ausiiben und Endothelschdden verursachen [95,178]. Nicotin hat einen sofortigen
Effekt auf Blutdruck, Herzfrequenz und die Elastizitdt der Arterien [95,177]. Die Anwendung von
rauchfreien Tabakprodukten fiihrt sehr schnell zu erhhtem kardialen Auswurf und einer Konstriktion
der GefaBle [179-181]. Ob das Ausmal} dieser Verdnderungen ausreicht, um das Krankheitsrisiko
durch die Nicotinaufnahme beim Tabakkauer/Snuser zu erhdhen, ist noch ungewiss. Durch Fettsduren
und Flavonoide, die sich in oral verwendetem Tabak nachweisen lassen, soll sogar ein Schutzeffekt
auf BlutgefiaBe gegeben sein [104]. Epidemiologische und klinische Studien haben in diesem Zusam-
menhang ebenfalls unterschiedliche Ergebnisse gebracht [104,164,178,182-189]. Selbst die grofe
INTERHEART-Studie [190] mit Daten aus 52 Liandern konnte ein signifikant erhdhtes Risiko fiir
Herzinfarkt nur bei Tabakkauern feststellen (OR 2,2, 95%-CI 1,4-3,5). Fiir andere orale Genussformen

von Tabak, wie amerikanischer Snuff oder indischer Pan, waren die Fallzahlen immer noch zu gering.

Die Datenlage zur Entwicklung von Diabetes durch Anwendung von Snus ist begrenzt. Wahrend die
in der Studie von Persson et al. [191] untersuchten Personen mit familidrer Vorgeschichte von
Diabetes bei hohem Konsum von Snus (>3 Packungen) ein erhohtes Risiko fiir Typ 2 Diabetes auf-
wiesen (OR 2,6), konnte die jingste Studie von Eliasson et al. [192] weder bei Rauchern noch bei

Benutzern von Snus eine verdnderte Glucosetoleranz bzw. Insulinkonzentration feststellen.

Im Rahmen der Auswertung der Cancer Prevention Study II (CPS II) wurde auch der Zusammenhang
zwischen der Erkrankung an Parkinson und der Verwendung von rauchfreien Tabakprodukten unter-
sucht [98]. Das Risiko wurde signifikant niedriger bewertet (RR 0,22, 95%-CI 0,1-0,7) als fiir Proban-
den, die rauchten (RR 0,79, 95%-CI 0,7-0,9) und unterstiitzt die Ergebnisse der Studie von Benedetti
[193], die ebenfalls eine stirkere Reduzierung des Risikos, an Parkinson zu erkranken, fiir Verwender
oraler Tabake (OR 1,8, 95%-CI 0,04-0,8) als fiir Raucher (OR 0,69, 95%-CI 0,5-1,1) feststellte. Es
gibt Hinweise, dass Nicotin und weitere Komponenten des rauchfreien Tabaks einen schiitzenden

Effekt bei dopaminerger Zerstorung der Neuronen ausiiben [194].

Die Verwendung von Snus zeigt kein erhohtes Risiko fiir die Entwicklung einer COPD oder von
Lungenkrebs, welche als die beiden vorherrschenden Erkrankungen durch das Rauchen angesehen
werden. Die Aufnahme erfolgt nicht iiber den Respirationstrakt, das Gewebe wird daher nicht direkt

mit potentiell krebserzeugenden Stoffen belastet [195].
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Rauchloser Tabak stellt fiir Schwangere keine sichere Alternative dar. Es steht aufler Frage, dass das
ungeborene Leben durch Verzicht auf jegliche Form von Tabakwaren geschiitzt werden sollte. Das in
allen Tabakwaren enthaltene Nicotin tritt iiber den miitterlichen Blutkreislauf in den Fetus iiber. Beim
Stillen gelangt es iiber die Muttermilch in den Blutkreislauf des Neugeborenen. Die Entwicklung des
Kindes kann sich prd- und postnatal verzogern [196-199]. Eine Studie [200] wertete Daten des
schwedischen Geburtenregisters der Jahre 1999-2000 aus. Die Studie verglich Daten von Neugebore-
nen von 789 Benutzerinnen von Snus, 11.242 Raucherinnen und 11.500 Nichtraucherinnen. Babys der
Benutzerinnen von Snus hatten ein um 40 g reduziertes Geburtsgewicht im Vergleich zu denen der
Nichtraucherinnen, Neugeborene von Raucherinnen waren im Durchschnitt sogar 206 g leichter. Friih-
geburten traten bei Anwenderinnen von Snus doppelt so hiufig auf als bei Nichtraucherinnen. Das er-
niedrigte Geburtsgewicht konnte damit erklart werden. Die Gefahr einer Praeklampsie ist bei Benut-
zerinnen von Snus auch im Vergleich zu Raucherinnen signifikant erhoht. Aufgrund der Datenlage ist

unbedingt von der Anwendung von Snus wihrend der Schwangerschaft abzuraten.

1.4 Biomonitoring

In der allgemeinen Definition der amerikanischen Gesundheitsbehdrde (NIH) sind Biomarker objektiv
erfassbare charakteristische Kenngrofen, die als Indikatoren von physiologischen Prozessen, patholo-

gischen Prozessen oder einer medikamentdsen Behandlung dienen [201].

In der Arbeits- und Umweltmedizin dient das Biomonitoring der Abschitzung der Belastung des Men-
schen und des damit verbundenen Gesundheitsrisikos durch Chemikalien in der Umwelt [202]. Unter-
schieden wird zwischen dem Marker der Dosis, des biochemischen Effekts und des biologischen
Effekts. Bei der Bestimmung einer internen Dosis eines Biomarkers werden die Konzentrationen der
schédlichen Substanz bzw. ihrer Metaboliten in Korperfliissigkeiten, wie Blut und Urin, gemessen. Im
Gegensatz zum reinen Nachweis einer Chemikalie in der Umwelt wird hier das AusmaB3 der Exposi-

tion des Stoffes bestimmt, unabhingig von der Art der Aufnahme (oral, dermal oder inhalativ) [202].

Das Biomonitoring des biochemischen Effektes umfasst erste Reaktionsprodukte der Fremdstoffe mit
Biomolekiilen wie Proteinen, z.B. Himoglobin, und DNA. Dabei dienen Hamoglobin-Addukte als
Surrogatmarker fiir DNA-Addukte. Mutagene Stoffe reagieren mit den nukleophilen Bereichen des
Hamoglobins, z.B. Sulfhydrylgruppen des Cysteins, Stickstoffgruppen des Histidins oder dem N-ter-
minalen Valin. Die reaktiven ultimalen Kanzerogene werden meist nicht in den Erythrozyten gebildet,
sondern in metabolisch kompetenten Zellen, und miissen erst eine Zellmembran {iberwinden, bevor sie
mit dem Biomolekiil reagieren konnen. Himoglobin-Addukte sind chemisch stabil und unterliegen im
Vergleich zu DNA-Addukten keinen Reparaturmechanismen. Dies diirfte einer der Griinde dafiir sein,
dass in einigen Studien keine Korrelation zwischen Proteinaddukten und den DNA-Addukten im Ziel-

gewebe gezeigt werden konnte [66,203].
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Marker des biologischen Effekts dienen der Erfassung erster biologischer Effekte durch den Einfluss
chemischer Substanzen wie Schwesterchromatidaustauschraten, Chromosomenaberrationen, Strang-

briiche, Micronuclei oder Enzymaktivitaten [202].

Das Biomonitoring umfasst eine Vielzahl unterschiedlichster Matrices und Substanzen. Daher liegt
auch eine Vielzahl analytischer Methoden zur Erfassung der Biomarker vor. Im Folgenden soll nur
kurz auf wichtige Methoden zur Bestimmung von DNA-Schidden eingegangen werden, die fiir die vor-

liegende Arbeit von Bedeutung sind.
1.4.1 3?P-Postlabelling

Diese Methode dient dem semi-quantitativen Nachweis von DNA-Addukten in Geweben. Zunichst
wird die DNA extrahiert und dann enzymatisch zu den entsprechenden Desoxyribonukleotid-3'-Mono-
phosphaten verdaut. Das Hydrolysat wird mittels T4-Polynukleotidkinasen und radioaktivem [y->>P]-
ATP entweder direkt oder nach chromatographischer Anreicherung markiert, um die entsprechenden
[5°-**P]-Desoxyribonukleotid-3',5'-bisphosphate zu erhalten. Die *’P-markierten DNA-Addukte wer-
den anschlieBend chromatographisch iiber Diinnschichtplatten oder Hochleistungsfliissigkeitschroma-
tographie (HPLC) von den natiirlichen Nukleotiden getrennt und iiber Radioaktivititsmessung quanti-
fiziert. Mit Hilfe des **P-Postlabellings konnen komplexe Gemische von DNA-Addukten nachgewie-
sen werden. Die groBte Einschrankung dieser Methode liegt darin, dass eine Qualifizierung und Cha-
rakterisierung der spezifischen Addukte nur bedingt moglich ist [204]. Aber auch die reproduzierbare

quantitative Bestimmung bereitet grof3e Probleme [205].
1.4.2 Immunoassays

Mit Hilfe von Antikorpern gegen spezifische DNA- oder Proteinaddukte konnen diese durch Radio-
immunassays oder enzymatische Testsysteme (ELISA) quantitativ bestimmt werden. In Gewebe-
schnitten lasst sich auch die Verteilung innerhalb eines Organs und in den Zellen selbst durch Immun-
histochemie semiquantitativ bestimmen. Ein Hauptproblem ist hdufig die mangelnde Spezifitit, d.h. es
konnen Addukte von Substanzen mit sehr dhnlicher chemischer Struktur nicht immer eindeutig abge-
grenzt werden. Dies kann teilweise durch zusitzliche chromatographische Trennung, z.B. auf Immun-

affinititssdulen behoben werden [206,207].
1.4.3 Gaschromatographie-Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie stellt ein Verfahren mit hoher Spezifitét dar, weil sie in groBem Malle Aus-
kunft {iiber die Struktur der untersuchten Substanzen erlaubt. Voraussetzung ist eine vorherige Tren-
nung durch verschiedene chromatographische Methoden. Fiir die nichtfliichtigen Nukleotidaddukte
bieten sich vor allem die Hochdruckfliissigkeitschromatographie und die Kapillarelektrophorese an,

die jedoch einen hohen apparativen Aufwand erfordern, um das erforderliche Hochvakuum fiir den
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Ubergang in das Massenspektrometer zu erreichen. Diese Methoden stehen in unserer Arbeitsgruppe
nicht zur Verfiigung. Gegeniiber der Gaschromatographie haben sie aulerdem den Nachteil einer ge-
ringeren Nachweisempfindlichkeit. Nachfolgend wird deshalb nur die Gaschromatographie-Massen-

spektrometrie ndher erldutert.

Die Gaschromatographie ist ein in der allgemeinen Analytik hdufig verwendetes Verfahren zur Tren-
nung von fliichtigen Substanzen. Ein Gaschromatograph besteht aus einer Trigergasversorgung, einem
Injektor, einer Trennsdule, einem Saulenofen und einem Detektor. Die Probe wird in das Gerét inji-
ziert und mit Hilfe eines inerten Tragergases (Stickstoff, Helium) auf die Trennsdule aufgebracht. Die
Sdule besteht aus einer langen Fused-Silica-Kapillare. Diese ist mit einer hochviskosen, nichtfliichti-
gen Fliissigkeit beschichtet, die als stationdre Phase dient. Die Trennung des Substanzgemisches er-
folgt zum einen iiber das unterschiedliche Adsorptions- bzw. Losungsverhalten der einzelnen Kompo-

nenten an der stationdren Phase und zum anderen iiber das unterschiedliche Siedeverhalten [208].

In der Spurenanalytik wird zur eindeutigen Identifizierung eines Stoffes die Massenspektrometrie als
Detektionsmdglichkeit verwendet. Im Hochvakuum werden die Substanzen am Siulenende in der
Ionenquelle durch Elektronenbeschuss ionisiert. Man unterscheidet zwischen ElektronenstoBionisation
(EI) und chemischer Ionisation (CI). Bei der EI werden die Teilchen mit Elektronen der Energie von
70 eV beschossen, dadurch entstehen Radikal-Kationen. Im Weiteren kommt es zu zahlreichen Bin-
dungsbriichen, sodass ein substanzspezifisches Fragmentierungsmuster entsteht. Bei der positiven CI
werden die Substanzen nicht direkt ionisiert. Durch Elektronenbeschuss eines zusétzlich eingeleiteten
Ionisationsgases (Methan, Ammoniak) entstehen Kationen, die dann in weiteren Folgereaktionen die
Substanzen ionisieren. In der negativen CI werden die Elektronen durch das Ionisationsgas abge-

bremst, es entstehen thermische lonen, die den Analyten ionisieren.

Die negative CI wird auch als Elektroneneinfang-lonisation bezeichnet. Die CI zdhlt zu den weichen
Ionisationsarten. Es treten weniger Fragmentierungsreaktionen auf als in der EI [209]. Die so entstan-
denen geladenen Teilchen werden aus der Quelle heraus beschleunigt. Elektrostatische Linsen fokus-
sieren den Ionenstrahl. Im anschlieBenden Massenanalysator werden die Teilchen nach ihrem Masse-
zu-Ladungsverhéltnis (m/z) aufgetrennt und dann in einer Detektionseinheit registriert, verstirkt und

als elektrisches Signal an einen Computer weitergegeben.

Von der Vielzahl an Massenanalysatoren sollen hier der Quadrupol (Abb. 1-24) und das Sektorfeld
(Abb. 1-25) ndher erldutert werden. Der Quadrupol besteht aus vier parallel im Quadrat angeordneten
Metallstdben, von denen jeweils zwei kreuzweise miteinander verbunden sind. Legt man nun an den
jeweils gegeniiberliegenden Stében eine Wechselspannung an, so bilden sich abwechselnd positive
und negative Felder. Die Wechselspannung ist zusétzlich mit einer Gleichspannung iiberlagert, die die
Teilchen zur Mittelachse hin ablenkt. Durch geeignete Abstimmung der Gleich- und Wechsel-
spannung erreicht man, dass jeweils nur lonen einer Masse das Stabsystem durchfliegen kénnen [209].

Bei Sektorfeldgerdten werden die Ionen durch ein Magnetfeld abgelenkt. Die Teilchen beschreiben
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dabei eine Kreisbahn, daher ergibt sich fiir jede Masse ein bestimmter Bahnradius. Je nach Einstellung
treffen nur die gewiinschten Teilchen auf den Detektor [209].

Elektroden

Fokussierungseinheit

Detektor

Flugbahn der lonen

lonenquelle

Abb. 1-24 Schema eines Quadrupolmassenfilters (modifiziert nach [210])
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Abb. 1-25 Prinzip eines doppelfokussierenden Massenspektrometers (modifiziert nach [210])

Zur quantitativen Bestimmung wird in der Spurenanalytik der Probe meist ein interner Standard zuge-
setzt, der dhnliche physikalisch-chemische Eigenschaften wie die zu bestimmende Substanz besitzt.
Um Fehler aufgrund unterschiedlichen Verhaltens bei der Probenvorbereitung, Extraktion und Auf-
reinigung ginzlich auszuschlieBen, liegt es nahe, als internen Standard den isotopenmarkierten Analy-
ten zu verwenden (*H- oder *C-markiert), da etwaige Verluste an Analyten im selben Mafle den Stan-
dard betreffen. Das Verhiltnis Analyt zu Standard bleibt {iber die gesamte Analyse hinweg gleich. Im
Massenspektrometer konnen dann Analyt und Standard getrennt werden. Bei genauer Kenntnis der

eingesetzten Menge an isotopomerem Standard kann der Gehalt des Analyten berechnet werden [211].



33

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Das Oropharynxkarzinom steht in Deutschland mit einem Anteil von 3,3% an allen bosartigen Neubil-
dungen bei Minnern an der siebten Stelle der Krebsneuerkrankungen. Der jahrelange Gebrauch von
Tabakwaren ist ein wichtiger Risikofaktor, der durch gleichzeitige Anwendung hochprozentiger Alko-
holika multipliziert wird. In vielen westeuropéischen Industrielindern konnte eine Zunahme von Inzi-
denz und Mortalitét festgestellt werden, dagegen weist Schweden die niedrigste Inzidenzrate auf. Eine
mogliche Erklarung dafiir wird im geringeren Anteil an Rauchern vermutet. Ein Viertel der schwe-

dischen Minner verwendet Tabak in Form des Schwedischen Kautabaks, der als Snus bekannt ist.

Fiir die tabakspezifischen Nitrosamine 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanon (NNK) und das
N'-Nitrosonornicotin (NNN) konnte in Tierversuchen die Entstehung von Tumoren der Mundhdhle
nachgewiesen werden. Ebenso wurde gezeigt, dass NNK als Kanzerogen fiir Lunge und Leber und
NNN fiir den Osophagus auftreten. Beide Substanzen unterliegen einer metabolischen Aktivierung,
die iiber reaktive Zwischenstufen zu einer Pyridyloxobutylierung der DNA fiihren. Unter saurer Hy-
drolyse spalten diese Addukte 4-Hydroxy-(3-pyridyl)-1-butanon (HPB) ab, das nach Derivatisierung

mittels Gaschromatographie/Massenspektrometrie nachgewiesen werden kann.

Myosmin wurde lange Zeit als tabakspezifisches Alkaloid angesehen, bis es in Grundnahrungs- und
Genussmitteln ebenso nachgewiesen wurde. In vitro konnte gezeigt werden, dass Myosmin zu NNN

oder zu einem instabilen Produkt nitrosiert wird, das ebenfalls zur Pyridyloxobutylierung fiihrt.

Die Zielsetzungen der Tierstudie sind die Bestimmung der Dosis-Wirkungs-Beziehung fiir das Aus-
mal} der DNA-Schidigungen in den Zielorganen Lunge und Leber, ausgelost durch die Gabe von
NNK und ihre Beeinflussung durch Ethanol. Des weiteren sollen protektive Effekte ausgewéhlter anti-

oxidativer Substanzen auf die Entstehung der DNA-Addukte iiberpriift werden.

Der Fokus der vorliegenden Arbeit ist die Identifizierung und Quantifizierung von HPB-freisetzenden
DNA-Addukten in humaner Mundschleimhaut. Um eine mogliche Aussage treffen zu konnen, wie
stark sich der Einfluss von HPB-freisetzenden DNA-Addukten auf das Risiko fiir die Entstehung von
Mundho6hlentumoren auswirkt, sollen Nichtraucher, Raucher und Verwender des schwedischen oralen
Tabakproduktes Snus miteinander verglichen werden. Zur Bestimmung des Rauchstatus und der
Belastung mit Myosmin werden Speichel- und Plasmaproben der Probanden verwendet. Ebenso sollen
die Gehalte an Nicotin, Myosmin und Cotinin als Langzeitmarker fiir die Rauchbelastung in Zehen-

nagelproben bestimmt werden.



34

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Analysenwaage A-150-SX, Cobes, Spanien
Digital pH Meter InoLab pH Level 1, WTW GmbH, Weilheim
Eppendorf Thermomixer, Eppendorf, Hamburg
Gaschromatograph-Massenspektrometer 1:
GC: Serie 8000, Carlo Erba/Fisons, Mailand, Italien — CE Instruments, Mainz
MS: QMD 1000, Carlo Erba/Fisons, Mailand, Italien — CE Instruments, Mainz
Software: MassLab Version 1.3, Fisons
Vakuumpumpe: Edwards High Vacuum Pump E2M2 Two Stage, Crawley, Sussex, England
Kiihlmobil, Van der Heijden Labortechnik GmbH, Doérentrup
Gaschromatograph-Massenspektrometer 2:
GC: Serie 8060, Fisons Instruments, Manchester, UK
TRIO 1000 Benchtop GC/MS, Fisons Instruments, Manchester, UK
Software: MassLab Version 1.3, Fisons
Vakuumpumpe: Edwards High Vacuum Pump E2M2 Two Stage, Crawley, Sussex, England
Kiihlmobil, Van der Heijden Labortechnik GmbH, Dérentrup
Gaschromatograph-Massenspektrometer 3:
GC: Serie 8060, Carlo Erba/Fisons, Mailand, Italien — CE Instruments, Mainz
MS: VG Autospec M 299 high resolution mass spectrometer, Fisons, Manchester, UK
Software: Opus, Version 3.2 X, Fisons, Manchester, UK

Vakuumpumpe: Edwards High Vacuum Pump E2M12 double Stage 238 1/min rotary pump,
Crawley, Sussex, England

GC-Spritze 10 pL, Hamilton, Darmstadt
Magnetriithrer: Variomag Poly 15, H+P Labortechnik AG, OberschleiBheim
Pipetten von Gilson, Limburg-Oftheim:
Microman 1000, 250, 25 pL
Pipetman 1000, 200, 20, 10 pL
Spektralphotometer UV-265 FW, Shimadzu, Diisseldorf
Uberkopfschiittler, Labortechnik Frobel, Lindau
Ultraschallbad Sonorex RK 106, Bandelin Electronic GmbH & Co. KG, Berlin
Ultraturrax, Jahnke und Kunkel, Staufen

Vortex Riittler, Heidolph, Kehlheim
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Zentrifugen:
Minizentrifuge Universal 16R, Hettich, Tuttlingen
Minifuge GL, Bachofer, Reutlingen
Sorvall RC5C mit Rotor SS-34, Sorvall Inst. DuPont, Bad Homburg

2.1.2 Materialien

Bechergldser 25, 50, 100 und 200 mL, Brand GmbH und Co, Wertheim/Main
Cytobrush Plus®, Abstrichbiirste, Cooper Surgical Inc., Berlin
500 pL- und 2,5 mL Eppendorf-Gefille, Sarstedt, Niimbrecht
Filamente:
Rheniumfilament, 5 Windungen, SMS, Idstein (fiir TRIO 1000)
Rheniumfilament (low emission), 1 Windung, SMS, Idstein (fiir QMD und Autospec)
GC-Saulen:

VF-5 ms: 5% Phenyl-95% Dimethylsiloxanphase, Varian Inc., Lake Forest (CA), USA,
L 30 m, ID 0,25 mm, df 0,25 pum, Polaritdtsindex 8

VF-17 ms: 14% Cyanopropylphenyl-86% Methylpolysiloxan, Varian Inc., Lake Forest (CA),
USA, L 30 m, ID 0,25 mm, df 0,25 pm, Polaritdtsindex 19, CP 8944

Invisorb”™ Spin Tissue Midi Kit, Invitek, Berlin:

Liner: Splitless Liner Borsilikat, 5 mm, Bezug {iber SMS, Idstein
Magnetriihrstdbchen 15 x 6 mm, PTFE , zylindrisch, Brand, Weilheim
Messkolben 10, 50 und 100 mL, Brand GmbH und Co, Wertheim/Main
Messpipetten aus Glas 10 mL und 20 mL, Brand GmbH und Co, Wertheim/Main
Microvial 100 pL, Zinsser Analytics, Frankfurt

Minivial 1,5 mL Glas mit Silikon PTFE Septen, Zinsser Analytics, Frankfurt
Neutralit pH-Indikatorpapier pH 5,5-9,0, Merck, Darmstadt

Pasteurpipetten aus Glas, Brand GmbH und Co, Wertheim/Main

PP Rohrchen 12 mL mit Schraubdeckel und Ful3, Sarstedt, Niimbrecht
Prazisionskiivette aus Quarzglas SUPRASIL®, 10,00 mm, Hellma, Miillheim
40 mL Pyrex-Reagenzglidser mit Gewinde und Deckel, Schott, Mainz
Salivette®, Watterolle ohne Priparierung, Sarstedt, Niimbrecht

Schleifpapier Micromesh 4000 und 8000 20,3 x 15,4 cm, Micro Surface Finishing, Products Inc.,
Wilton, 10, USA

Spiralfedern fiir Microvials, Alltech, Miinchen

Vollpipette aus Glas 5 mL, Brand GmbH und Co, Wertheim/Main

25 ml Weithalsbechergléser

Wheaton vials 1,5 mL Schraubglas mit teflonbeschichteten Deckeln, Zinsser Analytics, Frankfurt
Zentrifugeneinsitze 16 mL aus PP, Sorvall, DuPont, Bad Homburg

Zentrifugeneinsitze 16 mL Adapter PN 00382 fiir Rotor SS34 Sorvall, DuPont, Bad Homburg
Zentrifugenglidser 20 mL und 50 mL, Schott/Duran, Mainz
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2.1.3 Chemikalien

Acetonitril p.a, Merck, Darmstadt

Chloroform p.a., Merck, Darmstadt

Cotinin, Sigma, Deisenhofen

D3-Cotinin, TRC, Toronto, Kanada
Dichlormethan p.a., Merck, Darmstadt
Dichlormethan Supra Solv fiir GC, Merck, Darmstadt
Diethylether p.a, Merck, Darmstadt

Ethanol Supra Solv fiir GC, Merck, Darmstadt
Ethylacetat p.a., Merck, Darmstadt

Helium: Qualitit 5.0

Hexachlorbenzol (HCB), Merck, Darmstadt
Hexan p.a, Merck, Darmstadt

n-Hexan Supra Solv fiir GC, Merck, Darmstadt
HPB, TRC, Toronto, Kanada

D4-HPB, TRC, Toronto, Kanada

Kostrolith, CWK, Bad Kostritz
Lachssperma-DNA, ICN, Eschwege
Lecksuchspray, Firma SMS, Idstein

Methanol p.a, Merck, Darmstadt

Myosmin, TRC, Toronto, Kanada
D4-Myosmin, TRC, Toronto, Kanada

NaOH rotuli p.a., Merck, Darmstadt
(-)-Nicotin, Sigma, Deisenhofen

D3-Nicotin, TRC, Toronto, Kanada

Salzsdure Konz., p.a, Merck, Darmstadt
Schwefelsdure Konz., Merck, Darmstadt
Stickstoff: Qualitit 4.6

Trimethylamin-HCI, Merck, Darmstadt

Reinstwasser, Hausanlage Millipak”™ Express, Bakterienfilter 0,22 um, Millipore, Schwalbach

2.1.4 Losungen und Reagenzien

- 4N HCI 3,33 mL konz. Salzsdure werden mit 10 mL Wasser bidest.

verdinnt.

- Hexan/CH,Cl, 600 pL n-Hexan werden mit 400 puL. Dichlormethan gemischt.

- HPB-Stamml6sungen 10 mg HPB in 10 mL Hexan 16sen, je 1 mL in 1,5 mL Glas-
chen tiberfiihren, eindampfen und bei -20 °C einfrieren
(entspricht 1 mg pro GefaB3).



D4-HPB-Stammlésungen

D4-HPB-Standardlosung

0,5 N Na,HPO,-Puffer

1 N NaOH
4 N NaOH

Proteinase K

TMA-L6sung

VM 1
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1 mg HPB/Gefall mit 100 pL Hexan losen, je 4 pL in 4 mL
Gléaschen iiberfiihren, eindampfen und bei -20 °C einfrieren
(entspricht 40 pg pro GefaB).

40 pg HPB/GefaBl mit 2000 pL Hexan I6sen, je 10 pL in 4 mL
Gléaschen tiberfiihren, eindampfen und bei -20 °C einfrieren
(entspricht jeweils 200 ng pro GefaB).

200 ng HPB/Gefal mit 2000 uL Hexan 16sen, je 50 puL in
1,5 mL Gléschen tiberfiihren, eindampfen und bei -20 °C
einfrieren (entspricht jeweils 5 ng pro Gefal).

5 ng HPB/Gefd mit 1000 uL Hexan I6sen, je 10 puL in 1,5 mL
Gléaschen tiiberfiihren, eindampfen und bei -20 °C einfrieren
(entspricht jeweils 500 pg pro Gefal3).

5 mg D4-HPB in 10 mL Hexan 16sen, je 1 mL in 1,5 mL
Gléschen iiberfiihren, eindampfen und bei -20 °C einfrieren
(entspricht 500 pg pro GefaB).

500 pg D4-HPB/GefaBl mit 100 uLL Hexan 16sen, je 4 pL in
4 mL Gléschen iiberfiihren, eindampfen und bei -20 °C
einfrieren (entspricht 20 pg pro GefaB).

20 pg D4-HPB/Gefall mit 2000 uL Hexan losen, je 20 pL in
4 mL Gléschen iiberfiihren, eindampfen und bei -20 °C
einfrieren (entspricht jeweils 200 ng pro Gefal).

200 ng D4-HPB/Gefall mit 2000 uL Hexan l6sen, je 50 pL in
1,5 mL Gléschen iiberfiihren, eindampfen und bei -20 °C
einfrieren (entspricht jeweils 5 ng pro Gefal).

5 ng D4-HPB/Gefdfl mit 1000 pL Hexan l6sen, je 10 pL in
1,5 mL Gléschen tiberfiihren, eindampfen und bei -20 °C
einfrieren (entspricht jeweils 500 pg pro Gefal).

500 pg D4-HPB/GefaBl mit 100 uLL Dichlormethan 16sen
(entspricht 5 pg/uL D4-HPB).

0,89 g Dinatriumhydrogenphosphat werden in 10 mL Wasser
bidest. geldst, pH-Einstellung auf pH 7,2 mit konz. Phosphor-
sdure.

0,4 g Natriumhydroxid werden in 10 mL Wasser bidest. geldst.

40 g Natriumhydroxid rotuli werden mit 250 mL Wasser
bidest. verdiinnt.

Die Proteinase K aus dem Invisorb”® Spin Tissue Midi Kit wird
mit 1,5 mL Wasser bidest. geldst und sofort verbraucht bzw.
bei -20 °C eingefroren (Stabilitét fiir 12 Monate garantiert).

Unter dem Abzug arbeiten und Handschuhe tragen! Alle
Gefille vor der Benutzung mit n-Hexan spiilen.

0,3 g Trimethylamin-HCI in 20 mL Wasser bidest. 16sen. 0,2 g
Natriumhydroxid in 5 mL Wasser bidest. 16sen. Beide Losun-
gen vereinigen, 10 min stehen lassen. 20 mL abnehmen und im
Scheidetrichter mit 20 mL n-Hexan extrahieren.

Vormischung 1 fiir Derivatisierung

10 pL Pentafluorbenzoylchlorid mit 490 pL Dichlormethan
mischen.
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- VM2 Vormischung 2 fiir Derivatisierung
50 uL VM 1 mit 2,5 mL TMA-L6sung mischen.
- Wash Buffer Der Wash Buffer aus dem Invisorb® Spin Tissue Midi Kit wird

mit 105 mL Ethanol vermischt.

2.2 Methoden

2.2.1 Bestimmung HPB-freisetzender Addukte in Tierstudien

Die Tierversuche wurden unter Leitung von Dr. Maciej Stepnik im Laboratory of Molecular Toxicolo-
gy, Department of Toxicology and Carcinogenesis, Nofer Institute of Occupational Medicine, Lodz,
Polen durchgefiihrt. Fiir die Analyse von HPB-freisetzenden DNA-Addukten wurde uns Gewebe oder
DNA von Leber und Lunge ménnlicher Wistar-Ratten zur Verfiigung gestellt. Die Ratten stammten
aus der Abteilung fiir Tierzucht des Nofer Instituts, hatten zu Beginn der jeweiligen Studien ein Alter
von 8-10 Wochen und wurden entweder einzeln oder in Gruppen von zwei bis drei Tieren bei 2142 °C
und einem 12:12 h Hell-Dunkel-Rhythmus gehalten. Alle Tiere hatten Zugang zu einer standardi-
sierten Didt fiir Nagetiere (AIN 93) und Wasser ad libitum.

2.2.1.1 Vorversuch zur Dosisfindung fur die NNK-Belastung

Die Ratten wurden randomisiert in 10 Gruppen mit je 4 Tieren unterteilt. Die einzelnen Gruppen
erhielten 1, 3 oder 5 ppm NNK in Trinkwasser ad /ibitum fiir einen Zeitraum von 2, 3 oder 4 Wochen,
wihrend die Kontrollgruppe tiber 4 Wochen lediglich Trinkwasser ad libitum bekam (Tab. 2—1). Das
mit NNK versetzte Trinkwasser wurde alle 3-4 Tage frisch zubereitet und in lichtgeschiitzten, braunen
Glasflaschen bis zur Verwendung aufbewahrt. Korpergewicht, Wasser- und Futterverbrauch wurden

2 x pro Woche erfasst.

Tab. 2—-1 Dosisplan fiir die Gabe von NNK iiber das Trinkwasser im Vorversuch

Exposition NNK 1 ppm NNK 3 ppm NNK 5 ppm NNK Kontrolle
2 Wochen 4 Tiere 4 Tiere 4 Tiere -

3 Wochen 4 Tiere 4 Tiere 4 Tiere -

4 Wochen 4 Tiere 4 Tiere 4 Tiere 4 Tiere
Summe 12 Tiere 12 Tiere 12 Tiere 4 Tiere

Am Versuchsende wurden die Ratten entblutet und das Blut sowie Leber, Lunge, Osophagus und
Pankreas bei -80 °C tiefgefroren. Dr. Panagiotis Georgiadis vom Institute of Biological Research and
Biotechnology der National Hellenic Research Foundation in Athen erhielt die tiefgefrorenen Organe
auf Trockeneis zur Isolierung der DNA. Aliquote der DNA wurden auf Trockeneis zu unserer For-

schungsgruppe in Miinchen gesendet.
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Die anschlieBende Aufarbeitung des Leber- und Lungengewebes erfolgt wie unter 2.2.2.2 und 2.2.2.5
beschrieben. In der Vorschrift wurde lediglich die Konzentration des Internen Standards geédndert. Der
Interne Standard D4-HPB wurde mit 500 pg/Probe zugesetzt. Dazu wurde eine D4-HPB-Stammlosung
von 5 ng D4-HPB/Gefdf} gelost mit 100 uL. CH,Cl, und davon je Probe 10 pL pipettiert.

2.2.1.2 Interaktion von NNK und Ethanol

Die Ratten wurden in 6 Untersuchungsgruppen mit je 9 Tieren randomisiert (Tab. 2-2). Die Kontroll-
tiere (Gruppe 1) erhielten Diédt und Trinkwasser ad libitum. NNK und Ethanol wurden dem Trink-

wasser zugesetzt.

Tab. 2-2 Dosisplan fiir die Gabe von NNK und Ethanol iiber das Trinkwasser

Gruppe Behandlung

I Kontrolle

11 1 ppm NNK

111 5 ppm NNK

v 10% Ethanol

v 10% Ethanol + 1 ppm NNK
VI 10% Ethanol + 5 ppm NNK

Nach einer Behandlungsdauer von 4 Wochen wurden die Tiere getotet. Fiir die Bestimmung von
DNA-Addukten wurde die halbe Leber und der rechte Lungenfliigel bei -80 °C eingefroren und auf

Trockeneis nach Miinchen geschickt.

Die anschlieBende Aufarbeitung des Leber- und Lungengewebes erfolgt wie unter 2.2.2.2 bis 2.2.2.5
beschrieben. Durchschnittlich wurden 154 mg Lungen- und 168 mg Lebergewebe eingewogen. In der
Vorschrift wurde die Konzentration des Internen Standards gedndert. Der Interne Standard D4-HPB
wurde mit 500 pg/Probe zugesetzt. Dazu wurde eine D4-HPB-Stammldsung von 5 ng D4-HPB/Gefal3
gelost mit 100 pL CH,Cl, und davon je Probe 10 pL pipettiert.

2.2.1.3 Chemopraventionsstudie: Einfluss von Antioxidantien auf die DNA-Addukt-
bildung durch NNK und ihre Modulation durch Ethanol

Fiir die Untersuchung chemopriventiver Eigenschaften bekannter Antioxidantien gegen NNK mit oder

ohne gleichzeitige Ethanolbelastung wurden 13 Gruppen mit jeweils 9 Ratten nach dem in Tab. 2-3

gezeigten Schema behandelt.

Die Kontrollgruppe erhielt wiahrend der gesamten Studiendauer nur die AIN-93 Didt und Wasser ad
libitum. Es wurden jeweils 4 Gruppen in die Behandlungsarme NNK (Gruppen 1I-V), Ethanol (Grup-
pen VI-IX) und NNK + Ethanol (Gruppen X-XIII) eingeteilt. Je eine Gruppe aus jedem Behandlungs-
arm erhielt 5 Wochen Kontrollfutter oder Futter mit 7 g/kg Futter Ellagsdure, 3 g/kg Chlorophyllin
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oder 10 g/kg Vitamin E. Nach einer Woche erfolgte fiir 4 Wochen die zusétzliche Exposition mit
5 ppm NNK, 10% Ethanol oder mit beiden Substanzen iiber das Trinkwasser.

Am Versuchsende wurden die Ratten getdtet und umgehend Leber- und Lungengewebe entnommen

und auf Trockeneis zu unserem Arbeitskreis gesendet.

Tab. 2-3 Dosisplan fiir die Chemopriventionsstudie. NNK und Ethanol wurden 4 Wochen
iiber das Trinkwasser verabreicht. Die Gabe von Ellagsidure, Chlorophyllin und
Vitamin E begann eine Woche friiher und erfolgte 5 Wochen iiber das Futter.

Gruppe Behandlung

I Kontrolle

II 5 ppm NNK

I 5 ppm NNK + 7 g/kg Ellagséure

v 5 ppm NNK + 3 g/kg Chlorophyllin

v 5 ppm NNK + 10 g/kg Vitamin E

VI Ethanol, 10% im Trinkwasser

VII 10% Ethanol + 7 g/kg Ellagsdure

VI 10% Ethanol + 3 g/kg Chlorophyllin

IX 10% Ethanol + 10 g/kg Vitamin E

X 5 ppm NNK + 10% Ethanol

XI 5 ppm NNK + 10% Ethanol +7 g/kg Ellagsédure
XII 5 ppm NNK + 10% Ethanol + 3 g/kg Chlorophyllin
XIII 5 ppm NNK + 10% Ethanol + 10 g/kg Vitamin E

Die Aufarbeitung des Leber- und Lungengewebes erfolgt wie unter 2.2.2.3 bis 2.2.2.5 beschrieben.
Durchschnittlich wurden 128 mg Lungen- und 125 mg Lebergewebe eingewogen In der Vorschrift
wurde die Konzentration des Internen Standards gedndert. Der Interne Standard D4-HPB wurde mit
500 pg/Probe zugesetzt. Dazu wurde eine D4-HPB-Stammlosung von 5 ng D4-HPB/Gefi3 gelost mit
100 uL. CH,Cl, und davon je Probe 10 pL pipettiert.

2.2.2 Einfluss von Rauchen und Snusen auf HPB-freisetzende DNA-Addukte in
humaner Mundschleimhaut

In der Humanstudie stand die Bestimmung von HPB-freisetzenden DNA-Addukten in der Mund-

schleimhaut im Vordergrund. In der Studie wurde der Einfluss des Rauchens und des Genusses von

schwedischem Snus untersucht. Zusétzlich wurde die Belastung mit Tabakalkaloiden in Speichel und

Zehennégeln als Kurz- bzw. Langzeitmarker gemessen.

In die vorliegende Studie wurden 45 Nichtraucher aus Miinchen, 92 Raucher, davon 26 aus Miinchen

und 66 aus Lodz, Polen sowie 33 Benutzer von schwedischem Snus aus Helsingborg, Schweden ein-
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geschlossen. Die Proben von den polnischen Probanden wurde von Frau Dr. Jola Gromadzinska vom
Department of Toxicology and Carcinogenesis, Nofer Institute of Occupational Medicine, in Lodz,
Polen, gesammelt. Die schwedischen Proben wurden freundlicherweise durch das Team von Prof.
Karl Olov Fagerstrom, Helsingborg gesammelt und uns zur Verfiigung gestellt. Alle Probanden waren
gesunde Freiwillige mit guter oraler Hygiene. Mit Hilfe eines Fragebogens wurden Alter, Rauch-,

Snus- und Trinkverhalten, Erndhrungsgewohnheiten und Schulbildung erfasst (siche Anhang A-3).

Um den Rauchstatus der Probanden zu bestimmen, wurde Cotinin in Proben von Speichel, Plasma und
Zehennédgeln gemessen. In allen Proben wurde zusitzlich Myosmin bestimmt, in Plasma und Zehen-
nédgeln auch noch Nicotin. Von den Probanden aus Miinchen und Schweden wurde Speichel mit Hilfe
einer Salivette® aufgefangen. Abschnitte von Zehennigeln wurden von allen Schweden und einem
ausgewihlten Teil der Miinchner Probanden gesammelt. Von den polnischen Probanden erhielten wir

Plasmaproben. Alle Proben wurden sofort nach der Entnahme bei -20 °C eingefroren.

Die analytische Methode und ein Teil der Ergebnisse flir Nichtraucher und Raucher wurden von Frau

Schiitte-Borkovec in ihrer Dissertation niedergelegt und bereits veroffentlicht [212,213]

2.2.2.1 Gewinnung der Proben aus oraler Mucosa

Die Zellen der Mundschleimhaut wurden von den Innenseiten der rechten und linken Wange entnom-
men. Dazu wurde je Seite eine Entnahmebiirste (Cytobrush Plus®) fiir ca. 2 min mit moderatem Druck
auf der Wangenschleimhaut hin- und herbewegt und danach in einem PP-R&éhrchen (12 mL) aufbe-
wahrt. Die Benutzer von Snus wurden gebeten, eine weitere Probe von der Stelle zu sammeln, an der
der Snus vorwiegend platziert wird. In der Regel ist dies der Bereich zwischen der oberen Lippe und
dem Lippenbéndchen. Somit konnten bei Nichtrauchern und Rauchern nach der Aufarbeitung der
Proben Doppelbestimmungen der HPB-freisetzenden DNA-Addukte, bei Snusern Dreifachbestimmun-
gen durchgefiihrt werden.

2.2.2.2 Isolierung der DNA aus oralen Mucosazellen

Fiir die Isolierung der DNA wurde der Invisorb Spin Tissue Midi Kit" verwendet. Die Biirstchen wur-
den nach Behandlung mit 2 mL ,,Lysis Buffer G*“ und 80 pL ,,Proteinase K Solution* bei 52 °C {iber
mindestens 4 Stunden im Thermomixer inkubiert, um die Zellen in Lésung zu bringen und die Pro-
teine zu zerstdren. Danach wurden die Biirstchen entnommen und vorsichtig ausgedriickt. Nach Zu-
gabe des ,,Binding Buffer T* wurde die entstandene Suspension in einen ,,Spin Filter* iiberfiihrt, der
vorher auf ein neues Tubenrohrchen aufgesetzt wurde. Der Filter wurde bei 52 °C fiir 1 min im Ther-
momixer inkubiert. Damit erfolgte eine Aktivierung des Filters, der die DNA fiir Waschzwecke mit
ethanolischem ,,Wash Buffer* zuriickhielt. Der Filter wurde anschlieBend bei 40-50 °C im Trocken-
schrank fiir mindestens 20 min getrocknet. Bei zu kurzer Trockenzeit hétte verbliebenes restliches
Ethanol die nachfolgende Elution der DNA vom Filter verhindern kénnen. Der getrocknete Filter

wurde auf ein neues Probenrohrchen aufgesetzt, mit 500 puL eines 52 °C warmen ,,Elution Buffer D*
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behandelt und 6 min bei 52 °C inkubiert. Die DNA konnte bei 4000 rpm {iber 5 min aus dem Filter

heraus zentrifugiert werden. Danach wurde sie in ein Eppendorf-Gefall mit 2,5 mL tiberfiihrt.

2.2.2.3 Bestimmung der DNA-Konzentration mittels UV/VIS-Spektrometrie

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte durch UV/VIS-Spektrometrie mit Hilfe von Glas-
kiivetten. Vor der Messung wurde ein Blindabgleich mit Wasser bidest. durchgefiihrt. Dazu wurden
140 uL. DNA-Losung verwendet und die Extinktion bei 230, 260 und 280 nm gemessen und bei
Bedarf entsprechend verdiinnt. Das Verhéltnis der Extinktion bei 260 und 280 nm ergibt ein MaB fiir
die Reinheit der Nukleinsduren. Bei reinen DNA-Losungen liegt das Verhiltnis zwischen 1,8 und 2,2.
Niedrigere Werte sind ein Hinweis auf Verunreinigungen durch Proteine, hhere Werte kdnnen ein
Anzeichen fiir die Anwesenheit von RNA sein oder darauf hindeuten, dass die DNA denaturiert ist.
Das Verhiltnis der Extinktion bei 260 und 230 nm ermdoglicht ein Abschitzen des Salzgehaltes der
Probe.

Die Konzentration an DNA wurde bei 260 nm unter Annahme einer optischen Dichte von 20 bei einer
Losung von 1,0 mg DNA/mL bestimmt. Die Berechnung der DNA-Menge erfolgte nach folgender

Formel:

(0D260/20)x (1000 + Aliquotvolumen)
Aliquotvolumen

2-1: DNA [mg/mL] =

2.2.2.4 Saure Hydrolyse und Aufreinigung des Addukts

Die Freisetzung des HPB aus der DNA erfolgte mit Hilfe der sauren Hydrolyse. Dazu wurden 500 uL.
DNA-L6sung im Eppendorf-Cup mit 105 pL 4 N HCI versetzt. Nach Zugabe von 50 pg D4-HPB als
Internen Standard erfolgte die Hydrolyse bei 80 °C {iber 3 Stunden im Trockenschrank.

AnschlieBend wurde durch zweimaliges Extrahieren mit jeweils 500 pL Dichlormethan die Losung
aufgereinigt. Dazu wurden die Eppendorf-Cups fiir 10 min in einen Uberkopfschiittler eingespannt
und die Phasen 10 min bei 34-36 rpm gemischt. Um eine Trennung der Phasen zu erméglichen, wurde

anschlieend fiir 3 min bei 5000 rpm zentrifugiert. Die untere Dichlormethan-Phase wurde verworfen.

Um HPB zur weiteren Aufarbeitung in die organische Phase zu iiberfiihren, wurden 410 uL
1 N NaOH und 100 pL 0,5 N Na,HPO,-Puffer zugesetzt. Damit konnte die Einstellung eines pH-
Wertes zwischen 7,2 und 7,5 sichergestellt werden, welcher fiir die quantitative Gewinnung des HPB

notwendig ist.

Die Uberfithrung des HPB in die organische Phase erfolgte durch 4-maliges Ausschiitteln mit jeweils
300 uL Dichlormethan. Dazu wurden die Eppendorf-Cups fiir 10 min in den Uberkopfschiittler ein-
gespannt und anschlieend fiir 3 min bei 5000 rpm zentrifugiert. Die untere organische Phase wurde in
1,5 mL Vials iiberfiihrt, unter Stickstoff eingeengt und bis zur weiteren Aufarbeitung bei -20 °C

tiefgefroren.
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2.2.2.5 Derivatisierung von HPB

Fiir einen quantitativen Nachweis des HPB mittels GC/MS ist eine Derivatisierung notwendig mit dem

Ziel, eine leicht fliichtige und gut ionisierbare Substanz zu erhalten (Abb. 2—1).

Dazu wurde das eingeengte HPB zunéchst mit 123,8 pL Dichlormethan wieder in Losung gebracht.
Die Derivatisierungslosung wurde fiir jeden Ansatz frisch hergestellt: 10 pL Pentafluorbenzoylchlorid
wurden mit 490 pL Dichlormethan gemischt (VM 1). Davon wurden 50 pL. entnommen und mit
2,5 mL TMA-Losung versetzt. 126,2 uL. dieser VM 2 wurden zur geldsten Probe zugesetzt. Um eine
moglichst hohe Derivatisierungsrate zu erzielen, wurde die Mischung iiber 2 Stunden bei RT

inkubiert. Danach wurde die Reaktion durch Einengen zur Trockne mittels Stickstoff gestoppt.

Nachdem die Proben mit 80 pL einer Mischung aus Hexan/Dichlormethan im Verhéltnis 60/40 erneut
suspendiert wurden, konnten sie in ein 100 pL Microvial tiberfiihrt, zur Trockne eingedampft und bis

zur GC/MS Analyse tiefgefroren werden.

F
F TMA o F F
0 F F
X H + ¢ q( N ° F
| F | o F
NG O F TMA*HCI N

Abb. 2-1 Derivatisierung des HPB (m/z 165,0790) mit Pentafluorbenzoylchlorid (PFBC).
Unter Einfluss des Trimethylamins (TMA) entsteht das leichter fliichtige Deriva-
tisierungsprodukt (m/z 359,0581).

\

2.2.2.6 Speichelproben

Zur Bestimmung von Rauchstatus und Myosminbelastung wurden Speichelproben mittels Salivette®™
gesammelt. Die Watterolle wurde fiir 90 s unterhalb der Zunge behalten, um eine Speichelmenge von
2-3 mL zu sammeln. Nach Entnahme wurde die Watterolle im zugehorigen Gefal bei 4 °C und 4000
rpm fiir 10 min zentrifugiert und der Speichel in ein 12 mL PP-R&hrchen {iberfiihrt. Die Plasmaproben
wurden aus heparinisiertem vendsen Blut durch Zentrifugation gewonnen. Bis zur weiteren Aufarbei-

tung wurden diese Proben bei -20 °C aufbewahrt.

Nach Zugabe der Internen Standardlésung mit D3-Cotinin und D4-Myosmin wurden die Proben mit
4 mL einer 0,1 M Essigsdure angesduert und einer Festphasenextraktion mittels SPE-Sdulen unter-
zogen. Zum Waschen der Proben wurden 3 mL 1 M HCI und 2 x 3 mL MeOH verwendet und unter
Vakuum getrocknet. Es wurden je 2 mL einer Losung aus 5% NHj; in 70%igem MeOH zum Eluieren
verwendet. Wihrend der anschlieBenden Fliissig-Fliissig-Extraktion wurde in CH,Cl, ausgeschiittelt,
iiber Na,SO, getrocknet und in Hexan iiberfiihrt. Diese Phase wurde eingeengt auf 20 pL. und mit
Hilfe von GC/MS im EI'-Modus gemessen. Der Analysengang ist in der Abb. 2-2 schematisch dar-
gestellt.
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2-3 ml Speichel/Plasma 20-30 mg Zehennégel
1.) Interne Standards l CH,Cl,
2.) 0.1 M Essigsaure
Waschen
Festphasenextraktion 120 min
RT
1.) Waschschritte
mit 1 M HCI,
MeOH Verdauen
2.) Trocknen
3.) Elution mit NH,, 1.) 0-§ M NaOH
MeOH, H,0 80°C, 12 h
v 2.) Interne Standards

Flissig-Flussig-Extraktion

3 x CH,ClI,, trocknen lber Na,SO,,
Hexan, reduzieren auf 20 pl

Uberfuihren in Vials

l 1 ul Aliquot

GC/MS Analyse (EI*)

Abb. 2-2  Analyse von Myosmin und Cotinin und in Speichel, Plasma und Zehennégeln mit
den internen Standards D4-Myosmin und D3-Cotinin und von Nicotin in Zehen-
nigeln (interner Standard D3-Nicotin) (modifiziert nach [140,212])

2.2.2.7 Zehennagelproben

Zur Untersuchung von Nicotin, Myosmin und Cotinin als Marker fiir die Langzeitbelastung wurden
Proben von Zehennédgeln gesammelt. Der vorderste Teil der Négel wurde mit Hilfe einer Nagelschere

entfernt und nach rechter und linker Korperseite getrennt in einem Eppendorf-Cup gesammelt.

Fiir die Analyse wurden die Nagelabschnitte zerkleinert und 120 min in 2 mL CH,Cl, gewaschen.
Nach dem Abpipettieren des CH,Cl, wurden die Proben bei geéffnetem Deckel 10 min bei 50 °C im
Trockenschrank getrocknet. Die getrockneten Proben wurden mit 0,5 mL einer 1 M NaOH zur Ver-
dauung angesetzt und bei 80 °C im Trockenschrank iiber 12 h inkubiert. Nach dem Abkiihlen erfolgte
die Zugabe der Internen Standardlosung mit D3-Cotinin, D3-Nicotin und D4-Myosmin und im An-
schluss die Fliissig-Fliissig-Extraktion wie in Abb. 2-2 gezeigt.

Die Aufarbeitung und Derivatisierung der Proben wird ausfiihrlich in der Dissertation von Schiitte-

Borkovec [212] beschrieben.
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2.3 GC-MS Analysen

2.3.1 Chromatographische Bedingungen
2.3.1.1 Gaschromatograph-Massenspektrometer QMD 1000

Der Nachweis des HPB in den Proben des Vorversuchs fiir die Dosisfindung von NNK fiir die Tier-
studien erfolgte mit Hilfe eines Gaschromatographen der Serie 8000 und eines Quadrupol Massen-
spektrometers QMD 1000 der Firma Carlo Erba/Fisons. Gemessen wurde mit negativ chemischer

Ionisation (NCI), welche eine hohe Nachweisempfindlichkeit sicherstellte.

Von der in 10 uL. Hexan/CH,Cl, resuspendierten Losung des derivatisierten HPB wurde 1 puL in den
Gaschromatographen eingespritzt. Die Probenaufgabe erfolgte im splitless Verfahren mit einer
SchlieBzeit der Ventile (Top/Bottom) von 1 min. Die Trennung erfolgte auf einer VF-5 ms Kapillar-
sdule, als Tragergas diente Helium der Qualitit 5.0 mit einem konstanten Druck von 20 psi (1,5 bar)
und einer Flussrate von 2 mL/min. Methan wurde mit einem Flaschenvordruck von 2,5 bar und einer

Flussgeschwindigkeit von ca. 1,5 mL/min als Ionisierungsgas verwendet.
Die Temperaturen im Injektorblock und der Transferline betrugen 250 °C.

Folgendes Temperaturprogramm wurde fiir die quantitative Bestimmung des derivatisierten HPB und

dessen Internen Standards verwendet:

2 min bei 50 °C halten,

Heizen mit 20 °C/min bis auf 180 °C,
Heizen mit 10 °C/min bis auf 250 °C,
Heizen mit 25 °C/min bis auf 280 °C,
4 min bei 280 °C halten.

Die lonisierungsenergie betrug 70 eV bei einer Quellentemperatur von 115 °C, die mit einem
1-Wendel-Filament aus Rhenium erzeugt werden konnte. Die Spannung des Photomultipliers betrug
580 V. Die dwell time betrug 0,08 sec, der inter channel delay 0,02 sec und der span 0,10 sec. Fiir eine
Optimierung der Detektionsparameter wurde das Referenzgas Heptacosa FC 43 verwendet, dessen
charakteristische Massenzahlen m/z 333, 414, 452 und 595 auf optimale Bedingungen eingestellt
wurden. Dazu wurden 1x wochentlich die Fokussierungslinsen der MS-Ionenquelle durch Variation
der angelegten Spannung auf ihr Optimum getrimmt und damit eine Verbesserung der Auflosung

erhalten.

2.3.1.2 Gaschromatograph-Massenspektrometer VG Autospec M 299

Der Gaschromatograph Fisons 8060 und das hochauflésende doppelfokussierende Massenspektro-
meter VG Autospec M 299, Fisons wurde fiir die Bestimmung der HPB-Addukte in den beiden Haupt-
versuchen der Tierstudien eingesetzt. Fiir die Bestimmung von HPB-Addukten aus humanen oralen

Mucosazellen war diese Gerdtekonfiguration unerldsslich. Das statische Ionentrennsystem des
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Massenspektrometers ermoglicht eine hohere Nachweisempfindlichkeit durch ein verbessertes Auf-

l6sungsvermogen im Vergleich zu einem Quadrupol-Massenspektrometer.

Die chromatographische Auftrennung erfolgte iiber eine VF-17 ms Kapillarsdule mit Helium als
Tréagergas bei einer Flussrate von 0,9 mL/min. Der split/splitless Injektor wurde bei 270 °C im split-

less Verfahren betrieben.
Das Temperaturprogramm wurde auf folgende Parameter eingestellt:

2 min bei 50 °C halten,

Heizen mit 20 °C/min bis auf 180 °C,
Heizen mit 10 °C/min bis auf 250 °C,
Heizen mit 20 °C/min bis auf 300 °C,
8 min bei 300 °C halten.

Die Temperatur in der Transferline wurde bei 250 °C gehalten.

Um Messungen mit negativ chemischer lonisation (NCI) durchfiihren zu kdnnen, wurde als Ionisie-
rungsgas Ammoniak mit einem Druck von 2,73 kPa eingesetzt. Ammoniak hinterlésst weniger Abla-
gerungen auf dem Filament und der Inneren Quelle als Methan und verldngert die Lebensdauer der
Filamente. Das 1-Wendel-Filament aus Rhenium wurde auf 115 °C gehalten. Die Elektronenenergie
wurde auf 255 eV und der Emissionsstrom auf 1,00 mA eingestellt. Die dwell time betrug 0,05 sec,
die delay time 0,01 sec und die totale Scanzeit 0,34 sec. Im SIM-Modus wurden die Ionen bei einer
Auflésung von 5000 auf 5 kV beschleunigt und die Massenzahlen m/z 359,0581 fiir das HPB und
363,0828 fiir den Internen Standard D4-HPB aufgezeichnet.

2.3.1.3 Berechnung des Gehalts an HPB

Fiir die quantitative Bestimmung wurde die Peakfldche des entsprechenden lons (DO-HPB) durch die
Flache des internen Standards (D4-HPB) geteilt und mit den Verhiltnissen der Molekulargewichte
(M [DO-HPB]/M [D4-HBP]) und der absoluten Menge des zugesetzten internen Standards
(Menge [D4-HPB]) multipliziert. Dieser Wert wurde durch die Menge an eingesetzter DNA dividiert.
Man erhélt die Menge HPB in fmol/mg DNA mit folgender Formel:

(Fliche[DO— HPB)— Blindwert) x M [DO— HPB|x Menge|D4— HPB|
(Fliche[D4— HPB]— Blindwert) x M [D4— HPB]x Menge| DNA|

2—-2: Menge[DO— HPB]=

Fiir eine korrekte Berechnung wurde der Blindwert aus parallel aufgearbeiteten Proben, die reinen
»Elution Buffer D enthielten, in gleicher Form berechnet und abgezogen.
2.3.1.4 Gaschromatograph-Massenspektrometer TRIO 1000

Fiir die Bestimmung der Tabakalkaloide in Speichel, Plasma und Zehennédgeln kam das Quadrupol-

Massenspektrometer TRIO 1000 im EI-Modus zum Einsatz.
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2.3.2 Validierung der Methoden

Das Verfahren der Validierung der Methoden zur Bestimmung von HPB-freisetzenden DNA-Adduk-
ten wurde in der Dissertation von Heppel [70] ausfiihrlich beschrieben und ist bereits publiziert [69].
Die Validierung der Bestimmung von Tabakalkaloiden in Speichel, Plasma und Zehennégeln wurde in
der Dissertation von Schiitte-Borkovec [212] beschrieben und ebenfalls publiziert [213]. Die Metho-
denvalidierung ist ein wichtiges Instrument der Qualititssicherung. Sie soll Auskunft dariiber geben,
ob eine Analysenmethode geeignet ist, eine vorgegebene spezifische Aufgabe zu erfiillen. Die Zuver-
lassigkeit der Methode soll dokumentiert und die kritischen Schritte der Methode gepriift werden. Eine
Validierung umfasst Richtigkeit, Prézision, Linearitit, Nachweisgrenze, Wiederfindungsrate und wei-

tere Parameter, die von Art und Zweck der Analytik abhéngig sind.

Nachfolgend wird die Validierung der HPB-Methode kurz rekapituliert.

2.3.2.1 Kalibrierkurven und Nachweisgrenzen

Fiir die Erstellung einer Kalibrierkurve zur Bestimmung von Linearitdt und der Nachweisgrenzen
wurden 50 pg Lachssperma-DNA-Losung der Konzentration 1 mg/mL mit 500 pL ,,Elution Buffer D*
aus dem Invisorb” Spin Tissue Midi Kit versetzt. Zur Bestimmung der Linearitit wurde HPB in den
folgenden Konzentrationen zugesetzt: 20, 40, 60, 80, 200, 400, 600, 800, 960, 980, 1000 pg/mg DNA.
Folgende Konzentrationen an HPB wurden verwendet, um die Nachweisgrenze festzulegen: 20, 40,
60, 80, 100, 120, 140, 180, 200 pg/mg DNA. Allen Proben wurden jeweils 50 pg D4-HPB als Interner
Standard hinzugefiigt. Um mogliche Matrixeffekte ausschlieBen zu konnen, wurden 8 Blankwerte der

Lachssperma-DNA-Losung vermessen. Alle Konzentrationen wurden doppelt bestimmt.

2.3.2.2 Prazision und Genauigkeit

Fiir die Bestimmung der Prizision und Genauigkeit der Methode wurde DNA aus Leber einer weibli-
chen Wistar-Ratte verwendet, die iiber das Trinkwasser 4 Wochen lang 30 nmol NNN/kg/Tag erhalten
hatte [58]. Die DNA wurde aus 1,3 g Leber extrahiert und in 12 Aliquote aufgeteilt. Fiir die Tagespra-
zision wurden 6 Aliquote nacheinander analysiert, fiir die Wochenprézision wurden 6 Wiederholungen

durchgefiihrt.

2.3.2.3 Wiederfindung

Die Wiederfindungsrate fiir den Internen Standard D4-HPB wurde kalkuliert durch Vergleich der
Peakfldchen fiir 50 pg D4-HPB in ,Elution Buffer D*“ (n=8) gegen 50 pg D4-HPB nach reiner

Derivatisierung und sofortiger Vermessung per GC/MS (n=8).

2.3.2.4 Datenverarbeitung

Die Identifizierung erfolgte aufgrund der charakteristischen Massenzahlen und der Retentionszeiten,

die vergleichend mit einem Tagesstandard (1 pg HPB/uL und 1 pg D4-HPB /uL) {ibereinstimmen
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mussten. Auf eine automatische Integration der Peaks wurde verzichtet, die Peakflichen wurden
manuell bestimmt. Dazu wurde die Grundlinie vom Beginn des Peaks an verldngert bis zum Abfallen
auf das Niveau der Grundlinie. Beim Auftreten von Schultern wurde das Lot geféllt und die Peak-

fliche ohne Schulter bestimmt.

2.3.3 Statistik

Zur Berechnung der Mittelwerte (MW), Standardabweichungen (SD = standard deviation), Standard-
abweichung vom Mittelwert (SE = standard error) und der Mediane wurden die Programme Microsoft
Excel 2002 (Microsoft, Seattle, USA) und GraphPad Prism V.4.01 (GraphPad Inc., San Diego, USA)
verwendet. Mit letzterem wurden auch die linearen Regressionen berechnet. Dabei wurde die Quadrat-

summe aller Messpaare ohne Gewichtung minimiert.

Fiir die Berechnung der Mittelwerte werden Proben unterhalb des LOD mit einbezogen. Fiir diese

Proben wird der Wert des jeweiligen halben LOD eingesetzt.

Soweit nicht anders angegeben, werden die Ergebnisse als Mittelwerte mit SD, bei Doppelbestim-
mungen als Mittelwerte mit der Schwankung um den Mittelwert angegeben, die Anpassung der be-
rechneten Werte der linearen Regression an die Messwerte mit dem BestimmtheitsmaB r?, dessen Qua-

dratwurzel r den Korrelationskoeffizienten darstellt.

In den Tierversuchen wurde zu Beginn auf Normalverteilung nach Kolmogorov-Smirnov oder
Shapiro-Wilk getestet. Wurde ein Signifikanzniveau von p<0,05 bestimmt, konnte keine Normal-
verteilung angenommen werden und als weitere Tests wurden der Test nach Mann-Whitney (beim sta-
tistischen Vergleich auf signifikante Unterschiede zwischen zwei Gruppen) oder Kruskal-Wallis (bei
mehreren ungepaarten Gruppen) durchgefiihrt. AnschlieBend wurde zum Vergleich der Untergruppen
zueinander der Post-Hoc-Test nach Tamhane verwendet, bei dem keine Varianzgleichheit angenom-
men wurde. Lag eine Normalverteilung vor, wurden im Anschluss der t-Test (beim statistischen Test
auf signifikante Unterschiede zwischen zwei Gruppen) und der two-way ANOVA (bei mehreren unge-
paarten Gruppen) gerechnet. Zeigte der F-Test der ANOVA Signifikanz, wurden fiir den Vergleich der
Mittelwerte zwischen Kontrolle und den exponierten Gruppen der Test nach Dunnett verwendet oder
fiir multiple Mittelwertsvergleiche der Tukey’s Test als Post-Hoc-Test. Zur Berechnung der statisti-

schen Auswertung wurde das Programm GraphPad Prism verwendet.

In den Humanstudien wurde die Priifung auf Normalverteilung mit dem Kolmogorov-Smirnov Test
durchgefiihrt. Bei einem Signifikanzniveau von p < 0,05 wurde keine Normalverteilung angenommen.
Der statistische Vergleich auf signifikante Unterschiede zwischen zwei Gruppen wurde entweder mit
dem t-Test (bei Normalverteilung) oder dem Mann-Whitney Test durchgefiihrt, je nach Voraussetzung
mit gepaarten oder mit ungepaarten Daten. Bei mehreren ungepaarten Gruppen wurde entweder die
ANOVA (bei Normalverteilung) oder der Kruskal-Wallis-Test angewandt. Anschlieend wurde zum

Vergleich der Untergruppen zueinander der Post-Hoc-Test nach Tamhane verwendet, bei dem keine
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Varianzgleichheit angenommen wurde. Zur Berechnung der statistischen Auswertung wurde das

Programm SPSS verwendet.

Korrelationsanalysen erfolgten mit dem Spearman Rank Test. Sind die Ergebnisse als Boxplot
dargestellt, so entspricht die waagerechte Linie innerhalb des Rechtecks bzw. der Box dem Median der
jeweiligen Variablen. Die unteren und oberen Begrenzungen der Box repridsentieren die 25. bzw. 75.
Perzentile. Entsprechend liegen 50% aller Messwerte innerhalb des Rechtecks und 50% aufBerhalb.
Die auBlerhalb der Box vertikal angeordneten Spannweitenlinien (Whisker) markieren die 5. und 95.
Perzentile. Ausreifler (°) liegen mehr als 1,5fach auerhalb der Box, Extremwerte (*) mehr als drei-

fach. Im Sdulendiagramm sind Mittelwert und Standardfehler dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Analytik

3.1.1 Identifizierung der Tabakalkaloide Cotinin, Myosmin und Nicotin

Die Identifizierung der Tabakalkaloide mittels GC-MS Trio 1000 im EI'-Modus wurde bereits in der
Dissertation von Schiitte-Borkovec [212] beschrieben. An dieser Stelle soll nur eine kurze Ubersicht

iiber die Fragmentierungsmuster der drei Tabakalkaloide gegeben werden.

3.1.1.1 Fragmentierung von Cotinin

Die Abb. 3—1 zeigt die Hauptfragmente nach lonisierung durch Elektronenbeschuss von Cotinin mit

den Massen 98, 119, 118 und 147. Der Molekiilpeak von Cotinin ist m/z 176.

a
N
|
CH,
Cotinin
m/z =176
- CH;N - C,H,N
L
l (0]
CH,
m/z = 147 m/z =98
-CO -HCO
‘ N
N
m/z =119 m/z=118

Abb. 3-1 Hauptfragmente von Cotinin

3.1.1.2 Fragmentierung von Myosmin

Durch Elektronenbeschuss zerfillt Myosmin in die Hauptfragmente m/z 146, 145 und 118 [214], was
sich dementsprechend im Spektrum von Myosmin widerspiegelt (Abb. 3-2).
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Abb. 3-2 Fragmentierungsmuster von Myosmin

In der ersten massenspektrometrischen Analyse ermittelte Duffield [215] 1965 fiir Myosmin die
Massenfragmente m/z 145 und m/z 118 neben dem Basispeaks mit m/z 146. Weniger als zehn Jahre
spater wurde dann das Myosmin zum ersten Mal von Brown und Ahmad [216] im Tabakrauchkonden-
sat gaschromatographisch nachgewiesen. Mittels Massenspektrometrie konnte dariiber hinaus bewie-

sen werden, dass es sich hierbei wirklich um Myosmin handelte.

3.1.1.3 Fragmentierung von Nicotin

Das Fragment des Molekiilions weist die Masse 162 auf. Das Hauptfragment des Nicotins hat ein
Masse-Ladungs-Verhiltnis von 84. Weitere Fragmente von Nicotin werden auf den Massen 119 und

133 beobachtet (Abb. 3-3).
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Abb. 3-3 Fragmentierung von Nicotin
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3.1.2 Validierung der Methode zur Bestimmung der Tabakalkaloide in Speichel,
Plasma und Zehennéageln

Die zu Grunde liegende Validierung ist in der Dissertationsschrift von Schiitte-Borkovec [212] aus-

fiihrlich dargestellt. Die Wiederfindungsraten, Nachweis- und die Bestimmungsgrenzen sind in Tab.

3—1 und Tab. 3-2 wiedergegeben.

Die Validierung wurde fiir die Speichel-/Plasmaproben mit Kélberserum, fiir die Zehennagelproben
mit synthetisch hergestelltem Keratin durchgefiihrt. Es wurden die Tages-, Wochen- und die Mess-
prizision bestimmt. Die Linearitdt wurde mit Hilfe des BestimmtheitsmaB r* berechnet, gleichzeitig
konnte durch Vergleich der gemessenen Reihe mit der aufgearbeiteten Verdiinnung die Wiederfindung

bestimmt werden. Die Bestimmtheitsmafle lagen zwischen 0,97-0,99.

Tab.3-1 Nachweisgrenze, Bestimmungsgrenze [ng/mL] und Wiederfindungsrate (%) von
Cotinin und Myosmin in Speichel und Plasma

Analyt Nachweisgrenze (LOD) Bestimmungsgrenze (LOQ)  Wiederfindung (%)
Cotinin 0,05 0,16

D3-Cotinin 91=£12
Myosmin 0,0012 0,0036

D4-Myosmin 93+10

Tab.3-2 Nachweisgrenze, Bestimmungsgrenze [ng/mL] und Wiederfindungsrate (%) von
Cotinin, Myosmin und Nicotin in Zehennégeln

Analyt Nachweisgrenze (LOD)  Bestimmungsgrenze (LOQ) Wiederfindung (%)
Cotinin 35 107

D3-Cotinin 97+7
Myosmin 10 30

D4-Myosmin 102+4
Nicotin 21 62

D3-Nicotin 98+11

3.1.3 Identifizierung von HPB

Um einen Uberblick iiber die Fragmentierung des derivatisierten HPB durch negativ chemische
Ionisation zu erhalten, wurde ein Spektrum im Scan Modus aufgenommen. Dazu werden {iber die
gesamte Dauer der Elution in kurzen, regelmafiigen Abstdnden (0,5 bis 1 sec) Spektren registriert. Der
Massenbereich wurde von 100 bis 400 Dalton eingestellt, in dem alle Fragmentionen registriert wer-
den konnten. Das Aufnehmen hoherer Massenbereiche ist nur in Ausnahmefillen sinnvoll, weil

groBBere Molekiile sehr langsam {iber die Trennsdule wandern. Das Scannen von niedrigen Massen mit
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Hilfe von Sektorfeldgeriten bereitet ebenfalls Schwierigkeiten, weil es unverhdltnisméBig viel Zeit in

Anspruch nimmt (exponentieller Scan, 0,5 sec pro Massendekade).

Eine Derivatisierung des HPB mit halogeniertem Pentafluorobenzoylchlorid (PFBC) wurde vorge-
nommen, um die Elektronendichte und Fliichtigkeit der Verbindung zu erhéhen. Ebenso wurde der zu-
gehorige Standard D4-HPB behandelt (Abb. 2—1). Fiir die Ermittlung der Fragmente der Ketoalkohole
wurden je 200 pg Substanz/ul. verwendet. Die ermittelten Fragmente sind mit der Struktur von HPB
vereinbar (Abb. 3—4).Bei dem Fragment m/z 359,0581 handelt es sich um das Molekiilion M des deri-
vatisierten HPB (Mr=359,0581). Das Fragment m/z 167 stammt aus dem Derivatisierungsreagenz.

Unter Zuhilfenahme der Retentionszeiten von DO-HPB und D4-HPB konnte die Identifizierung der
Fragmente zusitzlich abgesichert werden. Die deuterierte Standardlosung erscheint im SIM mit einer

geringen zeitlichen Versetzung.
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Abb. 3-4 Massenspektrum eines derivatisierten HPB-Standards (200 pg/pL) mit den charakte-
ristischen Zerfallsfragmenten

3.1.4 Validierung der Methode zur Bestimmung HPB-freisetzender DNA-Addukten
3.1.4.1 Kalibrierkurven und Nachweisgrenzen

Die Kalibrierkurve im erwarteten Arbeitsbereich von 20 - 1000 pmol/mg DNA erreichte einen Korre-

lationskoeffizienten von r* >0,99 (Tab. 3-5).

Fiir die Ermittlung der Nachweisgrenze (LOD) diente die DIN 32645. Es wurde der Bereich 20 -
200 pmol/mg DNA untersucht. Die errechnete Kalibrierkurve zeigte ebenfalls eine hohe Linearitit
von 1’ >0,98. Die Nachweisgrenze der Standardabweichung der Kurve betrug 92,28 fmol/mg DNA
entsprechend 0,76 pg (4,6 fmol) freigesetztes HPB nach der sauren Hydrolyse (Tab. 3-3).
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Die Derivatisierung fiihrt zur Entstehung von Artefakten, die im Bereich der Nachweisgrenze der
Blindwerte aufzufinden sind. Die Analyse von 8 Blindwerten (ohne gespiktes HPB) zeigte einen
Abweichungskoeftizienten von 23%. Diese Abweichung hat einen geringeren Einfluss als die Stan-
dardabweichung. Daher wurde die Bestimmungsgrenze (LOQ) als die dreifache LOD ermittelt, also
276,84 fmol/mg DNA entsprechend 2,29 pg (14,9 fmol) freigesetztes HPB nach saurer Hydrolyse. In
Proben der Lachssperma-DNA konnte keine signifikante Erhdhung der Blindwerte festgestellt werden

als im reinen ,,Elution Buffer D*.

Tab.3-3 Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze des freien HPB und des HPB-Addukts

freies HPB HPB-Addukt
[pg] [pg/mg DNA] [fmol/mg DNA]
Nachweisgrenze (LOD) 0,76 15,24 92,28
Bestimmungsgrenze (LOQ) 2,29 45,73 276,84
Linearitit (1*) 0,98

Tab.3-4 Blindwert und Wiederfindungsrate des HPB-Addukts

Blindwert [Fliche x 10°] 1,60+0,41
Variationskoeftizient [%] 23,75
Wiederfindung [%] 45+15

3.1.4.2 Prazision und Genauigkeit

Die Tages- und die Wochenprizision wurden mit je 6 Aliquoten der DNA aus Leber einer Wistar-
Ratten bestimmt. Es wurde ein Variationskoeffizient von 2,68% bei der Tagesprizision ermittelt und

3,05% bei der Wochenprizision (Tab. 3-5).

Tab.3-5 Maximaler Arbeitsbereich und Prizision der Bestimmung des HPB-Addukts

[pg/mg DNA] [fmol/mg DNA]
max. Arbeitsbereich 20 - 1000 121 - 6053
Linearitt (r°) 0,99
Tagesprazision 97,95+2,62 592,94+15,89
Variationskoeffizient (%) 2,68
Wochenprézision 102,41+£3,12 619,95+18,90
Variationskoeffizient (%) 3,05

3.1.4.3 Wiederfindung

Die durchschnittliche Wiederfindungsrate fiir den Internen Standard betrug (45+15%) (Tab. 3—4).
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3.2 Tierstudien

Die Zielsetzungen der Tierstudien waren zum Einen die Bestimmung einer Dosis-Wirkungs-Bezie-
hung fiir das Ausmal} der DNA-Schéidigung in den Zielorganen Leber und Lunge, ausgeldst durch die
Gabe von NNK und ihre Modulation durch Ethanol und zum Anderen eine Beurteilung der protek-
tiven Effekte ausgewdhlter antioxidativer Substanzen auf die Entstehung der DNA-Addukte. Dazu

wurden 3 Versuchsreihen mit ménnlichen Wistar-Ratten eingesetzt.

3.2.1 Vorversuch zur Dosisfindung fir die NNK-Belastung

Der Vorversuch diente der Bestimmung der benotigten NNK-Menge fiir eine ausreichende Entstehung
von HPB-freisetzenden DNA-Addukten in den Organen Leber und Lunge. Dazu erhielten die Ratten
NNK iiber 2-4 Wochen iiber das Trinkwasser in Konzentrationen von 1, 3 und 5 ppm (Tab. 2-1). Zur
Bestimmung der NNK-Dosis wurde zweimal wochentlich die aufgenommene Trinkwassermenge
ermittelt. Ab der 2. Behandlungswoche tranken die Ratten, welche die hochste NNK-Dosis bekamen,
durchgehend signifikant weniger als die Kontrolltiere (Tab. 3-6). Die niedrigeren NNK-Gaben fiihrten

ebenfalls zu einer tendenziell geringeren Wasseraufnahme, jedoch nur in der 2. und 3. Woche.

Tab.3-6 Tigliche Wasseraufnahme der Wistar-Ratten [ml]; MW=SD, n=4

Gruppe 1. Woche 2. Woche 3. Woche 4. Woche
1 ppm NNK 45,8+1,5 38,5+3,3 38,2+3,0 46,3+0,1
3 ppm NNK 45,842,5 42,6+4,8 38,8+5,0 51,1+1,6
5 ppm NNK 43,94+4,6 33,3+£2,2% 37,0+1,4* 43,1+0,2*
Kontrolle 42,2479 44,1+0,3 43,9+1,2 48,3+4,6

* statistische Signifikanz (p<0,05) im Vergleich zur Kontrollgruppe (one-way ANOVA)
Aus den Mittelwerten fiir Wasserverzehr und Korpergewicht errechnen sich folgende NNK-Dosen:

45 ml 1 ppm NNK/Ratte (331 g) = 0,13 mg NNK/kg KG
39 ml 3 ppm NNK/Ratte (324 g) =~ 0,36 mg NNK/kg KG
45 ml 5 ppm NNK/Ratte (330 g) = 0,68 mg NNK/kg KG.

Tab.3-7 Tigliche Futteraufnahme der Wistar-Ratten [g]; MW=SD, n=4

Gruppe 1. Woche 2. Woche 3. Woche 4. Woche
1 ppm NNK 23,0+1,3 20,9+2,1 20,3+1,6 22,7429
3 ppm NNK 23,7+1,1 25,5433 19,943,1 24,9441
5 ppm NNK 22,8+1,3 24,8439 20,114 24,8+3,9

Kontrolle 21,5+4,2 24,4+1,3 21,724 22,8+0,2
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In der Aufnahmemenge des Futters traten zwischen der Kontrollgruppe und den mit NNK behandelten
Gruppen keine Unterschiede auf (Tab. 3—7). Auch in der Zunahme des Korpergewichtes wurden keine

statistisch signifikanten Unterschiede festgestellt (Tab. 3—8).

Tab. 3-8 Korpergewichte der Wistar-Ratten [g]; MW=SD, n=4

Gruppe Tag 0 1. Woche 2. Woche 3. Woche 4. Woche
1 ppm NNK 28348 293+17 314+20 34447 35348

3 ppm NNK 29548 304+11 329+12 347120 37948

5 ppm NNK 285+10 29949 320+13 345+16 373£9
Kontrolle 288+13 298+4 332+14 35446 376+13

Die Bestimmung der HPB-freisetzenden DNA-Addukte von Leber und Lunge erfolgte am GC-MS-
System 1, das mit einem Quadrupol ausgestattet ist. Ein Chromatogramm von Lebergewebe einer iiber

4 Wochen mit 5 ppm NNK behandelten Ratte ist beispielhaft in Abb. 3—5 gezeigt.

100 7 m/z = 363,0

- D4-HPB
% —

10 N

100

15.60 15.80 16.00 16.20 16.40 16.60 16.80 17.00
Retentionszeit (min)

Abb. 3-5 Chromatogramme des Analyten (m/z = 359,0) und des Internen Standards D4-HPB
(m/z = 363,0) von Lebergewebe einer 4 Wochen mit 5 ppm NNK behandelten Ratte
Die Abb. 3-6 zeigt die Ergebnisse fiir die NNK-behandelten Ratten. Jede Gruppe bestand aus 4 Tie-
ren. In den unbehandelten Kontrollgruppen konnten weder im Leber- noch im Lungengewebe DNA-
Addukte nachgewiesen werden. Es zeigte sich keine Dosisabhingigkeit. Weder die zunehmende
Dauer der Behandlung noch die Erh6hung der NNK-Dosis fiihrte zu einem konsistenten Anstieg der
HPB-freisetzenden DNA-Addukte. Auch die Unterschiede zwischen Leber und Lunge zeigen kein

eindeutiges Muster. Diese Ergebnisse lieBen Zweifel an der Zuordnung der isolierten DNA-Proben zu
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den jeweiligen Gruppen aufkommen. Als Konsequenz daraus wurden uns fiir die weiteren Tierstudien
Teile der Organe fiir die DNA-Isolierung zur Verfligung gestellt. Aufgrund der vorliegenden Daten
und den Ergebnissen zur Genotoxizitit wurde eine vierwdchige Behandlung mit 1 und 5 ppm NNK im

Trinkwasser fiir die nachfolgenden Studien festgelegt.
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Abb. 3—6 HPB-Addukte aus Leber- und Lungengewebe von Wistar-Ratten des Vorversuches.
Dargestellt sind die unterschiedlichen Dosen NNK (1-5 ppm) in Abhéingigkeit von
der Dauer der Anwendung (2-4 Wochen); MW=SE, n=4

3.2.2 Interaktion von NNK und Ethanol im Tierversuch

In dieser Studie wurde der Einfluss einer zusétzlichen Alkoholgabe auf die Bildung von HPB-freiset-
zenden DNA-Addukten durch NNK untersucht. Dazu wurde den Gruppen von je 9 Ratten iiber vier
Wochen Trinkwasser mit 1 ppm bzw. 5 ppm NNK allein oder zusétzlich mit 10% Ethanol verabreicht
(Tab. 3-9). Zur Kontrolle bekamen die Ratten entweder reines Trinkwasser oder Trinkwasser mit 10%

Ethanol. Alle Tiere bekamen Futter (AIN-93) und Wasser ad libitum (Tab. 2-2).

Nachdem die Ratten teilweise zu dritt oder zu zweit je Kifig gehalten wurden, sind keine individuellen
Angaben zum Futterverzehr und der Wasseraufnahme vorhanden. Deshalb werden in den Tabellen 3-9
und 3-10 nur die Mittelwerte aus den zweimal pro Woche erhobenen Daten dargestellt und auf eine

statistische Auswertung verzichtet.
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Tab.3-9 Tigliche Wasseraufnahme [ml]; Mittelwerte von 9 Ratten

Nr. Gruppe 1. Woche 2. Woche 3. Woche 4. Woche
I Kontrolle 37,9 34,5 37,5 36,1
11 1 ppm NNK 36,9 34,5 37,4 36,0
I 5 ppm NNK 34,0 34,4 37,3 35,8
v 10% EtOH 19,7 21,7 26,1 26,4
\% 10% EtOH + 1 ppm NNK 19,3 25,0 26,8 27,6
VI 10% EtOH + 5 ppm NNK 20,7 22,2 24,0 24,5

Die durchschnittlichen téglichen Aufnahmemengen von NNK berechnen sich, basierend auf dem

Wasserverzehr und den Korpergewichten, wie folgt:

Gruppe 1I: 36 ml 1 ppm NNK/Ratte (320 g) ~ 0,11 mg NNK/kg KG
Gruppe III: 35 ml 5 ppm NNK/Ratte (322 g) = 0,56 mg NNK/kg KG
Gruppe V: 25 ml 1 ppm NNK/Ratte (330 g) = 0,076 mg NNK/kg KG
Gruppe VI: 23 ml 5 ppm NNK/Ratte (325 g) = 0,35 mg NNK/kg KG.

Tab. 3-10 Tigliche Futteraufnahme [g]; Mittelwerte von 9 Ratten

Nr. Gruppe 1. Woche 2. Woche 3. Woche 4. Woche
| Kontrolle 20,8 21,5 22,4 223
11 1 ppm NNK 21,6 21,3 23,0 22,5
I 5 ppm NNK 20,7 21,3 22,9 22,8
v 10% EtOH 17,3 15,3 17,2 17,2
A% 10% EtOH + 1 ppm NNK 13,9 15,0 16,5 16,2
VI 10% EtOH + 5 ppm NNK 15,5 14,5 16,7 17,1

Tab. 3-11 Korpergewicht der Wistar-Ratten [g]; MW=£SD, n=9

Gruppe Tag 0 1. Woche 2. Woche 3. Woche 4. Woche
Kontrolle 300+7 318+7 330+8 283+9 347+9

1 ppm NNK 299+7 317+11 283+8 329+15 344149

5 ppm NNK 30148 32049 314420 333+13 344+13
10 % EtOH 31346 321+8 329+12 343=+13 36114
10 % EtOH/ 302+8 335+10 320+13 348+14 359+14

1 ppm NNK

10 % EtOH/ 324+10 309+12 332+14 333+6 34618

5 ppm NNK
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Wihrend NNK den Wasserverzehr nicht beeinflusste, erniedrigte der Ethanolzusatz bei allen Gruppen
die Aufnahmemenge in der ersten Woche auf die Hélfte. Im weiteren Versuchsverlauf nahm der
Wasserverzehr etwas zu und erreichte im Vergleich zu den Kontrollen etwa zwei Drittel bis drei

Viertel (Tab. 3-9).

Auch die Futteraufnahme war in den Ethanol-behandelten Ratten auf drei Viertel der Kontrollwerte
erniedrigt. Die NNK-Behandlung hatte keinen Einfluss auf den Futterverzehr (Tab. 3—10). Bei den
Korpergewichten waren keine behandlungsbedingten Unterschiede feststellbar (Tab. 3—11),

Tab. 3-12 Isolierung der DNA aus Leber und Lunge von Wistar-Ratten (MW=SD, n=54)

DNA-

Einwaage . DNA-Gehalt DNA-Gehalt
[mg] Konzentration [mg] [% der Einwaage]
[mg/mL]
Leber 168,1+22,6 0,889+0,335 0,445+0,167 0,261+0,092
Lunge 153,9+30,8 0,943+0,500 0,471+0,250 0,305+0,148

Nach Isolierung der DNA aus den Leber- und Lungenproben (Tab. 3—12 wurden die Konzentrationen
der HPB abspaltenden Addukte mit dem GC-MS-System 1 bestimmt. In den Organen der Kontroll-
gruppe und der reinen Ethanol-Gruppe konnten keine HPB-Addukte nachgewiesen werden (Tab. 3—
13). In den NNK-behandelten Gruppen hatte das Lungengewebe etwa 2fach hohere Adduktlevel als
das Lebergewebe. Die Sfach hohere Dosis an NNK fiihrte in beiden Organen nur zu einer Verdopp-
lung der DNA-Addukte. In einfacher Ndherung konnen die Werte einer Séttigungskurve der Formel

C max x Dosis

k + Dosis

3—1: C|[fmol/mgDNA| =
angepasst werden (Abb. 3-7).

Tab. 3-13 HPB-freisetzende Addukte in Leber und Lunge von Wistar-Ratten aus der Inter-
aktionsstudie [fmol HPB/mg DNA|; MW=SD, n=9; die in Klammern gesetzten Werte
bei den EtOH-Gruppen sind auf die Dosis korrigiert

Signifikanzen*: p<

Gruppe Leber Lunge

Le/Lu 1/5 ppm NNK/NNK+EtOH
Kontrolle n.d. n.d.
1 ppm NNK 802+420  1561+397 0,01
5 ppm NNK 14194399  2915+617 0,001 Le: 0,01

Lu: 0,001

10% EtOH n.d. n.d.
10% EtOH + 531£164 17294552 0,001 Le: n.s. (0,06)
1 ppm NNK (610£189) (2085+666) Lu: n.s.
10% EtOH + 791£191  3052+176 0,001 Le: 0,01 Le: 0,001
5 ppm NNK (834+£201) (3317+191) Lu: 0,001 Lu: n.s. (0.08)

*Die Vergleiche zwischen Lunge und Leber wurden mit dem gepaarten, alle anderen Vergleiche mit dem unge-
paarten 2-seitigen t-Test berechnet. Fiir die EtOH-Gruppen wurden die korrigierten Daten herangezogen.
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Abb. 3-7 HPB-freisetzende DNA-Addukte in Leber und Lunge der Wistar-Ratten aus der
Interaktionsstudie zwischen NNK und Ethanol; MW=SE, n=9; die Kurvenanpassung
erfolgte mit der Gleichung 3-1

Der Zusatz von 10%-igem Ethanol reduzierte die Wasseraufnahme und damit die aufgenommene
NNK-Menge. Dies muss bei der Bewertung der Anderungen der Adduktlevel in Leber und Lunge
beriicksichtigt werden. Die Abb. 3—7 zeigt, dass durch Ethanol die HPB-freisetzenden Addukte in der
Leber deutlich reduziert werden, sich dagegen in der Lunge erhdhen. Die Unterschiede in den
Adduktleveln von Leber und Lunge steigen dadurch bei der NNK-Belastung mit 1 und 5 ppm auf das
drei- bis vierfache an (Tab. 3—13). Gleichzeitig nimmt die Dosisabhingigkeit vor allem in der Leber
deutlich ab. Die fiinffach hohere NNK-Dosis fiihrt in der Leber nicht mehr zu einer Verdopplung der
HPB-Addukte, sondern nur noch zu einer 1,5fachen Erhéhung. Alle Unterschiede zwischen den bei-
den Organen und hinsichtlich der Dosisabhingigkeit erreichen Signifikanzniveau. Auch nach Ethanol-
behandlung lasst sich der dosisabhéngige Anstieg der Adduktkonzentrationen bei Leber und Lunge der
in Formel 3-1 gezeigten Sattigungskurve anpassen (Abb. 3—7). Mit Hilfe dieser Kurve wurden die
Adduktlevel geschitzt, die sich in Leber und Lunge bei der NNK-Dosis der Tiere ohne Ethanolbelas-
tung ergeben hitten. Der statistische Vergleich ergibt nur bei der hohen Dosis (5 ppm = 0,56 mg/kg
KG) in der Leber einen signifikanten Unterschied. Bei der niedrigen Dosis (1 ppm = 0,11 mg/kg KG)
wird bei der Leber das Signifikanzniveau knapp verpasst. Die Unterschiede bei der Lunge sind nicht

signifikant.
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3.2.3 Chemopraventionsstudie: Einfluss von Antioxidantien auf die DNA-
Adduktbildung durch NNK und ihre Modulation durch Ethanol

In dieser Studie sollte der Einfluss antioxidativer Substanzen auf die Schidigung der DNA in Leber-
und Lungengewebe durch NNK bzw. durch die gemeinsame Gabe von NNK und Ethanol erforscht
werden. Insgesamt kamen 13 Gruppen zu je 9 Tieren zum Einsatz. Die in anderen Chemopréiventions-
studien bereits getesteten Substanzen Ellagsdure (EA; 7 g/kg Futter; Gruppen I1I/VII/XI), Chlorophyl-
lin (CP; 3 g/kg, IV/VIII/XII) und Vitamin E (VE; 10 g/kg, V/IX/XIII) wurden Wistar-Ratten iiber
5 Wochen mit dem Futter verabreicht. Eine Woche nach Beginn der Behandlung erhielten die Ratten
in den restlichen 4 Wochen 5 ppm NNK (II-V und X-XIII) und/oder 10% Ethanol (Et; VI-XIII) im
Trinkwasser. Zusétzlich wurde die Analytik auf das empfindlichere GC-MS-System 3 umgestellt.

Die Ratten wurden jeweils zu zweit in den Kéfigen gehalten, es gibt keine individuellen Angaben zu
Futterverzehr und Wasserverbrauch. Deshalb werden nur die Mittelwerte aus den zweimal pro Woche

erhobenen Daten dargestellt und auf eine statistische Auswertung verzichtet.

Wiéhrend NNK und die Chemopréiventiva den Wasserverzehr nicht beeinflussten, erniedrigte der
Zusatz von 10% Ethanol zum Trinkwasser bei allen Gruppen die Aufnahmemenge in der ersten
Woche im Mittel auf 75% der Kontrolle und im weiteren Versuchsverlauf noch zunehmend bis auf

durchschnittlich 63% der Kontrolle in den beiden letzten Behandlungswochen (Tab. 3—14).

Die NNK-Behandlung hatte auch keinen Einfluss auf den Futterverzehr (Tab. 3—15). Ethanol vermin-
derte die Futteraufnahme um 10-30%, wobei der Effekt in der ersten Versuchswoche durch die

Chemopreventiva noch abgeschwiécht bis aufgehoben war.

Tab. 3-14 Tigliche Wasseraufnahme [ml]; Mittelwerte von 9 Ratten.

NE. Gruppe Versuchswoche
-2 -1 1 2 3 4

I Kontrolle 41,2 33,8 28,9 30,0 34,1 33,3
I NNK 41,4 32,1 32,7 30,9 30,2 32,4
11} NNK+EA 429 31,6 27,8 28,8 27,5 27,8
v NNK-+CP 44,6 31,7 32,1 31,1 30,4 30,0
\Y% NNK+VE 39,3 30,7 32,8 28,5 28,3 29,1
VI Et 40,7 34,7 21,1 21,9 20,9 19,7
VII  Et+EA 41,3 36,9 20,5 23,8 24,2 22,8
VIIT Et+CP 43,9 32,9 223 19,6 20,8 20,2
IX Et+VE 40,8 33,4 23,6 19,1 19,8 20,6
X NNK-+Et 39,4 36,3 18,6 19,3 20,5 22,4
XI NNK+Et+EA 38,8 32,7 21,8 22,0 21,3 21,1
XIT  NNK+Et+CP 43,6 28,3 22,2 21,5 22,1 20,2

XIII NNK+Et++VE 40,3 29,4 243 19,9 20,4 20,3
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Die durchschnittlichen tdglichen Aufnahmemengen von NNK berechnen sich, basierend auf dem

Wasserverzehr und den Korpergewichten, wie folgt:

Gruppe 1I: 32 ml 5 ppm NNK/Ratte (342 g) ~ 0,46 mg NNK/kg KG
Gruppe III: 28 ml 5 ppm NNK/Ratte (315 g) = 0,44 mg NNK/kg KG
Gruppe IV: 31 ml 5 ppm NNK/Ratte (343 g) = 0,45 mg NNK/kg KG
Gruppe V: 30 ml 5 ppm NNK/Ratte (362 g) ~ 0,41 mg NNK/kg KG
Gruppe X: 20 ml 5 ppm NNK/Ratte (325 g) = 0,31 mg NNK/kg KG
Gruppe XI: 22 ml 5 ppm NNK/Ratte (360 g) = 0,30 mg NNK/kg KG
Gruppe XII: 22 ml 5 ppm NNK/Ratte (339 g) = 0,32 mg NNK/kg KG
Gruppe XIII: 21 ml 5 ppm NNK/Ratte (359 g) = 0,30 mg NNK/kg KG

Tab. 3-15 Tigliche Futteraufnahme [g]; Mittelwerte von 9 Ratten.

NF. Gruppe Versuchswoche
-2 -1 1 2 3 4

I Kontrolle 21,7 20,6 18,5 19,7 18,7 17,8
11 NNK 22,7 22,0 19,0 20,1 18,9 18,2
11 NNK+EA 20,8 20,6 17,4 19,3 17,3 16,8
v NNK+CP 19,6 21,3 20,9 19,5 18,4 18,6
A\ NNK+VE 20,2 21,8 21,8 18,5 17,8 17,4
VI Et 22,3 21,3 14,9 15,6 14,4 14,5
VIl Et+EA 22,5 21,9 16,7 16,1 16,2 15,0
vl  Et+CP 20,9 19,3 18,8 16,0 14,4 13,9
IX Et+VE 19,8 18,8 18,4 16,0 15,1 15,0
X NNK+Et 23,7 22,9 14,1 14,4 13,3 13,9
XI NNK+Et+EA 23,9 21,5 17,1 18,0 15,1 14,6
XII  NNK+Et+CP 20,6 19,8 18,8 15,0 14,7 13,9
XIII NNK+Et+VE 22,0 18,8 17,9 14,6 14,7 14,7

Die Ratten der Gruppen IV, VIII und XII wurden eine Woche, jene der Gruppen V, IX und XIII zehn
Tage spéter in den Versuch genommen als die restlichen Gruppen. Wegen der hoheren Anfangs-
gewichte in diesen Gruppen wird auf einen statistischen Vergleich der Korpergewichte verzichtet und
es werden nur die Korpergewichtszunahmen ausgewertet (Abb. 3—8; Tab. 3—16). Hier zeigt sich kein
Effekt durch NNK, jedoch eine Abnahme um 11% durch Ethanol und um 21% durch die gemeinsame
Gabe von Ethanol und NNK. Die Einschrinkung der Gewichtszunahme durch Ethanol allein und
Ethanol + NNK wurde durch Ellagsdure weitgehend aufgehoben, aber durch Chlorophyllin (-35% und
-26%) und Vitamin E (-23% und -24%) noch verstirkt. Im Gruppenvergleich mit dem Tukey-Test
nach einseitiger ANOVA erreichte nur die Abnahme durch die Fiitterung mit Chlorophyllin bei gleich-
zeitiger Ethanolgabe statistische Signifikanz gegeniiber der Kontrolle (p<0,05).
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Tab. 3-16 Korpergewichtszunahme [g];
MW=SD, n=9
Nr. Gruppe Zunahme
| Kontrolle 1334£20
II NNK 140+24
I NNK+EA 12117
v NNK+CP 128427
A% NNK+VE 122420
. V1 Et 118+36
= 1407 vl Et+EA 12829
g 120 VIII Et+CP 88+31%*
£ 001 X Et+VE 10344
N ]
% 80 ] X NNK+Et 106427
s XI NNK+Et+EA 136426
& 607 XII NNKA+Et+CP 98+18
-% 40- XITT NNK+Et+VE 1014£22
§ 20_: *statistische Signifikanz (p<0,05) im Vergleich
x 0- zur Kontrollgruppe (one-way ANOVA)

Versuchstag

Abb. 3-8 Korpergewichtszunahme im Chemopriventionsversuch, MW=SE, n=9; die Pfeile
nach unten: Umstellung des Futters auf Ellagsiure (EA; III/VII/XI), Chlorophyllin
(CP; IV/VIII/XII) oder Vitamin E (VE; V/IX/XIII); Pfeile nach oben: Trinkwasser-
zugabe von 5 ppm NNK (II-V/X-XIII) und/oder 10% Ethanol (Et; VI-XIII)
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Aufgrund der hoheren Nachweisempfindlichkeit des GC-MS-Systems 3 wurde eine Grundbelastung
mit HPB-freisetzenden DNA-Addukten bereits in der Kontrollgruppe nachgewiesen, die in der Lunge
etwa doppelt so hoch war wie in der Leber (Abb. 3-9; Tab. 3—17). Die Behandlung mit NNK fiihrte zu
einer signifikanten Erhéhung der DNA-Addukte in beiden Geweben, die Adduktlevel waren in der
Lunge 2,5fach hoher als in der Leber. Dagegen konnten in Leber und Lunge aller Ratten, die lediglich
mit Ethanol behandelt wurden, keine HPB-freisetzenden DNA-Addukte nachgewiesen werden.

Im Folgenden werden die Ergebnisse mit den NNK-behandelten Ratten dargestellt. Nachdem der Test
nach Shapiro-Wilk fiir die Ergebnisse aller Gruppen keine Signifikanz (p>0,05) ergab, d.h. Normal-
verteilung vorlag, konnte die einseitige ANOV A mit anschlieBendem Tukey's Test fiir multiple Mittel-
wertsvergleiche herangezogen werden. Die statistische Bewertung der Effekte der Testsubstanzen
erfolgte getrennt nach den Organen und den beiden Behandlungsarmen, NNK alleine oder NNK mit
Ethanol. Der direkte Vergleich der Adduktlevel in Leber und Lunge innerhalb einer Gruppe erfolgte

mit dem gepaarten zweiseitigen t-Test.

Tab. 3-17 HPB-Addukte [fmol/mg DNA] in Leber und Lunge von Wistar-Ratten, die 4 Wochen
5 ppm NNK im Trinkwasser und 5 Wochen 7 g/kg Ellagsiiure (EA), 3 g/kg Chloro-
phyllin (CP) oder 10 g/kg Vitamin E (VE) im Futter erhalten hatten; MW=+SD, n=9

Signifikanzen*: p<

Gruppe Leber Lunge
Le/Lu NNK/Ko NNK+/NNK
Kontrolle 154+80 305+71 0,01
NNK 6734213 16364231 0,0001 Le:
0,001
NNK + EA 526+176 15504340 0,0001 Le: Le: n.s.
0,001 Lu: n.s.
NNK + CP 398+96 1440+113% 0,0001 Le: Le: 0,01
0,001 Lu: n.s.
NNK + VE 449+75 1240+124 0,0001 Le: Le: 0,05
0,001 Lu: 0,01

Die Vergleiche zwischen Lunge und Leber wurden mit dem gepaarten t-Test, die Effekte der Testsubstanzen auf
die Addukte in Leber bzw. Lunge mit ANOVA und Tukey's Post-hoc Test berechnet, ¥ n=8

Im ersten Behandlungsarm mit NNK ohne Ethanolzusatz (Abb. 3-9; Tab. 3—17) .fiihrten alle 3 Che-
mopreventiva in beiden Organen zu tendenziell niedrigeren HPB-Addukten. Die Behandlung mit
Ellagséure fiihrte nur zu einer geringen Abnahme der Adduktlevel in Leber (-22%; n.s.), die Abnahme
in der Lunge (-5%; n.s.) entspricht der um ebenfalls 5% verringerten NNK-Aufnahme iiber das Trink-
wasser. Chlorophyllin hatte keinen Einfluss auf die NNK-Dosis und bewirkte eine deutliche Reduk-
tion in der Leber (-41%; p<0,01), in der Lunge (-12%; n.s.) war der Effekt geringer ausgeprigt. Die
Behandlung mit Vitamin E reduzierte zwar die NNK-Dosis am stirksten (-11%), die Abnahme der
DNA-Adduktlevel ging aber in Leber (-33%, p<0,05) und Lunge (-25%; p<0,01) deutlich dariiber

hinaus.
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Abb. 3-9 HPB-Addukte in Leber und Lunge von Wistar-Ratten, die 4 Wochen 5 ppm NNK im
Trinkwasser und S Wochen 7 g/kg Ellagsidure (EA), 3 g/kg Chlorophyllin (CP) oder
10 g/kg Vitamin E (VE) im Futter erhalten hatten; MW=+SE, n=9
Tab. 3-18 HPB-Addukte [fmol/mg DNA] in Leber und Lunge von Wistar-Ratten, die 4 Wochen
entweder nur 5 ppm NNK oder 5 ppm NNK + 10% Ethanol (Et) im Trinkwasser und
5 Wochen 7 g/kg Ellagsiure (EA), 3 g/kg Chlorophyllin (CP) oder 10 g/kg Vitamin E
(VE) im Futter erhalten hatten; MW=SD, n=9
Signifikanzen*: p<
Gruppe Leber Lunge
Le/Lu NNK+ET+/NNK+ET
Kontrolle 154+80 305471 0,01
NNK 673213 1636+231 0,0001
NNK-+Et 243+24 539+166 0,001
NNK+Et+EA 345482 814+126" 0,0001 Le: 0,01
Lu: 0,01
NNK+Et+CP 157+27" 1500+249 0,0001 Le: 0,05
Lu: 0,001
NNK+Et+VE 240+43 51665 0,0001 Le: n.s.
Lu: n.s.

* Die Vergleiche zwischen Lunge und Leber wurden mit dem gepaarten t-Test, die Effekte der Testsubstanzen
auf die Addukte in Leber bzw. Lunge mit ANOVA und Tukey's Post-hoc Test berechnet, F n=7; * n=8
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Der Zusatz von 10% Ethanol reduzierte die Trinkwasseraufnahme und damit auch die NNK-Dosis auf
zwei Drittel im Vergleich zu den nur mit NNK behandelten Ratten. Die Reduktion der HPB-Addukte
in Leber (-64%; p<0,001) und Lunge (-67%; p<0,001) ging jedoch weit liber das Maf} der Dosisreduk-
tion hinaus (Abb. 3—10; Tab. 3—18). Die statistische Auswertung der Effekte einer Behandlung mit den
Chemopreventiva wurde auf den Vergleich mit der Gruppe beschriankt, die ebenfalls 10% Ethanol zu
trinken bekam. Der Zusatz von Ellagsdure fiihrte in Leber (+42%; p<0,01) und Lunge (+51%; p<0,01)
zu einer statistisch signifikanten Erhohung der Adduktlevel. Die Chlorophyllinbehandlung reduzierte
die Adduktlevel in der Leber auf zwei Drittel des Kontrollwerts (p<0,05) erhdhte sie aber im Lungen-
gewebe hoch signifikant um das 2,8fache (p<0,0001). Vitamin E hatte in den Ethanol-belasteten
Tieren keinerlei Einfluss auf die HPB-Addukte.

1800+
Leber

1600+ @Lunge

1400+

1200+

1000+

800+

600+

Menge HPB [fmol/mg DNA]
=
|
&

400+

200- (n=7)

NNK NNK+Et  NNK+Et+EA NNK+Et+CP  NNK+Et+VE

Abb. 3-10 HPB-Addukte in Leber und Lunge von Wistar-Ratten, die 4 Wochen entweder nur
5 ppm NNK oder 5 ppm NNK + 10% Ethanol (Et) im Trinkwasser und 5 Wochen
7 g/kg Ellagsaure (EA), 3 g/kg Chlorophyllin (CP) oder 10 g/kg Vitamin E (VE) im
Futter erhalten hatten; MW=SE, n=9
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3.3 Ergebnisse der Humanstudie

Die vorliegende Studie diente der Untersuchung des Zusammenhangs zwischen dem Auftreten von
HPB-freisetzenden DNA-Addukten in der Mundschleimhaut und dem Konsum unterschiedlicher
Tabakwaren. Die Probanden lebten zum Zeitpunkt der Untersuchung im Umkreis von Miinchen, in
Helsingborg, Schweden und in Lodz, Polen. Alle fiir diese Studien durchgefiihrten Probenentnahmen

und Befragungen wurden von den jeweiligen Ethikkommissionen genehmigt.

Die Probanden wurden wihrend eines Zeitraumes von einem Jahr (09/2006 bis 09/2007) in die Studie
eingeschlossen. Vor der Probenentnahme wurden sie iiber den Zweck der Studie unterrichtet und mit
Hilfe eines Fragebogens (s. Anhang) zu den Themen soziodemographische Faktoren, Rauchstatus,
Ess- und Trinkgewohnheiten befragt. Sie erkldrten mit ihrer Unterschrift ihr Einverstindnis zur
Probennahme. Diese umfasste je 2 nicht invasiv gewonnene Proben der Mundschleimhaut der rechten
und linken Seite, eine Entnahme von Speichel, bei einem ausgewihlten Probandenpool die Abgabe

von Abschnitten der Zehennégel und bei den polnischen Rauchern eine Blutprobe.

3.3.1 Einteilung der Probanden

Die Studie umfasst 173 Probanden, darunter 27% Frauen (n=47) und 73% Mainner (n=126). Das
mittlere Alter der Probanden lag bei 40,9+15,0 Jahren in einem Altersbereich von 16 bis 85 Jahren
(Tab. 3-19).

Tab. 3—-19 Geschlechtsspezifische Altersverteilung der Probanden

Altersgruppe Frauen [%] @ Minner [%] & Gesamt [%] 93
16 —20a 2 43 2 1,6 4 23
21-30a 16 34,0 39 31,0 55 31,9
31-40a 11 23,4 24 19,0 35 20,2
41-50a 4 8,5 24 19,0 28 16,2
51-60a 10 21,3 24 19,0 34 19,6
61 —-70a 1 2,1 11 8,7 12 6.9
71-80a 1 2,1 2 1,6 3 1,7
81-90a 2 43 0 0 2 1,2
Insgesamt 47 100 126 100 173 100

Jeder Teilnehmer wurde entsprechend seinen Angaben zum Rauchverhalten als Nichtraucher, Raucher
oder als Konsument von Snus, Zigarren oder Zigarillo eingeordnet. Dieser Status wurde mit Hilfe der
Bestimmung von Cotinin im Speichel kontrolliert und gegebenenfalls korrigiert. Die Verteilung der

Geschlechter nach dem Konsumverhalten ist in Abb. 3—11 und Tab. 3-20 dargestellt.
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Abb. 3—11 Prozentuale Angabe des Rauchstatus in Abhéingigkeit vom Geschlecht

Tab. 3-20 Einteilung nach Geschlecht und Konsumverhalten von Tabakprodukten

Geschlecht NR Raucher Snus Zigarre Zigarillo Gesamt
weiblich 28 14 5 0 0 47
ménnlich 17 78 28 2 1 126
Zusammen 45 92 33 2 1 173

NR: Nichtraucher
62% der Probanden (n=107) gaben Informationen zu ihrem hochsten Schulabschluss und ihrer berufli-

chen Ausbildung an. Davon hatten 45% eine Lehrausbildung, 9% waren Abgénger einer Fachhoch-
schule (FH) und 46% Absolventen einer Universitit. Die Unterteilung nach Rauchstatus und Ausbil-

dung ist Tab. 3-21 zu entnehmen.

Tab. 3-21 Rauchstatus im Vergleich zur Ausbildung

Rauchstatus Lehre [%] FH [%] Uni [%] Gesamt
Nichtraucher 12 15 7 26 27 59 46
Raucher 11 44 3 12 11 44 25
Snus 24 73 0 0 9 27 33
Zigarre 1 50 0 0 1 50 2
Zigarillo 0 0 0 0 1 100 1
Insgesamt 48 45 10 9 49 46 107

FH: Fachhochschule



69

3.3.2 Bestimmung von Tabakalkaloiden in Speichel und Plasma

Insgesamt konnten Tabakalkaloide in Proben von 150 der 173 Probanden (85%) bestimmt werden.
Speichelproben wurden von 84 Probanden bereitgestellt, das entspricht 52% aller Studienteilnehmer.
Cotinin und Myosmin wurden in Proben von 32 Nichtrauchern (71%), 19 Rauchern (21%), 30 Benut-
zern von Snus (91%), 2 Zigarrenrauchern und dem Zigarilloraucher bestimmt. Plasmaproben wurden

von den 66 polnischen Rauchern auf Cotinin, Nicotin und Myosmin untersucht.

Die Messung der Cotininwerte in Speichel und Plasma dient der Uberpriifung des aktuellen Rauch-
status. In der Literatur findet man Grenzwerte fiir die Unterteilung zwischen Nichtrauchern und Rau-
chern, die bei 15 ng/ml Speichel oder Plasma liegen [217,218]. Der Cotininwert in den Speichelproben
der Nichtraucher lag unterhalb dieser Grenze. Bei 2 der 19 Raucher, die Speichelproben zur Verfii-
gung stellten war kein Cotinin bestimmbar. Sie wurden deshalb von weiteren Auswertungen ausge-
schlossen. Im Speichel aller anderen Raucher lagen die Cotininkonzentrationen iiber dem Grenzwert.
In Plasmaproben von 4 der 66 polnischen Raucher lag das Cotinin deutlich unterhalb des cut off-Werts
von 15 ng/ml. Nachdem die HPB-Addukte dieser Probanden alle im mittleren Konzentrationsbereich

der Raucher lagen, wurden sie in der Auswertung belassen.

Cotinin erreichte bei Rauchern 79fach héhere Konzentrationen im Speichel als bei Nichtrauchern
(85,56 vs. 1,08 ng/mL; p<0,001). Verwender von Snus weisen einen 1,4fach erhdhten Wert im Ver-
gleich zu Rauchern auf (117,9 vs. 85,56 ng/mL; p<0,05). Auch der Unterschied zwischen Benutzern
von Snus und Nichtrauchern ist hochsignifikant (p<0,001). Auffillig sind der sehr hohe Wert des
Zigarillorauchers mit 237 ng/mL und der niedrige Wert von einem der beiden Zigarrenraucher, der

unter dem Grenzwert fiir aktives Rauchen liegt. Die gesamten Werte sind in Abb. 3—12 dargestellt.

Myosmin konnte in allen Speichelproben qualitativ und quantitativ bestimmt werden (Abb. 3—13). Die
Konzentrationen lagen bei Rauchern 4fach hoher als bei Nichtrauchern (3,34 vs. 0,84 ng/mL; p<0,01),
bei Verwendern von Snus konnte eine 6fache Erh6hung gegeniiber Nichtrauchern festgestellt werden
(p<0,0001). Die Werte von Rauchern und Verwendern von Snus unterschieden sich nicht signifikant.
Der Zigarilloraucher hatte auch fiir das Myosmin eine relativ hohe Konzentration im Speichel

(11,7 ng/mL).

Betrachtet man die Ergebnisse mit allen Probanden, dann zeigt sich zwar eine hochsignifikante Kor-
relation zwischen den Konzentrationen von Myosmin und Cotinin (Abb. 3—14; p<0,0001), die jedoch
fiir Raucher alleine betrachtet sehr viel schwécher ausfillt (p<0,05), bei Verwendern von Snus keine

Signifikanz mehr erreicht (p=0,073) und bei Nichtrauchern (p=0,829) vollstandig fehlt (Abb. 3—15).

In allen Plasmaproben der Raucher aus Polen konnten Cotinin und Myosmin nachgewiesen werden,
die Nicotinkonzentration lag nur bei einem Probanden unterhalb der Nachweisgrenze (Tab. 3-22). Im
Spearman Rank Test ergeben sich hochsignifikante Korrelationen zwischen Cotinin und Nicotin
(p<0,0001) und zwischen Nicotin und Myosmin (p<0,0001). Auch zwischen Cotinin und Myosmin
besteht eine signifikante Korrelation (p<0,01).
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Mit der Anzahl gerauchter Zigaretten/Tag ergaben sich im Spearman Rank Test signifikante Korrela-

tionen fiir Cotinin (p<0,001), Nicotin (p<0,005) und Myosmin (p<0,005) im Plasma.

Tab. 3-22 Tabakalkaloide im Plasma von Rauchern aus Polen; MW=SD

Signifikanzen versus*, p<

Alkaloid n Konzentration (ng/ml)
Myosmin Nicotin
Myosmin 66 0,59+ 0,29
Nicotin 65 16,09+10,86 0,001
Cotinin 66 148,49+77,74 0,001 0,001

* Die Vergleiche wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test mit Dunn's Multiple Comparison Test berechnet
3.3.3 Konzentration von Myosmin, Nicotin und Cotinin in Zehenné&geln

Proben von Zehennégeln standen von 59 Probanden zur Verfiigung, das sind 34,1% des Probanden-
pools. Cotinin, Myosmin und Nicotin wurde bei 12 Nichtrauchern (27%), 14 Rauchern (15%), 31
Verwendern von Snus (94%) und den beiden Zigarrenrauchern bestimmt, ein Raucher wurde von der

Auswertung ausgeschlossen, weil kein Cotinin im Speichel nachweisbar war (Abb. 3—16).

Cotinin konnte in allen Zehennagelproben von Rauchern und Verwendern von Snus nachgewiesen
werden, aber nur bei einem Nichtraucher. Bei allen anderen Nichtrauchern lag die Cotininkonzentra-
tion unter dem LOD von 35 ng/g. Die Konzentrationen von Cotinin waren in den Zehennigeln der
Raucher durchschnittlich 16mal hoéher als bei Nichtrauchern (1321 ng/g vs. 83,6 ng/g; p<0,001), bei
Verwendern von Snus fast 30fach (2452 ng/g; p<0,0001). Auch der knapp 2fache Unterschied zwi-
schen Rauchern und Verwendern von Snus war signifikant (p<0,01). Die Werte der Zigarrenraucher

(235 und 2988 ng/g) lagen im Streubereich der Zigarettenraucher.

Nicotin konnte bei allen Rauchern und Verwendern von Snus nachgewiesen werden und auch bei 10
der 12 Nichtraucher. Raucher (1870 ng/g) hatten 9fach, Verwender von Snus (3774 ng/g) 18fach
hohere Belastungen als Nichtraucher (213 ng/g; p<0,0001). Der Unterschied zwischen Rauchern und
Snus-Benutzern erreichte kein Signifikanzniveau. In den Zehennigeln der beiden Zigarrenraucher

fand sich mit 284 und 1834 ng/g eine sehr unterschiedliche Nicotinbelastung.

Die Myosminkonzentrationen erreichten in den Zehennédgeln deutlich niedrigere Werte und sind im
Insert der Abb. 3—15 vergroBert dargestellt. Myosmin war bei allen Verwendern von Snus und bei 12
von 13 Rauchern nachweisbar, dagegen nur bei 4 von 12 Nichtrauchern. Bei dem Raucher und bei 7
Nichtrauchern lag die Myosminkonzentration noch oberhalb des LOD. Die Unterschiede zwischen
Nichtrauchern (22,1 ng/g) und Rauchern (67,9 ng/g) bzw. Verwendern von Snus (102,8 ng/g) waren
signifikant (p<0,01), aber in ihrem Ausmall (3fach bzw. 5fach) deutlich geringer als bei den beiden
anderen Tabakalkaloiden. Raucher und Verwender von Snus unterschieden sich nicht signifikant, bei
den Zigarrenrauchern lagen nur einer auf Hohe des LOQ (30 ng/g), der andere unterhalb des LOD. Es

ergaben sich hochsignifikante Korrelationen sowohl zwischen den Konzentrationen von Cotinin und
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Nicotin (Abb. 3-17), als auch zwischen der Nicotin- und Myosminkonzentration (Abb. 3—18) und

ebenso fiir die Cotinin- und Myosminkonzentration (Abb. 3—19).
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Abb. 3-16 Konzentrationen von Myosmin, Nicotin und Cotinin in Zehennagelproben von
Nichtrauchern (blau), Rauchern (grau) und Verwendern von Snus (rot); MW=SE
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Abb. 3-17 Korrelation von Cotinin und Nicotin in Zehenniigeln (die Linien zeigen die lineare
Korrelation, die Werte das Ergebnis des Spearman Rank Tests)
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Abb. 3-18 Korrelation von Myosmin und Nicotin in Zehennéigeln (die Linien zeigen die lineare
Korrelation, die Werte das Ergebnis des Spearman Rank Tests)
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Abb. 3-19 Korrelation von Myosmin und Cotinin in Zehenniigeln (die Linien zeigen die lineare
Korrelation, die Werte das Ergebnis des Spearman Rank Tests)

Es ergaben sich hochsignifikante Korrelationen sowohl zwischen den Konzentrationen von Cotinin
und Nicotin (Abb. 3—17), als auch zwischen der Nicotin- und Myosminkonzentration (Abb. 3—18) und

ebenso fiir die Cotinin- und Myosminkonzentration (Abb. 3—19).
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3.3.4 Bestimmung der HPB-freisetzenden DNA-Addukte

Es konnten alle 173 Probanden auf HPB-freisetzende DNA-Addukte untersucht werden, 171 wurden
nach Bestimmung des Cotinins ausgewertet (vgl. Kap. 3.3.2). Dazu wurde orale Mucosa der rechten
und linken Wangeninnenseite verwendet. Bei 32 der 33 Benutzer von Snus (97%) wurde zusétzlich
eine Probe aus dem Bereich entnommen, in den der Snus iiblicher Weise platziert wurde, meist zwi-

schen der oberen Lippe und dem Lippenbéndchen.

Die Abb. 3-20 zeigt beispielhaft Chromatogramme eines Blindwerts (Blank) und der Probe eines
Verwenders von Snus, welche mit Hilfe von GC/MS erstellt wurden. Im SIM-Modus wurden die
Massenspuren des Analyten (HPB, m/z = 359,058) und des dazu gehdrigen deuterierten Internen Stan-
dards (D4-HPB, m/z = 363,083) aufgenommen.
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Abb. 3-20 GC/MS Chromatogramme eines Leerwertes und eines Benutzers von Snus auf den
Massenspuren von HPB (m/z = 359,0581) und D4-HPB (m/z = 363,0828)
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Mit Hilfe des Internen Standards wurde fiir jede Probe der Gehalt an HPB berechnet. Nach Division
der HPB-Gehalte durch die DNA-Menge ergibt sich die Adduktkonzentration.

Von den insgesamt vermessenen 374 Proben (139 Doppel- und 32 Dreifachproben je Proband) lagen
nur 4 Proben von Nichtrauchern unterhalb der Nachweisgrenze von 15 pg/mg DNA und wurden daher
als nicht detektierbar (n.d.) gewertet. Bei den 90 Nichtraucherproben lagen 9 weitere Proben unterhalb
der Bestimmungsgrenze von 46 pg/mg DNA, aber iiber der Nachweisgrenze. 361 Proben lagen ober-
halb der Bestimmungsgrenze (97%). Nachdem in allen Untergruppen, Nichtrauchern, Rauchern und
Verwendern von Snus, keine Unterschiede in den mittleren Adduktbelastungen zwischen der rechten
und linken Seite bestand und bei den Verwendern von Snus auch an der Stelle der Platzierung des
Tabaks keine Erhohung der Adduktlevel zu verzeichnen war, wurden fiir jeden Proband der Mittelwert
aus den erhaltenen Proben der Mucosa errechnet und fiir die weitere statistische Auswertung verwen-
det. Bei den 4 Proben unterhalb der Nachweisgrenze waren jeweils in der Probe der kontralateralen
Seite die HPB-Addukte messbar. In diesem Fall wurde nicht gemittelt, sondern nur der gemessene

Wert der zweiten Seite verwendet.

Wegen der geringen DNA-Mengen in den einzelnen Mundschleimhautproben konnten keine Dop-
pelbestimmungen durchgefiihrt werden. Die Streuung der zwei Werte von der linken und rechten
Wangenseite bei den Nichtrauchern und Rauchern, sowie der 3 Werte bei den Verwendern von Snus
(Tab. 3-23) zeigen im Durchschnitt jedoch keine Abweichungen, die iiber das zu erwartende Mass bei

einer hochsensitiven Riickstandsanalytik hinausgehen.

Tab. 3-23 Prozentuale Abweichung vom Mittelwert der Konzentrationen der HPB-freisetzen-
den DNA-Addukte in den zwei bis drei Entnahmestellen der Mundschleimhaut

NR Raucher Snus Zigarre Zigarillo
Anzahl 41 90 33 2 1
MW=SD 25,6+£21,3 6,5+8,2 17,3£12,8 19,3 17,6
Min. 0,2 0,1 0,1 2,4
Max. 81,5 43,9 35,3 36,2

3.3.5 Auswertung der DNA-Addukte

Im Vordergrund der Auswertung stand die Abhidngigkeit der Adduktlevel vom Rauchverhalten.
Daneben wurde der Einfluss des Alters und Geschlechts untersucht. Hier lagen uns Daten von allen
Probanden vor. Fragebdgen mit Angaben zu Erndhrungs- und Trinkverhalten lagen dagegen nur von
105 Probanden (61%) vollstandig ausgefiillt. Es wurden auflerdem die Werte der 2 Zigarrenraucher

und des Zigarillorauchers aus der weiteren Auswertung genommen.



3.3.5.1 HPB-Addukte in Abhangigkeit von Rauchstatus, Alter und Geschlecht

7

Die mittlere Adduktkonzentration der Raucher lag mit 10,7 pmol HPB/mg DNA um das 5fache, die

Werte der Benutzer von Snus mit 17,6 pmol/mg um das 9fache iiber jenen der Nichtraucher (NR;

2,0 pmol/mg). Die Zigarrenraucher hatten mit 41,4 und 49,0 pmol/mg die hochsten Belastungen in der

Mundschleimhaut, der Zigarilloraucher lag mit 7,5 pmol/mg im Bereich der Raucher (Tab. 3—24 und
Abb. 3-21).

Tab. 3-24 HPB-freisetzende DNA-Addukte in der Mundschleimhaut [pmol HPB/mg DNA]

HPB [pmol/mg DNA]

NR Raucher Snus Zigarre Zigarillo
Anzahl 45 33 2 1
MW=SD 2,00+£2,31 10,74+3,80 17,61+7,10 45,19+5,35 7,51
Min. 0,11 8,21 41,41
Max. 10,33 35,26 48,97
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Abb. 3-21 HPB-freisetzende DNA-Addukte in der Mundschleimhaut von Nichtrauchern,
Rauchern, Benutzern von Schwedischem Snus, Zigarrenrauchern und einem
Zigarilloraucher.
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Die Priifung auf Normalverteilung der Werte mit dem Test von Kolmogorov-Smirnoff ergab fiir

Raucher und Verwender von Snus ein positives Ergebnis (p>0,1) wurde aber fiir die Nichtraucher

(p<0,0001) abgelehnt. Fiir die statistische Auswertung auf Unterschiede zwischen diesen Gruppen

fand deshalb der nicht parametrische Test nach Kruskal-Wallis Anwendung. Demnach unterscheiden

sich die Gruppen nach Rauchstatus insgesamt hoch signifikant (p<0,0001). Der Post-Hoc-Test nach

Tamhane ergab, dass sich alle 3 Gruppen signifikant mit p<0,001 voneinander unterscheiden.
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Die Analysen zur Korrelation der HPB-Addukte mit der Belastung des Speichels mit Cotinin und
Myosmin gibt nur fiir die gesamte Gruppe signifikante Zusammenhénge. Die Einzelauswertung der
Nichtraucher, Raucher und Verwender von Snus ergibt dagegen keinerlei Zusammenhang. Bei den
Rauchern aus Polen fehlt ebenfalls jeglicher Zusammenhang mit den Tabakalkaloiden (Tab. 3-25).
Auch die Abhédngigkeit von der Anzahl der gerauchten Zigaretten/Tag (n=90; Spearman r=0,172; n.s.)
und der Snusportionen/Tag (n=33; Spearman r=0,075; n.s.) gab nur sehr schwache Zusammenhinge

und erreichte keine statistische Signifikanz.

Tab. 3-25 Korrelation HPB-freisetzender DNA-Addukte mit Tabakalkaloiden im Spearman

Rank Test
Gruppe Cotinin in Myosmin in Nicotin in
Speichel/Plasma Speichel/Plasma Plasma
n r p< n r p< n r p<
Alle 79 0,779 0,0001 78 0,507 0,0001
Nichtraucher 32 0,015 n.s. 31 0,027 n.s.
Raucher ohne Polen 17 0,002 n.s. 17 0,059 n.s.
Raucher aus Polen 66 -0,199 n.s. 66 -0,099 n.s. 65 -0,090 ns.
Verwender von Snus 30 0,254 n.s. 30 0,158 n.s.

Die zusitzliche Auswertung getrennt nach Geschlecht ergab in allen Gruppen geringere Adduktlevel
bei den weiblichen Probandinnen. Die Unterschiede zu den ménnlichen Probanden verfehlten bei den
Nichtraucherinnen (-44%, p=0,0507) knapp das Signifikanzniveau und waren bei den Raucherinnen
(-50%, p<0,0001) hochsignifikant, aber bei den wenigen Verwenderinnen von Snus (-15%: n.s.) nur

gering ausgepragt (Abb. 3-22, Tab. 3-26).

Tab. 3-26 DNA-Addukte [pmol/mg DNA] in Abhéingigkeit von Rauchstatus, Geschlecht und
Alter; N, MW+SD

Rauchstatus Miinner Frauen <30 Jahre 31-50 Jahre > 51 Jahre
Nichtraucher 17 28 20 14 11
2,75+2,65 1,49+2,01 2,35+2,53 1,59+1,25 1,86+2,95
Raucher 76 14 33 30 25
11,65+3,19 5,77+£2,95 11,75+3,11 10,73+£3,76 9,48+4,41
Snus 28 5 5 14 14

18,01+7,18 15,38+6,88 17,73£9,24 18,94+6,56 16,24+7,13

Die Korrelationsanalysen mit dem Spearman Rank Test ergeben fiir Nichtraucher (n=45, r=-0,144,
n.s.) und Verwendern von Snus (n=33, r=-0,158, n.s.) keinen signifikanten Zusammenhang. Bei den
Rauchern (unter Auslassung der beiden Gelegenheitsraucher mit 1 oder 2 Zigaretten/Tag) nehmen die
Addukte dagegen mit zunehmenden Alter signifikant ab (n=88, r=-0,273; p<0,01), obwohl der Ziga-
rettenkonsum mit dem Alter signifikant zunimmt (n=88, r=-0,332; p<0,005). Die HPB-Addukte pro
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taglich gerauchter Zigarette nehmen dementsprechend mit dem Alter noch stérker ab (n=88, r=-0,419,

p<0,0001) (Abb. 3-23).
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Abb. 3-22 HPB-freisetzende DNA-Addukte in der Mundschleimhaut von Nichtrauchern, Rau-
chern und Benutzern von Schwedischem Snus in Abhéingigkeit von Geschlecht und
Alter; MWZSE, a,b: Signifikanz gegeniiber Minnern im Mann-Whitney Test,
p=0,507 (a) und p<0,0001 (b); c: signifikant gegeniiber den < 30-Jiihrigen, p<0,05 im
Friedman Test mit Posthoc Analyse nach Dunn

Der gegenléaufige Trend zwischen Alter und HPB-Addukten zeigt sich auch, wenn man die Probanden

in drei Altersklassen unterteilt (Abb. 3-22, Tab. 3-26). Hier ergibt bei den Rauchern der Friedman-

Test zwischen den Altersgruppen einen hoch signifikanten Unterschied in den HPB-Addukten und in

dem téglichen Zigarettenkonsum (jeweils p<0,0001). In der Posthoc Analyse nach Dunn sind aber nur

die HPB-Addukte der dltesten Gruppe im Vergleich zur jiingsten Gruppe signifikant (p<0,05). Alle

anderen Unterschiede erreichen kein Signifikanzniveau.
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Abb. 3-23 Korrelation von HPB-freisetzenden DNA-Addukten pro tiglich gerauchter Anzahl
von Zigaretten mit dem Alter (die Linie zeigt die lineare Korrelation)

3.3.56.2 Ernahrungsgewohnheiten

Insgesamt haben 107 von 173 Probanden den gleichen Fragebogen ausgefiillt. Von den 66 polnischen
Rauchern liegen keine vergleichbaren Daten vor. Sie wurden von den nachfolgenden Analysen ebenso
ausgeschlossen wie 2 Raucher mit fraglichem Rauchstatus und die beiden Zigarren- und der Zigaril-

loraucher. Zur Auswertung kamen demnach die Angaben von 102 Probanden.

Einleitend wurde nach Hauptmahlzeiten und der Haufigkeit von Zwischenmahlzeiten gefragt. 66 Pro-
banden nahmen als Hauptmahlzeiten Friihstiick, Mittag- und Abendessen ein (64,7%), darunter waren
34 Nichtraucher, 14 Raucher und 18 Benutzer von Snus. Fiir 11 Probanden (10,8%) stellten Friihstiick
und Abendessen die Hauptmahlzeiten dar. 8 Probanden (7,8%) gaben an, dass Mittag- und Abend-
essen fiir sie die wichtigsten Mahlzeiten sind, 4 Probanden (3,9%) gaben Friihstiick und Mittagessen
als Hauptmabhlzeiten den Vorrang. 8 Probanden (7,8%) bevorzugten das Abendessen als Hauptmahl-
zeit. 3 Probanden (2,9%) gaben Friihstiick als alleinige Hauptmahlzeit an und lediglich 2 nahmen als

Hauptmabhlzeit nur Mittagessen (2,0%) ein. Die Werte sind in Tab. 3—-27 dargestellt.

Die Frage nach der Einnahme von Zwischenmahlzeiten beantworteten 47 Probanden mit ,,ja* (46,1%),
dagegen gaben 58 Probanden an, keine Zwischenmahlzeiten zu verwenden (56,9%). Es zeigte sich

keine Abhingigkeit in Bezug auf die DNA-Adduktlevel (Tab. 3-28).

Es wurde auch erfragt, wie hiufig salzige Speisen von den Probanden in der Erndhrung verwendet
wurden (Tab. 3-29). 41 Probanden gaben ,selten an (40,2%), 45 Probanden antworteten mit
»gelegentlich® (44,1%) und 19 Probanden verwenden salzige Speisen ,,sehr hiufig® (18,6%). Es

konnte keine statistische Signifikanz nachgewiesen werden.
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Tab. 3-27 Angaben zu den Hauptmahlzeiten (Anzahl/Kategorie) unterteilt nach Rauchstatus

Hauptmahlzeiten Alle Nichtraucher Raucher Snus
Friihstiick 3 1 1 1
Mittag 2 2 0 0
Abendessen 8 0 3 5
Alles 66 34 14 18
Friihstiick + Mittag 4 2 0 2
Friihstiick + Abendessen 11 5 2 4
Mittag + Abendessen 8 1 4 3

Tab. 3-28 HPB-freisetzende DNA-Addukte [pmol/mg DNA] in Abhiingigkeit vom Verzehr von

Zwischenmahlzeiten

Zwischenmahlzeiten Rauchstatus n MW=SD Median

ja Nichtraucher 19 2,54+2 .99 1,57
Raucher 9 6,89+2,53 7,23
Snus 19 17,80+5,66 17,12

nein Nichtraucher 26 1,60+1,59 1,13
Raucher 15 7,71+4,48 7,49
Snus 14 17,36+8,92 14,72

Tab. 3-29 HPB-freisetzende DNA-Addukte [pmol/mg DNA] in Abhiingigkeit vom Verzehr
salziger Speisen

salzige Speisen Rauchstatus n MW=SD Median
selten Nichtraucher 17 1,56+1,62 0,88
Raucher 11 8,09+4,65 7,23
Snus 11 17,42+7,27 14,71
gelegentlich Nichtraucher 22 2,51+2,86 1,66
Raucher 10 5,92+2,82 6,53
Snus 12 19,3148,21 20,13
sehr haufig Nichtraucher 6 1,35+1,32 0,86
Raucher 3 9,82+1,17 10,36
Snus 10 15,78+5,50 15,47

Den Verzehr von scharfen Speisen gaben 18 Probanden mit ,,sehr haufig® an (17,6%), 59 Probanden
verwendeten scharfe Speisen ,,gelegentlich® (57,8%) und 28 ,,selten” bis ,,gar nicht (27,5%). Auf-
fallig ist der 3fach niedrigere Mittelwert bei Nichtrauchern, die scharfe Speisen sehr hdufig verzehrten

im Vergleich zu Nichtrauchern, die scharfe Speisen nur ,,selten” oder ,,gelegentlich® al3en (Abb. 3-24,
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Tab. 3-30). Allerdings ist die Anzahl von 4 Nichtrauchern in dieser Gruppe nicht aussagekriftig, so

dass diese Erniedrigung auch keine statistische Signifikanz erreicht.

Tab. 3-30 HPB-freisetzende DNA-Addukte [pmol/mg DNA] in Abhiingigkeit vom Essen

scharfer Speisen

scharfe Speisen Rauchstatus n MW=SD Median
selten Nichtraucher 13 2,14+2.69 1,57
Raucher 10 7,47+5,38 6,29
Snus 5 16,13+8,45 14,62
gelegentlich Nichtraucher 28 2,11£2,28 1,17
Raucher 10 7,07+2,57 7,06
Snus 18 17,97+6,86 15,87
sehr haufig Nichtraucher 4 0,71+0,43 0,67
Raucher 4 8,05+2,11 8,02
Snus 10 17,71£7,55 18,53
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Abb. 3-24 HPB-freisetzende DNA-Addukte in Abhiingigkeit vom Essen scharfer Speisen

Der Einfluss der Temperatur der Speisen auf die DNA-Adduktlevel wurde ebenfalls untersucht. 3 Pro-

banden gaben an, hauptséchlich kalte Speisen zu essen (2,9%), 69 Probanden nahmen ihre Mahlzeiten

eher lauwarm ein (67,6%) und 33 Probanden (32,4%) bevorzugten sehr heifles Essen. Bei Rauchern

zeigte sich mit steigender Temperatur eine Zunahme der DNA-Adduktlevel, die jedoch nicht signifi-

kant ausfiel. Dieser Trend konnte bei den Verwendern von Snus nicht bestdtigt werden (Abb. 3-25,

Tab. 3-31).
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Tab. 3-31 HPB-freisetzende DNA-Addukte [pmol/mg DNA] in Abhiingigkeit der Temperatur

der Speisen

Temperatur Rauchstatus

selten Nichtraucher
Raucher
Snus

gelegentlich Nichtraucher
Raucher
Snus

sehr haufig Nichtraucher
Raucher

Snus

Nichtraucher,
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0= %‘ I;|[,I
kalt sehr heil® kalt
lauwarm

n MW+SD Median
0

1 5,35 5,35
2 15,97+1,62 15,97
28 1,93+£2,11 1,24
16 6,47+3,04 6,53
25 18,11£7,51 17,18
17 2,10+2,66 0,85

7 9,81+4,81 8,40

6 16,08+6,79 14,24
Raucher . Snus

*
=
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Abb. 3-25 HPB-Addukte in Abhiingigkeit zur Temperatur des Essens

Die Einteilung nach den am héufigsten verwendeten Brotsorten, Weilbrot, Schwarzbrot oder Voll-

kornbrot, ergab keine signifikanten Unterschiede in der Adduktbelastung (Tab. 3-32). 8 Probanden

bevorzugten Weillbrot (7,8%), 27 Probanden aflen regelméBig Schwarzbrot (26,5%), 52 bevorzugten

Vollkornbrot (51,0%) und 18 gaben an, alle Brotsorten zu essen (17,6%). Nichtraucher, die angaben,

alle Brotsorten zu essen, wiesen doppelt so hohe DNA-Adduktlevel auf wie Verwender von Weillbrot

oder Schwarzbrot allein. Dagegen wurden geringere DNA-Adduktlevel bei Rauchern und Snusern

nachgewiesen, die alle Brotsorten essen im Vergleich zu den einzelnen Brotsorten.
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Tab. 3-32 HPB-freisetzende DNA-Addukte [pmol/mg DNA] in Abhiingigkeit der Priferenz zu

verschiedenen Brotsorten

Brotsorte

Weilbrot

Schwarzbrot

Vollkornbrot

alles

Rauchstatus
Nichtraucher
Raucher
Snus
Nichtraucher
Raucher
Snus
Nichtraucher
Raucher
Snus
Nichtraucher
Raucher

Snus

=]

EEN SR

14

21

23

MW=SD
1,57+1,70
8,07+3,60

20,78+9,37
1,56+1,21
7,39+1,63
18,86+11,28
1,90+2,38

7,8245,45

16,99+6,41
3,11+3,52
6,82+3,71
15,91+1,70

Median
1,57
8,07

22,00
1,24
6,53

17,18
0,97
6,73

15,62
1,77
7,02

15,91

Die Héufigkeit des Verzehrs von Obst und Gemiise wird mit einem erniedrigten Krebsrisiko fiir die
Mundhoéhle in Zusammenhang gebracht [219]. Nur 5 Probanden gaben an, kein Obst oder Gemiise im
tidglichen Erndhrungsplan zu verwenden (4,9%). 51 Probanden erndhrten sich mehrmals pro Woche
von Obst oder Gemiise (50,0%), 49 Probanden aBen tiglich frisches Obst und Gemiise (48,0%). Der
zunehmende Verzehr von Obst und Gemiise fiithrte bei Nichtrauchern zu einer signifikanten Abnahme
der DNA-Adduktlevel (p<0,05), die sich bei Rauchern nur tendenziell zeigte (n.s.) und bei Verwen-
dern von Snus nicht zu sehen war (Abb. 3-26, Tab. 3-33).

Tab. 3-33 HPB-freisetzende DNA-Addukte [pmol/mg DNA] in Abhiingigkeit vom Verzehr von

Obst und Gemiise

Obst/Gemiise Rauchstatus n MW=+SD Median

nie Nichtraucher 2 4,86+1,82 4,86
Raucher 1 10,62 10,62
Snus 2 10,67+3,58 10,76

gelegentlich Nichtraucher 21 2,65+2 91 1,68
Raucher 16 7,54+4,17 6,94
Snus 12 18,40+7,58 16,62

taglich Nichtraucher 22 1,11+0,96 0,93
Raucher 7 6,62+3,14 7,62
Snus 19 17,83+6,93 17,18
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Abb. 3-26 HPB-Addukte in Abhiingigkeit vom Rauchstatus und der Verzehrmenge an Obst

und Gemiise; MW+SE

22 Probanden gaben an, keinen Fisch zu essen (21,6%). Dagegen haben 83 Probanden gelegentlich bis

mehrmals pro Woche Fisch auf ihrem Speiseplan stehen (81,4%). Kein Proband aB taglich Fisch. Der

gelegentliche Fischverzehr reduzierte statistisch nicht signifikant die DNA-Adduktlevel bei Nicht-

rauchern um 30%. bei Verwendern von Snus um 10%, aber nicht bei Rauchern.

Tab. 3-34 HPB-freisetzende DNA-Addukte [pmol/mg DNA] in Abhiingigkeit vom Fischverzehr

Fisch Rauchstatus n MW=+SD Median
nie Nichtraucher 12 2,57+3,15 1,03
Raucher 5 7,23+3,87 8,40
Snus 4 19,3443,09 20,55
gelegentlich Nichtraucher 33 1,79+3,15 1,14
Raucher 19 7,45+£3,91 7,23
Snus 29 17,37+7,49 15,62
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Abb. 3-27 HPB-Adduktlevel in Abhiingigkeit vom Fischverzehr; MW=SE
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Den tiglichen Genuss von Fleisch gaben 10 Probanden an (9,8%), 90 Probanden konsumierten mehr-
mals pro Woche Fleisch (88,2%) und 5 ernédhrten sich fleischlos (4,9%). Bei Rauchern zeigte sich mit
zunehmender Héufigkeit des Fleischkonsums eine deutliche Erhohung der DNA-Addukte, die aber
keine statistische Signifikanz erreichte (Tab. 3—35). Unter den Verwendern von Snus gab es keinen
Vegetarier. Bei tdglichem Verzehr von Fleisch erhohten sich auch hier die Adduktlevel (+18%, n.s.).
Bei Nichtrauchern ist der Unterschied zwischen Vegetariern und Fleischkonsumenten gering, obwohl
die drei Nichtraucher, die tdglich Fleisch alen auffallend niedrige Adduktwerte hatten. Die verglei-
chende Betrachtung von Vegetariern und Fleischessern zeigt gering erhohte Adduktlevel durch
Fleischverzehr bei Nichtrauchern (+13%). n.s. und etwas grofere Unterschiede bei den Rauchern

(+30%, n.s.) (Abb. 3-28).

Tab. 3-35 HPB-freisetzende DNA-Addukte [pmol/mg DNA] in Abhéngigkeit vom Fleischver-

zehr

Fleisch Rauchstatus n MW=SD Median

nie Nichtraucher 3 1,86+1,85 0,88
Raucher 2 5,79+0,62 5,79
Snus 0

gelegentlich Nichtraucher 39 2,10+2.42 1,19
Raucher 21 7,40+4,00 7,49
Snus 27 17,05+7,12 14,82

tiglich Nichtraucher 3 0,83+0,35 0,85
Raucher 1 10,62 10,62
Snus 6 20,15+7,01 20,66

Den Genuss von Gerduchertem gaben 72 Probanden an (70,6%), 32 Probanden konsumierten keine
gerducherten Waren (31,4%). Ein Verwender von Snus gab den tiglichen Gebrauch von gerducherten
Lebensmitteln an. Wie mit dem Fleischverzehr, steigen die Addukte auch mit dem Wurstverzehr bei
Nichtrauchern (+30%, n.s.) und Rauchern (+30%, n.s.) an. Bei Verwendern von Snus zeigt sich kein

Einfluss (Abb. 3-28, Tab. 3-36).

Die liberwiegende Mehrheit der Probanden gab an Schokolade gelegentlich bis mehrmals in der
Woche zu genielen (n=75, 73,5%) (Tab. 3-37). Nur 18 Probanden (19,6%) allen keine Schokolade,
darunter kein Nichtraucher und nur 4 Raucher. Am geringsten war die Zahl der Probanden, die tiaglich
nicht auf Schokolade verzichten kénnen (n=11, 10,8%), davon 7 Nichtraucher. Im Vergleich zu gele-
gentlichem Verzehr erhohte der tdgliche Konsum von Schokolade bei Nichtrauchern die DNA-
Adduktlevel auf fast das Doppelte (+77%, p<0,05). Dagegen hatten Raucher (+33%, n.s.) und Benut-
zer von Snus (+21%, n.s.), die ganz auf Schokolade verzichteten, hohere Adduktwerte als solche die

gelegentlich Schokolade verzehrten.



Tab. 3-36 HPB-freisetzende DNA-Addukte [pmol/mg DNA] in Abhiingigkeit vom Verzehr
geriucherter Fleischwaren

Geriuchertes Rauchstatus n MW=SD Median
nie Nichtraucher 12 1,71+£1,62 0,93

Raucher 4 5,94+1,71 5,44

Snus 14 17,32+8,22 14,72
gelegentlich Nichtraucher 33 2,10+2,53 1,17

Raucher 20 7,69+4,08 7,53

Snus 18 17,49+6,39 17,15
tiglich Nichtraucher 0

Raucher 0

Snus 1 23,80 23,80

Fleisch Gerauchertes
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HPB-Addukte [pmol/mg DNA]
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raucher raucher

Abb. 3-28 Einfluss des Verzehrs von Fleischprodukten und Gerduchertem auf HBP-Addukte

Tab. 3-37 HPB-freisetzende DNA-Adduktlevel [pmol/mg DNA] in Abhéingigkeit vom Genuss
von Schokolade

Schokolade Rauchstatus n MW=SD Median
nie Nichtraucher 0
Raucher 4 10,06+7,56 9,54
Snus 14 19,59+8,64 21,76
gelegentlich Nichtraucher 38 1,86+2,27 0,93
Raucher 19 6,77£2,65 6,64
Snus 16 16,19+5,62 15,87
tiglich Nichtraucher 7 3,30+3,23 2,20
Raucher 1 8.80 8,80

Snus 3 15,94+6,06 14,62
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Fiir die iiberwiegende Mehrzahl der Probanden gehorten Milchprodukte téglich (n=45, 44,1%) oder
gelegentlich (n=53; 52%) zum Speiseplan. Nur 7 Probanden (6,9%) gaben an, keine Milchprodukte zu
verwenden. Mit zunehmendem Verzehr von Milchprodukten zeigte sich bei Nichtrauchern ein gering-
fiigiger Riickgang der DNA-Adduktlevel (-5% und -15%, n.s.), bei Verwendern von Snus fiel diese
Abnahme (-29% und -45%; p<0,05) wesentlich deutlicher aus (Tab. 3—38). Die Adduktlevel der Rau-

cher wurden stiegen dagegen bei tdglichem Genuss von Milchprodukten nicht signifikant an (+33%).

Die Abb. 3-29 zeigt die Adduktwerte bei tdglichem Verzehr von Schokolade und Milchprodukten im

Vergleich zu der Gruppe von Probanden, die nie oder nur gelegentlich diese Produkte zu sich nahmen.

Tab. 3-38 HPB-freisetzende DNA-Addukte [pmol/mg DNA] in Abhéngigkeit vom Konsum von

Milchprodukten
Milchprodukte Rauchstatus n MW=SD Median
nie Nichtraucher 4 2,19+2,65 1,01
Raucher 0
Snus 3 27,29+6,94 24,04
gelegentlich Nichtraucher 22 2,08+2,19 1,62
Raucher 17 6,75+3,11 7,23
Snus 11 19,31+6,30 19,64
tiglich Nichtraucher 19 1,86+2,50 0,97
Raucher 7 8,97+£5,11 7,57
Snus 19 15,10+6,17 13,29
Schokolade Milchprodukte
—J r?'ie/.gelegentlich l
20- [ taglich
a
15+ h L

HPB-Addukte [pmol/mg DNA]
o

(&)
N A

a
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Abb. 3-29 Einfluss des Konsums von Schokolade und Milchprodukten auf HPB-Addukte;
MWH=SE, (a) signifikant verschieden von der Gruppe '"nie/gelegentlich" (p<0,05)
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3.3.5.3 Trinkverhalten

Auf die Frage nach der tdglichen Trinkmenge gaben 13 Probanden an, weniger als 1,5 Liter zu trinken
(12,7%). 58 Probanden tranken tdglich zwischen 1,5 und 2 Liter (56,9%) und 34 Probanden erklérten
eine Trinkmenge von iiber 2 Litern am Tag (33,3%). Die DNA-Adduktlevel der Probanden, die weni-
ger als 1,5 Liter und mehr als 2 Liter am Tag tranken unterscheiden sich bei allen Gruppen, Nichtrau-
chern, Rauchern und Verwendern von Snus nur geringfiigig, sind aber bei einer tiglichen Trinkmenge
zwischen 1,5 Litern und 2 Litern generell um 30 bis 55% erhoht, ohne dass diese Unterschiede statisti-
sche Signifikanz erreichten Tab. 3-39. Fasst man die Probanden in zwei Gruppen zusammen, dann
zeigt sich, dass eine hohe tdgliche Trinkmenge von >2 Liter die HPB-Addukte in allen Gruppen um
etwa 20% erniedrigt (Abb. 3-30).

Tab. 3-39 HPB-freisetzende DNA-Adduktlevel [pmol/mg DNA] in Abhéngigkeit von der tigli-
chen Gesamttrinkmenge]|

Trinkmenge Rauchstatus n MW=SD Median

< 1,5 Liter Nichtraucher 4 1,44+0,90 1,05
Raucher 3 6,13+0,56 6,23
Snus 5 15,25+6,85 12,37

1,5 L- 2 Liter Nichtraucher 29 2,17£2,22 1,63
Raucher 13 8,26+4,27 7,62
Snus 16 20,25+8,31 20,25

> 2 Liter Nichtraucher 12 1,77+2,88 0,77
Raucher 8 6,49+3,68 7,53
Snus 12 15,08+3,95 14,77

Tab. 3-40 HPB-freisetzende DNA-Adduktlevel [pmol/mg DNA] in Abhéngigkeit vom wochent-

lichen Alkoholkonsum

Alkohol Rauchstatus n MW=SD Median

niemals Nichtraucher 5 1,25+1,57 0,84
Raucher 1 5,53 5,53
Snus 4 13,92+2,18 14,66

<2 Glaser Nichtraucher 26 2,36+2,73 1,44
Raucher 7 7,30£1,69 6,64
Snus 7 19,32+6,77 19,87

> 2 Glaser Nichtraucher 14 1,59+1,51 1,07
Raucher 16 7,45+4,58 7,53

Snus 22 17,74£7,71 15,47
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Auf die Frage nach dem Alkoholkonsum gaben nur 10 Probanden an, keinen Alkohol zu trinken
(9,6%), darunter lediglich ein Raucher. 41 Probanden tranken weniger als 2 Glédser Alkohol pro
Woche (40,2%) und 54 tranken mehr als 2 Gliser pro Woche (52,9%). Bei Nichtrauchern und Ver-
wendern von Snus féllt wie bei der Trinkmenge eine Erh6hung der DNA-Adduktlevel in der mittleren
Kategorie von weniger als 2 Gldsern pro Woche auf. (maximal +89%). Auch diese Unterschiede
erreichten kein Signifikanzniveau (Tab. 3—40). Vergleicht man die Probanden, die mehr als 2 Gléser
Alkohol pro Woche tranken mit allen anderen Probanden, dann gehen die Unterschiede weitgehend
verloren. Nur bei den Nichtrauchern ist noch eine leichte Abnahme der Adduktlevel (-31%) zu ver-

zeichnen (Abb. 3-30).

Trinkmenge/Tag Alkoholkonsum/Woche
20_‘ [ < 2 Liter l [ 0-<2CGlaser

{3 > 2 Liter

[ > 2 Glaser l l
15- e

104

HPB-Addukte [pmol/mg DNA]

RNl ils

N=33 12 16 8 21 12 29 14 8 16 11 22
Nicht-  Raucher Snus Nicht- Raucher Snus
raucher raucher

Abb. 3-30 Einfluss des Trinkverhaltens und des Alkoholkonsums auf HBP-Addukte; MW=SE

Es wurde erfragt, ob die Probanden Tee tranken. Mit dieser Frage wurde keine Unterscheidung zwis-
chen der Verwendung von Griin- oder Schwarztee getroffen. 35 Probanden beantworteten die Frage
mit ,,ja“ (34,3%), 67 dagegen mit ,,nein“ (65,7%). In den Gruppen der Nichtraucher (-38%, n.s.) und
der Raucher (-22%, n.s.) ist eine Tendenz zu niedrigeren DNA-Adduktleveln bei Teetrinkern zu ver-
zeichnen. Unter den Verwendern von Snus fiihrte der Genuss von Tee zu keinerlei Verdnderungen

(Abb. 3-31 und Tab. 3—41).

Auch Kaffeegenuss hatte keinen signifikanten Einfluss auf die DNA-Addukte (Tab. 3—42). Insgesamt
gaben nur 8 Probanden (7,8%) an, keinen Kaffee zu trinken. Von den 94 Kaffeetrinkern genossen 28
weniger als 2 Tassen pro Tag (27,5%), 57 Probanden tranken téglich zwischen 2 und 5 Tassen Kaffee
(55,9%) und 12 Probanden mehr als 5 Tassen (11,8%). Innerhalb dieser Kategorien von Kaffee-
trinkern zeigte sich mit zunehmenden Kaffeegenuss eine nicht signifikante Abnahme der Adduktlevel
um 8% und 36% bei Nichtrauchern und um 10% und 28% bei den Verwendern von Snus. Auch die

Raucher, die téglich 2-5 Tassen Kaffee statt weniger als 2 Tassen tranken wiesen um 20% niedrigere
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Adduktwerte auf. Gegeniiber den wenigen Probanden, die keinen Kaffee tranken, lieB sich diese Ten-

denz nicht erkennen (Abb. 3-31 und Tab. 3-42).

Tab. 3-41 HPB-freisetzende DNA-Adduktlevel [pmol/mg DNA] in Abhéingigkeit vom Tee-

genuss

Tee Rauchstatus n MW=SD Median

nein Nichtraucher 27 2,46+2,87 1,17
Raucher 13 8,24+4,04 7,23
Snus 27 17,55+7,33 15,62

ja Nichtraucher 32 1,52+1,62 0,71
Raucher 11 6,40+3,46 7,57
Snus 6 17,90+6,55 20,92

Tab. 3-42 HPB-freisetzende DNA-Adduktlevel [pmol/mg DNA] in Abhéngigkeit vom Kaffee-

genuss

Kaffee Rauchstatus n MW=SD Median

nein Nichtraucher 5 1,70+1,53 1,63
Raucher 1 8,40 8,40
Snus 2 15,63+7,06 15,63

ja Nichtraucher 40 2,13+£2,56 1,14
Raucher 23 7,35+3,90 7,23
Snus 31 17,74+7,20 16,12

<2 Tassen Nichtraucher 17 2,17+1,97 1,86
Raucher 5 8,71+1,81 8,47
Snus 6 20,59+9,88 22,62

2-5 Tassen Nichtraucher 21 1,99+2.83 0,97
Raucher 18 6,98+4,27 6,44
Snus 15 18,54+7,36 16,12

>5 Tassen Nichtraucher 2 1,38+1,44 1,38
Raucher 0
Snus 10 14,82+4,26 14,66

Hinsichtlich kohlensdurehaltiger Getrdnke gaben 65 Probanden an diese Getrinke ,,gelegentlich®

(63,7%), 19 Probanden sie ,,sehr hdufig® (18,6%) zu genieBen, wihrend 21 Probanden auf diese

Getrianke verzichteten (20,6%). Bei Verwendern von Snus zeigte sich im Bezug auf den Genuss

kohlenséaurehaltiger Getrinke eine Tendenz (n.s.) zur Abnahme der DNA-Adduktlevel mit zunehmen-

dem Genuss, gegeniiber Nichttrinkern um 19% bei gelegentlichem und um 38% bei sehr héufiger
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Anwendung (Tab. 3-43). Bei Nichtrauchern gibt es diesen Abfall erst bei hdufigem Trinken kohlen-

sdurehaltiger Getrianke sichtbar, der dann aber sehr deutlich ausfiel (-75%, p<0,05). Bei Rauchern

wiesen dagegen die 5 Probanden, die auf den Genuss kohlensédurehaltiger Getrénke verzichteten, die

niedrigsten Adduktlevel (-28%, n.s.) (Abb. 3-31).

Tab. 3—-43 HPB-freisetzende DNA-Adduktlevel [pmol/mg DNA] in Abhédngigkeit vom Konsum
kohlensaurehaltiger Getrinke
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Abb. 3-31 Einfluss nicht alkoholischer Getrinke auf HPB-Addukte; MW=SE
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4 Diskussion

4.1 Tierstudien

Ein Vorversuch mit wenigen Ratten diente der Etablierung von Aufarbeitungs- und Messmethoden in
den verschiedenen beteiligten Arbeitsgruppen, um die bendtigte Dosis von NNK fiir die geplanten
Hemmversuche mit Ethanol und den chemopridventiven Substanzen festzulegen. Die verwendeten
Konzentrationen von 1, 3 und 5 ppm NNK im Trinkwasser orientierten sich dabei an dem Versuch
von Boysen et al. [220], bei dem die chemopréiventive Wirkung von Isothiocyanaten untersucht wurde.
In diesem Versuch hatten die Ratten 2 ppm NNK {iber 8 und 16 Wochen im Trinkwasser erhalten,
gleichzeitig noch Benz[a]pyren im Futter (2 ppm) und die Isothiocyanate Benzylisothiocyanat
(1 pmol/g) und Phenethylisothiocyanat (3 pmol/g) alleine oder gemeinsam ebenfalls iiber das Futter.
Neben anderen Biomarkern wurden HPB-freisetzende Addukte in der DNA von Leber und Lunge der
Ratten bestimmt und es zeigte sich kein Unterschied zwischen der 8- und 16-wdchigen Behandlung.
Der eigene Vorversuch ergab, dass bereits nach 2 Wochen HPB-Addukte bei allen verwendeten NNK-
Konzentrationen nachweisbar waren. Bei der Zuordnung der DNA-Proben zu den einzelnen Gruppen
und Geweben sind offensichtlich Fehler unterlaufen. Im Gegensatz zu den weiteren Ergebnissen, die
in Ubereinstimmung mit Arbeiten anderer Forschungsgruppen [71,220] standen, wurden nur in diesem
Versuch in der DNA der Leber hohere Adduktbelastungen gemessen als in der Lunge. Auf die Ergeb-
nisse des Vorversuchs wird deshalb an dieser Stelle nicht weiter eingegangen. Die Ergebnisse der
anderen Arbeitsgruppen zur DNA-Methylierung, DNA-Ethylierung, oxidativen DNA-Schiden und
Mikrokernbildung liegen uns noch nicht oder nur unvollstdndig vor. Deshalb beschrinkt sich die Dis-

kussion auf die eigenen Ergebnisse zu den HPB-freisetzenden DNA-Addukten in Leber und Lunge.

In beiden Tierversuchen wurden sowohl NNK als auch Ethanol {iber das Trinkwasser verabreicht. Die
hohe Kalorienzufuhr mit Ethanol {iber das Trinkwasser fiihrte in diesen Gruppen zu einem deutlichen
Riickgang der Futteraufnahme (Tab. 3—10 und Tab. 3—15) und damit auch der Wasseraufnahme (Tab.
3-9 und Tab. 3-14), wihrend die Korpergewichtsentwicklung im ersten Versuch nicht (Tab. 3—11)
und im Chemopraventionsversuch (Tab. 3—16) weniger als die Wasseraufnahme beeintriachtigt wurde.
Die geringere Wasseraufnahme hatte zur Folge, dass die NNK-Dosis in den Ethanol-behandelten Rat-
ten deutlich geringer ausfiel. Dies erschwert den direkten Vergleich der Adduktwerte, zumal sich bei
den zwei Konzentrationen des ersten Versuchs (1 und 5 ppm NNK) keine lineare Dosisabhéngigkeit
zeigte, sondern bei 5 ppm bereits eine Sittigung der DNA-Adduktbildung zu sehen war (Abb. 3-7).
Dies stimmt mit Ergebnissen von Staretz et al. [221] {iberein, die bei Ratten nach subkutaner Injektion
mit steigenden NNK-Dosen ebenfalls keine lineare Abhédngigkeit der HPB-freisetzenden Addukte in
der Lunge gefunden haben und damit frithere Ergebnissen mit radioaktiv markiertem NNK bestétigten
[222]. Um die Unterschiede in den Adduktwerten der Ratten mit und ohne Ethanolbehandlung besser

vergleichbar zu machen, wurden die Ergebnisse an eine Sittigungskurve angepasst. Dies war bei dem
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Chemopréventionsversuch mit nur einer NNK-Dosis nicht mdglich. Deshalb wird auf eine eingehende
Beurteilung des reinen Ethanoleffekts in diesem Versuch verzichtet, es werden im Wesentlichen nur
die Verdnderungen durch die Chemopreventiva innerhalb der beiden verschiedenen Behandlungsarme,
NNK alleine und NNK plus Ethanol, besprochen. Es fillt jedoch auf, dass die HPB-freisetzenden
Addukte im Chemopréventionsversuch niedrigere Werte erreichten, die eher mit der Trinkwasserkon-
zentration von 1 ppm als der von 5 ppm iibereinstimmten (Tab. 3—13 und Tab. 3—17). Ein moglicher
Grund fiir diese Unterschiede konnte in der Verwendung verschiedener Messgerite liegen. Das hoch-
auflésende Massenspektrometer ermdglichte nicht nur die Bestimmung von Hintergrundwerten der
HPB-Addukte in Kontrollratten, sondern hat durch seine héhere Spezifitit eventuell auch geringere

absolute Werte fiir Gewebe der NNK-behandelten Ratten ergeben.

Der Nachweis von HPB-freisetzenden DNA-Addukten in Leber und Lunge von Kontrollratten des
Chemopriventionsversuchs stirkt unsere Hypothese, dass es andere Quellen neben den TSNA fiir
diese Addukte gibt. Das in Polen verwendete Rattenfutter wurde nicht auf Myosmin untersucht. Es ist
jedoch davon auszugehen, dass es ebenso wie das in der Dissertation von Schiitte-Borkovec [212]
analysierte Schweinefutter Myosmin enthélt, zumal Myosmin bereits in verschiedenen Grundstoffen,
insbesondere Cerealien, die auch Grundlage fiir Rattenfutter darstellen, nachgewiesen wurde [118]. In
einem Rattenversuch mit Myosmin und Nitrit wurden bereits bei unbehandelten Ratten Himoglobin-
addukte nachgewiesen, die bei alkalischer Hydrolyse HPB freisetzen. Nach Behandlung mit Myosmin
im Futter und gleichzeitiger Nitritzufuhr iiber das Trinkwasser erhdhten sich diese Addukte signifikant
[223,224]. Dagegen fanden Hecht et al. [225] mit einer nicht ausreichend empfindlichen GC-MS-
Methode keine HPB-freisetzenden DNA-Addukte in Leber und Lunge von Ratten, die ebenfalls mit
Myosmin und Nitrit behandelt worden waren. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die
Quellen der HPB-Addukte in der Ratte aufzukliaren und den Beitrag von Myosmin iiber die Bildungs-

mechanismen Nitrosierung und Peroxidation (Abb. 1-21) [129,131] zu erforschen.

4.1.1 Interaktion von NNK und Ethanol

Unter Einfluss von Ethanol kam es zu einer deutlichen Verringerung der HPB-Addukte in der Leber.
Ethanol ist selbst ein Kanzerogen [226] und wird von der WHO im Zusammenhang mit der Einnahme
alkoholischer Getranke in die Klasse 1 der Humankanzerogene eingestuft [227]. Von der deutschen
MAK-Kommission wurde Ethanol in die Kategorie 5 der "Stoffe mit Krebs erzeugender und genoto-
xischer Wirkung" eingeordnet, deren "Wirkungsstirke jedoch als so gering erachtet wird, dass unter
Einhaltung des MAK- und BAT-Wertes kein nennenswerter Beitrag zum Krebsrisiko fiir den Mensch-
en zu erwarten ist" [228]. Neben dieser schwachen direkten kanzerogenen Wirkung fordert Ethanol
auf verschiedene Weise die Kanzerogenese (vgl. 1.1.3, Abb. 4—1). So kann Ethanol z.B. durch Bildung
sauerstofffreier Radikale im Rahmen seines oxidativen Metabolismus {iber CYP2E1 als Tumorpro-

moter wirken [229], das DNA-Reparatursystem stéren und die Immunabwehr schwéchen [226].
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Durchlissigkeit Prokanzerogen EtOH

der Zellmembranen l
‘ Aktivierungl Initiation Promotion Progression
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Abb. 4-1 Einfluss von Ethanol auf die Tumorentwicklung (rote Pfeile) im Mehrstufenmodell
der chemischen Kanzerogenese [230]

Im Zusammenhang mit der Aktivierung von Prokanzerogenen, wie dem NNK, ist jedoch der Eingriff

in den mikrosomalen hepatischen Metabolismus von besonderer Bedeutung. Ethanol fiihrt zu einer

starken Induktion von CYP2EI in Leber und extrahepatischen Organen [231-233]. In Ratten fiihrt eine

chronische Behandlung mit Ethanol neben der Aktivierung von CYP2E1 auch zur Induktion anderer

Isoenzyme, CYP2B1/2B2 [234] und CYP1A2 [235], die NNK auch metabolisch aktivieren [52].

Wahrend die chronische Aufnahme von Ethanol durch die Induktion einen erhéhten NNK-Metabolis-
mus zur Folge haben kann, ist bei gleichzeitiger Gabe groBer Mengen Ethanol mit einer kompetitiven
Hemmung des NNK-Metabolismus zu rechnen. Die hier gezeigte deutliche Reduktion der HPB-frei-
setzenden Addukte in der Leber bei gleichzeitiger Gabe von NNK und Ethanol (Abb. 3—7; Tab. 3—13)
ist ein Hinweis darauf, dass CYP2EI in der Leber ein wichtiges Enzym fiir die Aktivierung von NNK
durch a-Hydroxylierung am Methylenkohlenstoff ist. Die Hemmung des Metabolismus in der Leber
fiihrt zu hoherer Verfiigbarkeit von NNK in extrahepatischen Geweben, beispielsweise der Lunge, in
denen CYP2EI offensichtlich nicht das Hauptenzym fiir die NNK-Aktivierung darstellt. Andere durch
Ethanol nicht gehemmte Enzyme, z.B. CYP2A13, konnen in diesen Organen folgerichtig zu erh6éhten
Adduktleveln fiihren, wie sich dies hier zumindest tendenziell fiir das Lungengewebe gezeigt hat.
Auch die o-Hydroxylierung an der Methylgruppe des NNK wird durch Ethanol entsprechend beein-
flusst. Die resultierenden O°-Methylguaninaddukte erhShten sich bei gleichzeitiger Ethanolgabe in
extrahepatischen Geweben von laktierenden Ratten und ihren Sduglingen [236]. Gleiche Effekte
wurden mit NDMA bei Miusen, Ratten und Affen gesehen [236-238].

Im Tierversuch wurde eine Verlagerung der organotropen kanzerogenen Wirkung der Nitrosamine
von der Leber in extrahepatische Organe durch Ethanol bereits frithzeitig fiir NDMA und NDEA nach-
gewiesen [239,240]. Gleichzeitige orale Gaben von NNN und Ethanol fiihrten in Ratten zu einer
Erhéhung von Nasentumoren und einer Reduktion der Osophagustumoren [241]. Das Forschungsteam
von Lucie Anderson zeigte in einer Vielzahl von Experimenten an Méusen mit NDMA, NDEA und

NPYR eine Verschiebung der Organotropie durch Ethanol zur Lunge [242-244], dessen Mechanismus
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moglicherweise mit der kompetitiven Hemmung des NDMA-Metabolismus in der Leber erklért wer-

den kann und nicht der Promotion dieser Tumoren zuzuordnen ist.
4.1.2 Chemopraventionsstudie

Mit NNK wurden bereits unzéhlige Versuche mit chemopriventiven Substanzen und Nahrungsinhalts-
stoffen gemacht [245]. Dies reicht von den am hiufigsten verwendeten Isothiocyanaten [246] bis hin

zu Beerenextrakten [247].
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Abb. 4-2 HPB-Addukte in Leber und Lunge von Ratten in Prozent der Ergebnisse nach 4 Wo-
chen Belastung mit NNK alleine (linke Seite) oder mit NNK + Ethanol (rechte Seite)
iiber das Trinkwasser und 5 Wochen Gabe von Ellagsiure (EA), Chlorophyllin (CP)
oder Vitamin E mit dem Futter; MW=SE, n=9, signifikant verschieden von NNK
bzw. von NNK+EtOH, p<0,05 (a), p<0,01 (b) und p<0,001 (c)
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Fiir die vorliegenden Chemopréaventionsstudie wurden drei Substanzen ausgewdhlt, deren protektive
Wirkung auf die Krebsentstehung bereits mit NNK als Modellsubstanz getestet wurden. Die meisten
Untersuchungen wurden mit der Ellagsdure (EA) durchgefiihrt, die im Tiermodell der A/J Maus mit
NNK die Entwicklung von Lungentumoren hemmte [248-251]. Auch Vitamin E hat in diesem Modell,
ebenso wie in Frettchen, die Inzidenz von Lungentumoren durch NNK reduziert [252,253]. Beide Sub-
stanzen hemmten auch die NNK-Aktivierung [254-256]. Die dritte Substanz, Chlorophyllin, wurde in
Zusammenhang mit NNK nur in Mutagenesetests gepriift [257]. Die Abb. 4-2 gibt eine Ubersicht der

eigenen Ergebnisse.

Ellagsdure ist ein stabiles Molekiil, das leicht 16slich in organischen Lésemitteln und DMSO und rela-
tiv unldslich in Wasser ist (Abb. 4-3). Chemisch betrachtet ist die Ellagsdure ein tetrahydroxyliertes
Dilacton. Als hydrolysierbarer Ester, dem Ellagitannin, tritt die Ellagsdure in vielen Pflanzen und
Geholzen auf. Durch saure Hydrolyse zerféllt das Ellagitannin u.a. in Ellagsdure. Dieser Zerfall findet
auch im Verdauungstrakt unter dem Einfluss der HCI des Magens statt. Mit Gallussdure (Abb. 4-3)
verestert tritt Ellagsdure vorwiegend in Rosengewéchsen auf. Ellagsdure findet sich in verschiedenen
Friichten, z.B. Erdbeeren (Fragaria ananassa), Himbeeren (Rubus ideaus), Brombeeren (Rubus
ursinus) und Moosbeeren (Vaccinium spec.), in Niissen, z.B. Walniissen (Juglans nigra), Pecaniissen
(Caryna illinoensis) und in Gemiise [258]. Freie Ellagsdure tritt auch im Rotwein auf und stammt aus
dem Holz des Eichenfasses. Die Konzentration an ungebundener Sdure dient als Indikator fiir den
Ausbau des Weines im Barrique-Fass. Ellagsdure wurde als eine nichtalkoholische Komponente mit
einem Gehalt von 20 pg/mL in Whisky nachgewiesen [259]. Eine vergleichende Studie fand heraus,
dass die schidigende Wirkung von Whisky auf die Magenschleimhaut von geringerem Ausma@ ist, als
der korrespondierende Ethanolanteil vermuten ldsst [260]. Eine schiitzende Wirkung auf die Magen-
schleimhaut durch Whisky im Vergleich zu anderen hochprozentigen Alkoholika kdnnte mit der anti-
oxidativen Wirkung der Ellagsdure erklarbar sein [261]. Ellagsdure fangt Superoxid-Anionen und
Hydroxylradikale ab, welche in der Pathogenese von Ethanol-induzierten gastrischen Lisionen eine
wichtige Rolle spielen [259,262]. Zusatzlich wirken endogene Faktoren, z.B. die Prostaglandine (PG),
NO und Sulfhydrylgruppen cytoprotektiv [263-265]. Das Spannungspotenzial des durch Alkohol-

einfluss verletzten Gewebes wird unter dem Einfluss der Ellagsdure schneller wieder hergestellt [259].

(0]
HO 0]

o oH HO OH
0 OH

Abb. 4-3 Strukturformeln von Ellagsiure (links) und Gallussiure (rechts)
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Ellagséure hat eine sehr geringe Toxizitét fiir Mensch und Versuchstiere, weist eine geringe systemi-
sche Bioverfiigbarkeit auf und wird schlecht im Gastrointestinaltrakt resorbiert. Trotzdem gilt sie als
pharmakologisch aktiv und greift in die Blutgerinnungskaskade ein, indem sie den Hageman-Faktor
(Faktor XII) aktiviert [266]. Bei der Untersuchung von synthetischen Analoga der Ellagsdure waren
polyhydroxylierte Derivate gegeniiber Benz|[a]pyrendiolepoxid potentere Antimutagene als dihydroxy-

lierte Derivate.

Bei gleichzeitiger Gabe mit NNK verringert Ellagsdure die Inzidenz von Lungentumoren in den spe-
ziell sensitiven A/J-Méausen [248-251]. Neben Anthocyaninen werden die Ellagitannine wesentlich fiir
die chemopriventive Wirkung von Beerenextrakten verantwortlich gemacht [247]. Obwohl die Ellag-
sdure in vitro auch den NNK-Metabolismus hemmt [254,255,267], wurde die Bildung von HPB-
Addukten in den vorliegenden Versuchen nur geringfiigig in der Leber und nicht in der Lunge ge-
hemmt (Abb. 4-2). Dies konnte bedeuten, dass die Ellagsdure in der Ratte weniger gut chemopréaven-
tiv wirkt als in der A/J-Maus. Es gibt Hinweise aus der Literatur, dass bei der Maus im Gegensatz zur
Ratte die Pyridyloxobutylierung im Vergleich zur Methylierung fiir die NNK-Kanzerogenese eine
geringere Rolle spielt [50]. Unter Einfluss von Ethanol wurde die Adduktbildung in beiden Geweben
signifikant gesteigert (Abb. 4-2), d.h. die ausgeprigte Hemmwirkung der Ethanolbehandlung ging
teilweise verloren (Abb. 3—10).

Als weitere antioxidative Substanz wurde Vitamin E verwendet, dessen am besten erforschter Be-
standteil das a-Tocopherol darstellt (Abb. 4—4). Es handelte sich hierbei um die aktivste Form. Haupt-
nahrungsquellen des fettloslichen Vitamins sind Getreide, Niisse, Samen, Pflanzenéle, Milch und Eier.
Der Bedarf fiir den Menschen liegt bei maximal 15 mg a-Tocopherol-Aquivalente/Tag [268]. Der
menschliche Korper ist zur Speicherung des Vitamins in der Lage. Die Hauptfunktion von Vitamin E
liegt im Schutz der in Membranlipiden, Lipoproteinen und Depotfett vorkommenden ungeséttigten
Fettsduren vor einer Oxidation (Lipidperoxidation). Freie Radikale wiirden die Doppelbindungen der
Fettsduren der Zell- und Organellmembranen angreifen. Tocopherol wirkt als Radikalfanger, indem es
selbst zu einem reaktionstrigen, da mesomeriestabilisierten Radikal wird. Das Tocopherolradikal wird
unter Bildung eines Ascorbatradiakals reduziert. Das Ascorbatradikal wird mit Hilfe von Glutathion

(GSH) regeneriert. Dabei kommt es zur Bildung des Disulfids GSSG.

CH,

Abb. 4-4 Strukturformel von a-Tocopherol

Trotz einer Reihe von experimentellen und epidemiologischen Hinweisen auf eine Risikoreduktion fiir

die Krebsentstehung unter Supplementierung mit a-Tocopherol, speziell bei Lungenkrebs [269,270],
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hat eine grof angelegte Interventionsstudie bei Rauchern, die Alpha-Tocopherol, Beta-Carotene
Cancer Prevention Study (ATBC Study) bei Rauchern (50-69 Jahre), die tiglich 50 mg a-Tocopherol
einnahmen und mindestens 5 Zigaretten pro Tag iiber einen Studienzeitraum von fiinf bis acht Jahren
rauchten, keine Risikoreduktion fiir Lungenkrebs ergeben [271]. Die Studie musste abgebrochen wer-
den, weil sich in dem zweiten Behandlungsarm mit 20 mg B-Carotin/Tag das Lungenkrebsrisiko sogar
erhohte (RR=1,16, 95%-CI 1,02-1,33). In der gleichen Studie ergab sich eine Steigerung des Risikos
fiir kolorektale Adenome durch a-Tocopherol (RR=1,66, 95% CI 1.19-2.32) und kein Effekt durch
3-Carotin [272]. Auch das Magenkrebsrisiko wurde durch die Vitamingaben nicht vermindert [273].
Nachdem die Einnahme von 50 mg a-Tocopherol/Tag in dieser Studie das Risiko fiir himorrhagische
Hirninfarkte erhohte [274], empfiehlt das Bundesinstitut fiir Risikoforschung keine zuséitzliche

Supplementierung mit Vitamin E {iber den maximalen Tagesbedarf von 15 mg hinaus [268].

In der vorliegenden Arbeit zeigte Vitamin E eine signifikante Hemmung der HPB-Adduktbildung
durch NNK in Leber und Lunge, die aber nach gleichzeitiger Ethanolgabe nicht mehr iiber das durch
Ethanol allein erzielte Maf} hinausging (Abb. 4-2 und Abb. 3-10). In anderen Versuchen schiitzte
Vitamin E gegen genotoxische und kanzerogene Wirkungen von NNK [252,253,256,275,276]. Dage-
gen konnte in einer sechsmonatigen Interventionsstudie, in der die Hilfte der Probanden téglich zwei-
mal 250 mg Vitamin C, 200 IU a-Tocopherol und 6 mg B-Carotin einnahmen, keinerlei Effekt auf
PAK-Addukte und oxidative Schiden in der DNA der Mundschleimhaut verifiziert werden [277].

Chlorophyll a und b sind die lipophilen griinen Farbstoffe der Blétter. Sie sind sehr instabil, bei genii-
gend langem Kochen wird das Magnesium des Porphyrinrings im Chlorophyll entfernt und durch
Wasserstoff ersetzt [278]. Aus den Chlorophyllen werden Phaeophytine von olivgrauer Farbe. Um der
farbgebenden Struktur mehr Stabilitit zu verleihen, wird das Magnesium im Chlorophyll durch Kupfer
ersetzt, es entsteht das semisynthetische Chlorophyllin (Abb. 4-5). Chlorophyllin wird zur Geruchs-
beseitigung als Desodorant bei Mundgeruch, schlechtem Atem oder stérender Schweillabsonderung
verwendet [279]. Unerwiinschte Wirkungen wurden bisher nicht beobachtet, auller einer harmlosen

Griinverfarbung von Zunge und Zahnen, wenn es im Mund aufgeldst und nicht ganz geschluckt wird.

CO,C, H

27200 29

Chlorophyll a Chlarophyllin-Kupfer-Komplex
Abb. 4-5 Strukturformeln von Chlorophyll a und dem Chlorophyllin-Kupfer-Komplex
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Im Zusammenhang mit der chemopriventiven Wirkung von Chlorophyllin werden verschiedene
Mechanismen diskutiert. Chlorophyllin bildet stabile Komplexe mit einer Reihe von Stoffen, die
kanzerogene Eigenschaften haben, z.B. mit PAH, heterocyclischen Aminen und Aflatoxinen. Durch
Neutralisation relevanter Oxidantien kann Chlorophyllin oxidative Schidden durch Fremdstoffe und
Strahlung mindern. SchlieBlich reduziert Chlorophyllin die Aktivitdt von Cytochrom P450-Enzymen
und erhoht die Aktivitdt von Phase II-Enzymen. Die hier gezeigte signifikante Reduktion der HPB-
freisetzenden DNA-Addukte in der Leber und tendenziell auch in der Lunge von Ratten (Abb. 4-2)
stimmt mit Ergebnissen iiberein, die fiir 2-Amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridin (PhIP) und
fiir Aflatoxin B, berichtet wurden [280,281]. Wie wenig verlisslich die Ubertragbarkeit dieser Ergeb-
nisse in Modellversuchen an Ratten auf die Verhiltnisse beim Menschen sein konnen, zeigt der Inter-
aktionsversuch mit Ethanol. Die Hemmung der Adduktbildung in der Leber blieb zwar erhalten, aber
in der Lunge, dem wichtigsten Zielorgan der NNK-Kanzerogenese, erhohte sich der Adduktwert
gegeniiber der Ethanolkontrolle um fast das Dreifache und ist gegeniiber NNK alleine nicht mehr

reduziert (Abb. 3—10 und Abb. 4-2).

Zusammenfassend lédsst sich festhalten, dass keine der drei untersuchten Substanzen eine iiber-
zeugende Hemmwirkung auf HPB-freisetzende Addukte im Zielorgan Lunge aufwies. Dies steht im
Gegensatz zu den Versuchen von Boysen et al. [220], die nach gleichzeitiger Gabe von Phenethyl-
isothiocyanat im Futter und NNK im Trinkwasser eine selektive Hemmung der HPB-Adduktbildung

um mehr als 50% in der Lunge, aber nicht in der Leber ergeben haben.

4.2 Humanstudien

4.2.1 Cotinin und Myosmin im Speichel

Die Cotininkonzentration im Speichel dient als quantitativer Marker fiir die Nicotinaufnahme. Die
Konzentration von 15 ng/mL Speichel oder Plasma gilt als Grenzwert fiir die Unterteilung zwischen

Nichtrauchern und aktiven Rauchern (Tab. 1-4) [217,218,282].

Speichel kann auf einfache Art nicht invasiv gewonnen werden. Diese Korperfliissigkeit fand daher
fiir das Biomonitoring von Tabakalkaloiden neben Blut und Haaren Eingang in die Analytik. Proble-
matisch wird die Verwendung von Speichel dann, wenn Substanzen untersucht werden, deren Mem-
brangéngigkeit stark von ihrer Ionisierbarkeit abhidngt. Es kann zu einer Anreicherung von schwach
basischen Verbindungen kommen [283], weil der pH-Wert von Speichel normalerweise etwas niedri-
ger liegt als der von Plasma. Im Falle des Nicotins wurden im Speichel bis zu 100fach hohere Kon-
zentrationen gemessen als im Blut [84,147,284]. Aufgrund des schwankenden pH-Wertes des Spei-
chels kann sich das Speichel/Plasma-Verhiltnis von Substanzen dndern. Einerseits fallt der pH wéh-
rend der Nahrungsaufnahme auf Werte von 5,5 ab, andererseits kann der pH-Wert des Speichels durch
Stimulation auf Werte von 7,4 bis 8,0 ansteigen [285].
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Fiir das weniger pH-abhéngig ionisierbare Cotinin spielt der pH-Wert des Speichels eine untergeord-
nete Rolle. Der Rauchstatus lédsst sich gut iiber Cotinin im Speichel bestimmen und macht dieses
Tabakalkaloid im Speichel zu einem anerkannten Biomarker fiir das Rauchen und die Passivrauch-
belastung [217]. Cotinin ist wegen seiner ldngeren Halbwertszeit von durchschnittlich 18 Stunden
auch in dieser Hinsicht besser geeignet als das Nicotin, welches wegen der kurzen Halbwertszeit von
1-2 Stunden groflen tageszeitlichen Schwankungen unterliegt [83]. Aber auch Cotinin kann bei un-
regelmédfBigem Konsumverhalten oder bewusstem Verzicht auf nicotinhaltige Produkte vor der Proben-
nahme zu falsch negativen Ergebnissen fiihren. In der Untergruppe von Rauchern, die aus Miinchen
und Umgebung stammten, lag in zwei Speichelproben der Cotininwert deutlich unterhalb des Grenz-
wertes fiir Raucher. Der niedrige Wert eines der beiden Zigarrenraucher erklért sich aus dessen Anga-
be, dass er 3 Tage vor der Probennahme keine Zigarre geraucht hatte. Generell liegen die in dieser
Studie erhaltenen Mittelwerte fiir Cotinin bei Rauchern mit 86 ng/ml Speichel deutlich niedriger als in

anderen Studien mit Mittelwerten zwischen 150 und 350 ng Cotinin/ml Speichel [217].

Die Verwender von Snus hatten mit durchschnittlich 118 ng/mL Speichel zwar einen 1,4fach erhdhten
Cotininwert im Vergleich zu Rauchern, aber auch diese Konzentration ist deutlich geringer als die von
Ferketich et al. [286] mit 460 ng/mL fiir amerikanische Verwender rauchfreier Tabakprodukte und die
von Boswell et al. [287] fiir schwedische Benutzer von Snus mit 261 ng/mL berichteten mittleren
Konzentrationen. Die Unterschiede im Nicotingehalt aktuell benutzter amerikanischer und schwedi-

scher Marken sind zu gering, um diese Unterschiede zu erkléren [288].

Zu Myosmin im Speichel liegen noch keine Studien anderer Arbeitsgruppen vor. Die Konzentration
von Myosmin im Speichel unterlag in einem Vorversuch von Schiitte-Borkovec [212] einer erhebli-
chen tageszeitlichen Schwankung. Deshalb kénnen die Einzelwerte von nicht unter standardisierten
Bedingungen gewonnenen Speichelproben auch nicht als MaB fiir die tigliche Belastung angesehen
werden. In einer ersten orientierenden Studie an wenigen Probanden fanden Maier et al. [289] im
Speichel keinen Unterschied zwischen Rauchern und Nichtrauchern. Die Mittelwerte lagen mit
1,6-1,9 ng/ml aber genau zwischen den in der vorliegenden Studie gemessenen Werten fiir Raucher
mit 3,34 ng/ml und Nichtraucher mit 0,84 ng/ml. Trotz der geringen Aussagekraft der Konzentrationen
von Myosmin im Speichel ist der nur 4fache Unterschied zwischen Rauchern und Nichtrauchern ein

deutlicher Hinweis auf das Vorhandensein anderer Quellen fiir Myosmin neben dem Tabak.

4.2.2 Cotinin, Nicotin und Myosmin im Plasma

Von der Untergruppe der Raucher aus Polen wurden Plasmaproben erhalten, die gleichzeitig mit den
Mundschleimhautproben abgenommen wurden. Der Mittelwert fiir Cotinin liegt mit 149 ng/ml Plasma
im unteren Bereich der von Tricker [217] zusammengefassten Werte repriasentativer Studien aus ver-
schiedenen Landern mit Mittelwerten von 137 bis 384 ng/ml. Auch die mittleren Nicotinwerte liegen
mit 16 ng/ml im Bereich der von Hukkanen et al. [83] angegebenen Schwankungsbereiche von 10 bis

50 ng/ml. Die Myosminkonzentrationen sind mit nur 0,6 ng/ml mit Abstand am niedrigsten. Auch
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hierzu fehlen Vergleichswerte aus der Literatur. Betrachtet man die Abhédngigkeit von der Anzahl
taglich gerauchter Zigaretten, dann zeigt sich fiir alle Tabakalkaloide eine vergleichbare Abhingigkeit
(Abb. 4-6). Im Spearman Rank Test ergeben sich fiir Myosmin (r=0,372, p<0,005), Nicotin (r=0,424,
p<0,001) und Cotinin (r=0,383, p<0,005) hoch signifikante Korrelationen mit der Anzahl Zigaretten
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Abb. 4-6 Abhingigkeit der HPB-Addukte in der Mundschleimhaut und der Konzentration
der Tabakalkaloide im Plasma von der Anzahl tiglich gerauchter Zigaretten

4.2.3 Cotinin, Myosmin und Nicotin in Zehennageln

FuBnigel weisen eine Wachstumsrate von 1 ¢cm in 9-12 Monaten auf [290,291]. Der FuBBnagel wachst
in zwei Richtungen, zum Einen in die Ldnge und zum Anderen in die Breite. Somit lagern sich Fremd-
substanzen auf zwei Arten in den Nagel ein. Uber das BlutgeféBsystem gelangen die meisten Stoffe in
die Nagelmatrix, sie konnen aber auch iiber das Nagelbett an der Grenze zur Lunula, dem Nagelhalb-
mond, eingelagert werden. Insbesondere fiir Substanzen, die sich im Keratin anreichern, stellen Négel
eine gute Matrixwahl zur Ermittlung einer Langzeitexposition dar. Fiir die neuerdings in den Fokus
des Interesses geriickten Tabakalkaloide sind allerdings die Daten fiir den Zusammenhang zwischen
Belastung und der Konzentration im Nagel noch sehr unvollstindig und bediirfen weiterer Untersu-
chungen [140,292,293]. Es hat sich allerdings bereits gezeigt, dass die retrospektive Bestimmung von
Nicotin in asservierten Proben von Zehenndgeln die Aufdeckung des Zusammenhangs zwischen
Rauchen und koronaren Herzkrankheiten bei Frauen verbesserten und auch als Belastungsmarker den

Angaben zur selbst berichteten Passivrauchbelastung iiberlegen ist [294,295].

Die Zehennédgel von Nichtrauchern enthielten in dieser Studie im Mittel 83,6 ng/g Cotinin und

213 ng/g Nicotin. Bei Rauchern stiegen die Durchschnittswerte von Cotinin um das 16fache auf
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1321 ng/g an, Nicotin um das 9fache auf 1870 ng/g. Al-Delaimy et al. [295] haben bei Rauchern
(n=771), Passivrauchern (n=768) und Nichtrauchern (n=157) fiir Nicotin mit 1770, 140 und 100 ng/g
Zehennagel vergleichbare Werte ermittelt. Stepanov et al. [293] fanden bei 105 Rauchern mit durch-
schnittlich 5400 ng/g fiir Nicotin deutlich hohere Werte, aber geringere Werte fiir Cotinin mit
670 ng/g. Auch bei 14 Nichtrauchern fand die gleiche Autorin [296] fiir Nicotin mit 760 ng/g einen
héheren Mittelwert, der mittlere Cotininwert lag mit 44 ng/g unter unserem Mittelwert, der allerdings
auf nur einem von 12 positiv getesteten Zehennagelproben beruht. Nimmt man den fiir einen Nichtrau-
cher hohen Wert (1003 ng/g) aus der Auswertung, dann liegen die Werte der restlichen Nichtraucher

(unter der Nachweisgrenze von 35 ng/ml) auch unter dem Cotininmittelwert von Stepanov et al. [296].

Fiir die Bewertung der Ergebnisse mit Myosmin fehlen noch Vergleichsdaten. Auch wenn der Unter-
schied zwischen Rauchern (67,9 ng/g) und Nichtrauchern (22,1 ng/g) hochsignifikant war, ist der im
Vergleich zu Nicotin (9fach) deutlich geringere Anstieg bei Rauchern gegeniiber Nichtrauchern (3fach
fiir Myosmin) ein weiterer Beweis dafiir, dass der Tabakrauch nicht die einzige Quelle fiir die Aufnah-
me von Myosmin durch den Menschen darstellt. Die Verwender von Snus hatten auch bei Myosmin

mit 103 ng/g die hochsten Konzentrationen in den Zehennégeln.

4.2.4 HPB-freisetzende DNA-Addukte in oraler Mucosa in Abhangigkeit von
Tabakgenuss, Geschlecht und Alter

Die Erneuerung der humanen Mundschleimhaut erfolgt im Mittel alle 3,2 bis 5,8 Tage, wobei die
Regeneration der buccalen Mucosa alle 4,1 Tage ablduft [297]. Zur Erhaltung eines intakten Epithels
liegt ein Fliefgleichgewicht zwischen Auf- und Abbau der Zellen vor, bei dem Teilung und Migration
der neuen Zellen stets von der Basalschicht ausgehend gesteuert werden. Eine Verletzung des Epithels
fiihrt zu einer verkiirzten Erneuerungsphase. Die im Vergleich zur Haut deutlich verkiirzte Erneue-
rungszeit der Mundschleimhaut von durchschnittlich 10 Tagen kann mit der erhdhten bakteriellen
Belastung und dem schnellen Abschilfern der Zellen durch die Nahrungsaufnahme erklart werden.
Genotoxische Verdnderungen in der Mundschleimhaut kénnen bei Rauchern und Verwendern rauch-
loser Tabakwaren mit dem Micronucleus-Test zuverldssig nachgewiesen werden, allerdings nur wenn
nicht mehr als 4 Wochen seit dem letzten Genuss vergangen sind [298]. Es ist deshalb davon auszu-
gehen, dass DNA-Addukte in der Mundschleimhaut einen relativ kurzen Zeitraum der Belastung mit
den entsprechenden Kanzerogen widerspiegeln und nicht wie in Geweben mit langsamer Zellerneue-
rung akkumulieren. Der Einfluss von DNA-Reparaturmechanismen sollte demnach in buccalen Zellen

auch eine vergleichsweise geringere Rolle spielen als in Zellen vieler anderer Gewebe.

Die mittlere Adduktkonzentration betrug fiir Nichtraucher 2,0 pmol HPB/mg DNA (Abb. 3-21). Die
Werte der Raucher lagen mit 10,7 pmol/mg nur um das Sfache iiber denen der Nichtraucher, die Werte
der Benutzer von Snus mit 17,6 pmol/mg nochmals knapp doppelt so hoch wie bei den Rauchern. Die
Adduktbelastung der beiden Zigarrenraucher lag mit 41 und 49 pmol/mg noch iiber dem hochsten
Wert der Snusbenutzer (35 pmol/mg). Die Belastung der DNA in der Mundschleimhaut mit HPB-
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freisetzenden Addukten ist damit hoher als alle bisher in anderen Geweben bestimmten Adduktwerte.
Sie werden nur anniihernd von den Addukten in Schleimhautbiopsien des unteren Osophagus erreicht

(Abb. 4-7).

Die erhdhte Belastung mit HPB-Addukten bei Rauchern gegeniiber Nichtrauchern stimmt gut mit dem
erhohten Mundhohlenkrebsrisiko durch das Rauchen tiberein [7-12]. Studien zu anderen DNA-Adduk-
ten in den Epithelien der Mundhohle haben durchwegs geringere Unterschiede in den Adduktraten von
Rauchern und Nichtrauchern ergeben. Mit Postlabelling bestimmte "bulky adducts" waren bei Rau-
chern 3fach hoher als bei Nichtrauchern [299], semiquantitativ immunhistochemisch bestimmte
Addukte von Benzo[a]pyren, 4-Aminobiphenyl und PAK waren alle weniger als 2fach erhdht [300].
Auch wenn die Unterschiede bei den HPB-Addukten relativ hoher sind als fiir Addukte anderer kanze-
rogener Substanzen aus dem Tabak, sollte bei absoluter Spezifitdt der HPB-Addukte fiir die Belastung
mit tabakspezifischen Nitrosaminen ein wesentlich hoherer Unterschied zu den Nichtraucherwerten
bestehen. Immerhin nehmen Raucher im Durchschnitt mehr als 100fach hohere Mengen von NNK und
NNN auf als Nichtraucher. Dies lésst sich direkt aus den Daten zum Biomonitoring des NNK-Metabo-
liten NNAL im Urin ableiten [60,61,301,302].

Die noch hohere Belastung mit HPB-freisetzenden Addukten bei den Verwendern von Snus steht da-
gegen im Widerspruch zu den epidemiologischen Ergebnissen, die allenfalls ein sehr schwaches
Mundhohlenkrebsrisiko bei Mannern aus Schweden zeigen, dass sich nicht signifikant von den Nicht-

rauchern unterscheidet und auf alle Félle gegeniiber Rauchern deutlich geringer ist.
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Abb. 4-7 Vergleich der HPB-Addukte in Mundschleimhaut, Schleimhaut von Osophagusbiop-
sien [70], Proben von peripherer Lunge, Osophagus- und Cardiawand von Autopsien
[68] und peripherem Lungengewebe von Lungenkrebspatienten [66]; MW=SE
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Die Unterschiede in der HPB-Adduktbelastung sind in der Mundschleimhaut von Rauchern und Nicht-
rauchern nicht nur hoher als bei den in anderen Studien bestimmten HPB-freisetzenden Hémoglobin-
addukten (<3fach; [62-66,303]), sondern auch hoher als bei Addukten in Lungengewebe (<1,5fach),
die im Rahmen von Autopsien erhalten wurden [68] (Abb. 4-7). In Geweben von Osophagus- und
Magenschleimhaut der gleichen Autopsien waren keine vom Rauchstatus abhéngigen Unterschiede zu
sehen [68]. Das gleiche gilt fiir Biopsien, die von der Osophagusmucosa im Rahmen von gastrodso-
phagealen Endoskopien erhalten wurden [69,70]. Etwas hohere Unterschiede erhielt man dagegen bei
Untersuchungen von tumorfreiem Lungengewebe von Lungenkrebspatienten, bei denen Raucher 7fach
héhere HPB-Adduktlevel aufwiesen als Nichtraucher [66]. Die grofiten Unterschiede zu Nichtrauchern
fand man mit Hdmoglobinaddukten bei Genieern von rauchlosen Tabakwaren. Im Vergleich zu
Nichtrauchern wurden bei Schnupfern aus Bayern, die den so genannten Schmalzler mit der Nase auf-
ziehen, 15fach und bei so genannten Snuff Dippern aus New York 18fach hohere HPB-Addukte am
Hémoglobin gefunden [62,63]. Wie bei den Benutzern von Snus gehen diese hoheren Adduktbelas-

tungen mit keinem nachweisbar erhohten Krebsrisiko einher.

Ein weiteres Indiz fiir die mangelnde Korrelation der HPB-Adduktlevel mit dem Krebsrisiko sind die
fehlenden Korrelationen mit den Tabakalkaloiden in Speichel und Plasma (Tab. 3-25). Auch steht die
bei Rauchern fehlende Korrelation mit der Anzahl gerauchter Zigaretten/Tag bei den Probanden aus
Polen (r=-0,015; n.s. im Spearman Rank Test) im Gegensatz zu der ausgepragten Korrelation mit den

Konzentrationen der Tabakalkaloide im Plasma (Abb. 4-6).

Die HPB-Addukte waren bei Nichtraucherinnen (-44%) und Raucherinnen (-50%) im Vergleich zu
den ménnlichen Probanden deutlich geringer (Tab. 3—-26). Ein dhnliches Ergebnis wurde bei den HPB-
Addukten in Biopsien der Osophagusschleimhaut gesehen, wenn auch hier die Unterschiede bei den
Nichtraucherinnen (-38%) deutlicher waren als bei den Raucherinnen (-16%) und keine statistische

Signifikanz erreicht wurde [70].
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Zieht man nur diejenigen Probanden zur Auswertung heran, fiir die gleichzeitig HPB-Addukte und
Cotinin in Speichel/Plasma bestimmt wurden (Abb. 4-8), dann zeigt sich, dass die Nichtraucherinnen
trotz tendenziell geringerer Adduktwerte (-14%; n.s.) eine deutlich hohere Cotininbelastung aufweisen
(+151%; n.s.). Im Gegensatz zur Ausscheidung der NNK-Metaboliten NNAL und seinen Glucuroni-
den [301] lasst sich keinerlei Zusammenhang der Passivrauchbelastung mit den HPB-Addukten
erkennen. Bei den Rauchern haben die wenigen Frauen sowohl niedrigere HPB-Adduktlevel (-50%;
p<0,001) als auch geringere Cotininkonzentrationen im Speichel (-33%; n.s.). Ein vergleichbar groBer
Unterschied wurde fiir HPB-Addukte in Lungengewebe (-57% bei Raucherinnen) gefunden, welches
im Rahmen von Autopsien erhalten wurde [68]. Fiir Osophagusproben haben sich diese Unterschiede

in der gleichen Studie nicht bestétigt.

Die geringere Belastung der Frauen mit HPB-Addukten steht im Widerspruch zu epidemiologischen
Daten, die ein erhohtes Krebsrisiko fiir das Auftreten oraler Karzinome im Bezug auf das Tabakrau-
chen gefunden haben [304,305]. Nicht néher charakterisierte, mit **P-Postlabelling bestimmte, lipophi-
le Addukte waren bei Frauen mit Lungenkrebs hoher als bei Ménnern [306] und das gleiche galt in ei-
ner groBen prospektiven Studie zum Lungenkrebs fiir die Ausscheidung von 7-Methylguanin im Urin
[307]. Dagegen errechnete die INHANCE-Studie [308] bei 11.221 Fillen von Kopf-Nacken-Karzino-

men ein deutlich erhdhtes Risiko fiir Ménner unter gemeinsamem Einfluss von Alkohol und Rauchen.

Bei den wenigen weiblichen Benutzerinnen von Snus waren nur geringe Unterschiede zu den Ménnern
gegeben, die wie bei den Nichtrauchern gegensitzliche Tendenz aufwiesen, ein leichtes Minus bei den

HPB-Addukten (-10%, n.s.) und hohere Cotininkonzentrationen im Speichel (+17%, n.s.).

Die Altersabhédngigkeit der HPB-Adduktkonzentrationen (Abb. 3-22 und Abb. 3-23) bei Rauchern
und Verwendern von Snus ist nicht mit einem geringeren Konsum der Tabakprodukte zu erkléren.
Andere Studien zeigen meist einen Anstieg von Addukten mit dem Alter, so z.B. HPB-Addukte in der
Magenschleimhaut [68], Addukte von Benz[a]pyrendiolepoxid in Lymphozyten [309] und 7-Me-
thylguanin im Urin [307].

4.2.5 Andere Einflussfaktoren fir DNA-Addukte in der Mundschleimhaut

Die Fragen zu Nahrungs- und Trinkverhalten ergaben nur zu wenigen Punkten signifikante Effekte
oder zumindest einheitliche Trends. Die hédufig geringe Anzahl der Probanden innerhalb der verschie-
denen Untergruppen der Nichtraucher, Raucher und Snuser erlaubte oft keine statistisch abzusichernde

Aussagen und war fiir eine multivariate Analyse zu klein.

Eine groBe Zahl an Studien bestimmten als Hauptrisikofaktoren fiir die Entstehung von Mundhdhlen-
karzinomen das Rauchen in Kombination mit regelméBigem Alkoholkonsum [10,16,167,304,305]. In
der Metaanalyse des International Head and Neck Cancer Epidemiology Consortiums (INHANCE)
aus 17 europdischen und amerikanischen Fall-Kontroll-Studien mit insgesamt 11.221 Féllen und

16.168 Kontrollen wurde im Hinblick auf das Zusammenwirken von Alkohol und Tabakrauch auf das
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Risiko fiir Kopf-Nacken-Karzinome ein mehr als multiplikatives Risiko speziell fiir orale Karzinome
errechnet [308]. Gegeniiber Probanden, die auf Alkohol verzichteten, konnten in der vorliegenden Stu-
die bei Nichtrauchern (1,9fach) und Verwendern von Snus (1,4fach) nur bei méaigem Alkoholkonsum
(<2 Glaser; Tab. 3—40) erhohte HPB-Adduktlevel in der Mundschleimhaut nachgewiesen werden. Bei
stirkerem Alkoholkonsum (>2 Gléser) schwichte sich der Effekt bei Nichtrauchern gegeniiber Nicht-
trinkern deutlich ab (1,3fach) und zeigte den gleichen Unterschied wie bei Benutzern von Snus, der
sich nur leicht von 1,4- auf 1,3fach abschwéchte. Bei den Rauchern trank nur einer keinen Alkohol
und es war kein Unterschied zwischen maBigem und stirkerem Alkoholkonsum zu sehen. Diese
Ergebnisse finden ihre Parallele in den Untersuchungen auf HPB-Addukte in Osophagusbiopsien von
Heppel [70,310], der hohere Unterschiede in den Adduktleveln von regelméfigen zu unregelméfigen
Trinkern bei Nichtrauchern (2,4fach, p<0,05) als bei Rauchern (1,5fach, n.s.) fand.

Alkohol konnte auf verschiedene Weise die Hohe der HPB-freisetzenden Addukte in der Mund-
schleimhaut beeinflussen (siche 4.1, Abb. 4-1). Eine Erh6hung konnte auf der gesteigerten Resorption
von Fremdstoffen in der Mundschleimhaut beruhen, aber auch auf einer verzogerten DNA-Reparatur
und der Induktion fremdstoffmetabolisierender Enzyme [226,311,312]. Eine Abschwichung dieser
Ethanoleffekte konnte bei starkem Alkoholkonsum durch kompetitive Hemmung des Fremdstoffwech-
sels zustande kommen, dhnlich wie sie in den hier durchgefiihrten Tierversuchen in der Leber beob-

achtet wurde.

Haufiger Verzehr von Obst und Gemiise wird generell mit einem erniedrigten Krebsrisiko in Verbin-
dung gebracht [313]. Dies wurde erneut in einer grolen europdischen Studie fiir die oberen Atem- und
Verdauungswege bestitigt [219]. Bei den hier untersuchten Nichtrauchern zeigt sich ein Schutzeffekt
durch tiglichen Verzehr von Obst und Gemiise. Die HPB-Addukte in der Mundschleimhaut waren
gegeniiber Probanden, die praktisch kein (-73%) oder nur gelegentlich (-58%) Obst und Gemiise al3en,
signifikant erniedrigt (Abb. 3-26 und Tab. 3-33). Bei den Rauchern waren die Unterschiede deutlich
geringer und erreichten kein Signifikanzniveau, bei den Verwendern von Snus wurde kein Schutz-
effekt gesehen. In Osophagusbiopsien wurden ebenfalls keine Unterschiede in den HPB-Addukten
hinsichtlich des Verzehrs von Obst und Gemiise beobachtet [70]. Auch DNA-Schidden in Leukozyten
und die Ausscheidung von oxidierten Guaninbasen im Urin wurden durch die Einnahme von 600 g
Obst und Gemiise oder einer entsprechenden Menge an Vitaminen und Mineralstoffen in einer kon-
trollierten Studie gegeniiber einer Antioxidantien freien Didt nicht verdndert [314]. Ein 10-wdchiger
vollstandiger Entzug von Obst und Gemiise erniedrigte sogar signifikant oxidative Schiaden an DNA,
Blutproteinen und Plasmalipiden [315]. In dieser Studie hatte die Zufuhr von Teecatechinen keinen
anhaltenden Effekt, wihrend in unserer Studie das Trinken von Tee zumindest mit einem leichten,
nicht signifikanten Riickgang der HPB-Addukte in der Mundschleimhaut bei Nichtrauchern (-38%,
n.s.) und Rauchern (-22%, n.s.), aber nicht bei Verwendern von Snus verbunden war (Abb. 3-31 und

Tab. 3-41).
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Auch der Schokolade und dem Kakao werden wegen ihres hohen Gehalts an Polyphenolen chemopré-
ventive Eigenschaften zugesprochen [316]. Gegeniiber gelegentlichem Schokoladenverzehr erhohte in
unserer Studie der tdgliche Verzehr bei den Nichtrauchern die HPB-Addukte in der Mundhohle um
fast das Doppelte (p<0,05; Abb. 3-29 und Tab. 3-37). Obwohl Schokolade wegen der hohen Kakao-
und Milchbestandteile [118] viel Myosmin enthalten sollte, hatten die Nichtraucher, die tiglich Scho-
kolade aBlen, geringere Konzentrationen von Myosmin im Speichel (n=7, 0,67+0,36 ng/ml) als die
gelegentlich Schokolade essenden Nichtraucher (n=38, 0,93+0,60 ng/ml). Einen Beitrag von Myosmin
zu den erhohten DNA-Adduktleveln lédsst sich aus diesen Ergebnissen nicht ableiten. Allerdings muss
beriicksichtigt werden, dass die Myosminkonzentrationen im Speichel hohen tageszeitlichen Schwan-
kungen unterliegen und damit eine singulire Messung zu einem nicht definierten Zeitpunkt wenig
Aussagekraft hinsichtlich der Myosminbelastung hat [212]. Beim Schokoladenverzehr ldngere Zeit in
unmittelbarem Kontakt mit der Mundschleimhaut stehendes Myosmin kdnnte durch Nitrosierung oder
Peroxidation vor Ort zu Addukten flihren. Hierbei konnte der Hygienestatus der Mundhohle eine
zusitzliche Rolle spielen, denn es ist bekannt, dass Bakterien auch bei eher neutralen pH-Werten die
endogene Nitrosierung fordern konnen [34]. Diese Effekte konnten bei Nichtrauchern stirker zum
Tragen kommen als bei Rauchern und Verwendern von Snus, die aufgrund des Tabakgenusses eine
signifikant hohere Myosminbelastung haben als Nichtraucher. In der vorliegenden Studie wurde nur
bei wenigen Probanden die hinsichtlich der Langzeitbelastung zuverlédssigere Bestimmung von Myos-
min in Zehennigeln durchgefiihrt. Deshalb ist keine zuverldssige Aussage zur Korrelation der Myos-
minbelastung mit den HPB-freisetzenden Addukten mdglich. Weitere Untersuchungen sind ndtig, um
den Beitrag von Myosmin zu diesen Addukten aufzukldren. Die beste Methode hierfiir wire die
gezielte Verabreichung von deuteriertem Myosmin an Probanden, vergleichbar zu den Studien, die
Benowitz und seine Mitarbeiter in vorbildlicher Weise mit deuteriertem Nicotin und Cotinin gemacht
haben [317]. Dadurch konnte nicht nur die Toxikokinetik von Myosmin bestimmt werden, sondern im
Falle des Beitrags zu DNA- und Hidmoglobinaddukten, die HPB freisetzen, diese durch den Nachweis

von deuteriertem HPB eindeutig gesichert werden.
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5 Zusammenfassung

Das Oropharynxkarzinom steht in Deutschland mit einem Anteil von 3,3% an allen bosartigen Neubil-
dungen bei Ménnern an der siebten Stelle der Krebsneuerkrankungen. Der jahrelange Gebrauch von
Tabakwaren ist ein wichtiger Risikofaktor, der durch gleichzeitige Anwendung hochprozentiger Alko-
holika multipliziert wird. In vielen westeuropéischen Industrieldindern konnte eine Zunahme von Inzi-
denz und Mortalitét festgestellt werden, dagegen weist Schweden die niedrigste Inzidenzrate auf. Eine
mogliche Erkldrung dafiir wird im geringeren Anteil an Rauchern vermutet. Ein Viertel der schwe-

dischen Minner verwendet Tabak in Form des Schwedischen Kautabaks, der als Snus bekannt ist.

Die tabakspezifischen Nitrosamine N'-Nitrosonornicotin (NNN) und 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyri-
dyl)-1-butanon (NNK) erzeugen im Tierversuch nicht nur Tumoren im Osophagus bzw. Lunge, Leber
und Pankreas, sondern bei gemeinsamer Gabe auch in der Mundhdhle. Beide Substanzen unterliegen
einer metabolischen Aktivierung, die iiber reaktive Zwischenstufen zu einer Pyridyloxobutylierung der
DNA fiihren. Unter saurer Hydrolyse spalten diese Addukte 4-Hydroxy-(3-pyridyl)-1-butanon (HPB)
ab, das nach Derivatisierung mittels Gaschromatographie/Massenspektrometrie (GC-MS) nachgewie-

sen werden kann.

Die Zielsetzungen der Studien mit ménnlichen Wistarratten waren die Bestimmung der Dosis-
Wirkungs-Beziehung fiir die Bildung HPB-freisetzender Addukte in den Zielorganen Lunge und
Leber, ausgelost durch die Gabe von NNK und ihre Modulation durch Ethanol. Des Weiteren sollten
protektive Effekte ausgewihlter antioxidativer Substanzen auf die Entstehung der DNA-Addukte beur-

teilt werden.

Der Vorversuch ergab, dass die 2- bis 4-wochige Zufuhr von 1, 3 und 5 ppm NNK iiber das Trink-
wasser in Lunge und Leber der Ratten ausreichend hohe Konzentrationen HPB-freisetzender DNA-

Addukten fiir die GC-MS-Bestimmung erzeugte.

Fiir den Interaktionsversuch von NNK und Ethanol erhielten die Ratten iiber 4 Wochen 1 oder 5 ppm
NNK alleine oder in Kombination mit 10% Ethanol iiber das Trinkwasser. NNK erzeugte in der Lunge
doppelt so hohe HPB-Adduktwerte als in der Leber. Die Sfach hohere NNK-Konzentration fiithrte nur
zu einer Verdoppelung der Adduktkonzentrationen, eine Bestéitigung fiir die in der Literatur berichtete
Sattigung der Adduktbildung durch NNK. Die Alkoholzufuhr verminderte die Wasseraufnahme und
damit die NNK-Dosis um etwa ein Drittel. Die Extrapolation auf die hohere NNK-Dosis bei alleiniger
NNK-Gabe zeigt, dass die HPB-Adduktlevel in der Leber unter dem Einfluss von Ethanol deutlich
geringer ausfielen. Dies spricht fiir eine kompetitive Hemmung der NNK-Aktivierung iiber CYP2E1
durch Ethanol in der Leber. Die Hemmung des Leberstoffwechsels fithrt zu einer hoheren Verfiigbar-

keit von NNK fiir die Lunge, in der leicht erhohte HPB-Adduktlevel gefunden wurden.

Der Chemopraventionsversuch diente der Untersuchung des Einflusses antioxidativer Substanzen auf

die Schidigung der DNA in Leber- und Lungengewebe von Ratten durch 5 ppm NNK und die
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gemeinsame Gabe von 5 ppm NNK und 10% Ethanol 4 Wochen iiber das Trinkwasser. Die 5-wochige
Zufuhr der antioxidativen Substanzen iiber das Futter begann bereits 1 Woche vor der NNK- und
Ethanolgabe in Konzentrationen von 7 g/kg Ellagséure, 3 g/kg Chlorophyllin oder 10 g/kg Vitamin E.
Bei alleiniger NNK-Gabe reduzierten alle drei Substanzen in der Reihenfolge Chlorophyllin (-41%,
p<0,01) > Vitamin E (-33%, p<0,05) > Ellagsdure (-22%; n.s.) die HPB-Addukte in der Leber. In der
Lunge reduzierte nur Vitamin E signifikant die HPB-Adduktlevel (-25%, p<0,01). Die zusétzliche
Ethanolgabe reduzierte auch in diesem Versuch die Wasseraufnahme und damit die NNK-Dosis,
wobei die Reduktion der HPB-Addukte in der Leber (-64%) und diesmal auch in der Lunge (-67%)
iiber das Ausmal} der Dosisreduktion (-33%) hinausging. Im Vergleich zur kombinierten NNK- und
Ethanolgabe reduzierte nur noch Chlorophyllin die HPB-Adduktlevel in der Leber (-35%, p<0,05) bei
gleichzeitig massiver Erhohung in der Lunge (+178%, p<0,001). Ellagséure erhohte die Adduktwerte
in den Organen Leber (+42%, p<0,05) und Lunge (+51%, p<0,05), Vitamin E bewirkte dagegen kei-
nerlei Verdnderungen. Der Nachweis von HPB-freisetzenden DNA-Addukten in Leber und Lunge von
Kontrollratten unterstiitzt die Hypothese, dass neben den TSNA weitere Quellen fiir diese Addukte

bestehen miissen.

Der Humanversuch befasste sich mit dem Einfluss von Rauchen und Verwendung von Snus auf HPB-
freisetzende DNA-Addukte. Dazu wurden je 2 nicht invasiv gewonnene Proben der Mundschleimhaut
der rechten und linken Seite von Nichtrauchern und Rauchern und bei Verwendern von Snus zusétz-
lich eine dritte Probe vom Applikationsort entnommen. Zur Bestimmung des Rauchstatus und der
Belastung mit Myosmin wurden Speichel- und Plasmaproben der Probanden herangezogen. Bei einem
Teil der Probanden wurden als Langzeitmarker fiir die Rauchbelastung zusétzlich die Gehalte an Nico-
tin, Myosmin und Cotinin in Zehennagelproben bestimmt. Demographische Daten, Ess- und Trink-
gewohnheiten wurden mit Hilfe eines Fragebogens erfasst. Die Studie schloss 173 Probanden eines

Altersbereiches von 16 bis 85 Jahren ein, darunter knapp 2/3 Ménner.

Mit 86 und 118 ng/mL war die Cotininbelastung bei Rauchern und Verwendern von Snus etwa 100-
fach hoher als bei Nichtrauchern mit 1,1 ng/ml. Fiir die Myosmingehalte ergaben sich bei Rauchern
und Verwendern von Snus mit 3,6 und 4.9 ng/mL nur etwa 4-5fache Unterschiede zu den Nichtrau-
chern mit 0,8 ng/mL, ein deutlicher Hinweis auf weitere Quellen des Myosmins neben dem Genuss
von Tabak und der Passivrauchbelastung. Zehennigeln sind etwa 20fach hoher mit Cotinin und
Myosmin belastet als der Speichel, Nicotin wird in den Zehennégeln 1,5fach stirker angereichert als

Cotinin.

HPB-freisetzende Addukte waren bei Nichtrauchern mit durchschnittlich 2,0 pmol HPB/mg DNA nur
5-8fach niedriger als bei Rauchern und Verwendern von Snus mit 10,7 und 17,6 pmol/mg. Die hoch-
sten Werte hatten zwei Zigarrenraucher mit 41 und 49 pmol/mg DNA. Dies entspricht einer Belastung
von 15 in 10° normalen Nukleotiden mit HPB. Mit den Konzentrationen der Tabakalkaloide gab es in
keiner Gruppe eine Korrelation. Frauen zeigten generell niedrigere Adduktlevel als Ménner. Mit zu-

nehmendem Alter nahm die Adduktbelastung trotz leicht erhdhten Zigarettenkonsums signifikant ab.
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Haufiger Verzehr von Obst und Gemiise reduzierte bei Nichtrauchern die Adduktbelastung auf weni-
ger als die Hilfte. Bei Rauchern war dieser Schutzeffekt wesentlich schwicher ausgeprigt und bei
Verwendern von Snus nicht mehr nachzuweisen. Dagegen erhdhte téglicher Schokoladenverzehr
ebenfalls nur bei Nichtrauchern die Addukte um das Doppelte. Fleischreiche Erndhrung fiihrte ebenso
wie hdufiger Genuss von gerducherten Lebensmitteln zu einer tendenziellen Erhohung der DNA-

Addukte bei Nichtrauchern und Rauchern.
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Leber Lunge

Gruppe c DNA Gehalt HPB c DNA Gehalt HPB

[mg/mL] DNA [mg] [fmol/mg] [mg/mL] DNA [mg] [fmol/mg]
Kontrolle
Ratte 1 0,4665 0,233 0 1,6498 0,660 0
Ratte 2 0,5221 0,261 0 1,856 0,742 0
Ratte 3 0,7814 0,391 0 1,419 0,566 0
Ratte 4 0,6907 0,345 0 0,9315 0,466 0
1 ppm NNK, 2 Wochen
Ratte 1 0,3618 0,181 0 0,8503 0,425 456,14
Ratte 2 0,2515 0,126 0 0,8468 0,423 609,93
Ratte 3 0,3223 0,161 1590,87 0,9904 0,495 693,14
Ratte 4 0,5886 0,294 710,85 0,8264 0,413 677,94
1 ppm NNK, 3 Wochen
Ratte 1 0,5805 0,290 0 0,8875 0,444 0
Ratte 2 0,5227 0,261 1010,09 0,8260 0,413 0
Ratte 3 0,6449 0,322 711,34 0,8992 0,450 330,14
Ratte 4 0,6771 0,339 2191,91 0,8715 0,436 927,19
1 ppm NNK, 4 Wochen
Ratte 1 0,327 0,164 1113,99 0,9585 0,479 1093,77
Ratte 2 0,6046 0,302 2529,63 0,9661 0,386 1097,25
Ratte 3 1,0495 0,525 117,03 0,9456 0,473 1003,10
Ratte 4 0,4059 0,203 3313,88 1,1093 0,440 300,46
3 ppm NNK, 2 Wochen
Ratte 1 0,2939 0,147 0 1,0901 0,327 408,72
Ratte 2 0,6436 0,322 44517 0,6169 0,308 1848,77
Ratte 3 0,3816 0,191 3737,72 1,5678 0,470 1737,58
Ratte 4 0,4607 0,230 1713,22 1,0991 0,329 1896,77
3 ppm NNK, 3 Wochen
Ratte 1 0,3773 0,188 197,18 0,5838 0,291 8210,48
Ratte 2 0,4377 0,219 1261,75 0,5817 0,290 1519,05
Ratte 3 0,3311 0,165 7879,91 1,1445 0,343 1548,52
Ratte 4 0,6100 0,305 951,87 1,6047 0,802 849,68
3 ppm NNK, 4 Wochen
Ratte 1 0,4472 0,224 307,88 0,9693 0,387 2564,350
Ratte 2 0,1923 0,096 2316,05 1,5638 0,600 1902,63
Ratte 3 0,5184 0,259 2508,43 0,8249 0,412 1520,75
Ratte 4 0,2241 0,112 2347,13 0,9060 0,360 697,36
5 ppm NNK, 2 Wochen
Ratte 1 0,1872 0,094 147,93 0,8862 0,354 155,02
Ratte 2 0,6699 0,335 156,71 1,0466 0,419 0
Ratte 3 0,2596 0,130 56,52 1,032 0,413 380,47
Ratte 4 0,3468 0,173 298,86 1,0699 0,428 305,54
5 ppm NNK, 3 Wochen
Ratte 1 0,5800 0,290 381,34 0,6767 0,338 1156,83
Ratte 2 0,2671 0,133 2678,30 0,8705 0,340 2503,38
Ratte 3 0,4461 0,223 3043,79 0,4565 0,228 2164,25
Ratte 4 0,7143 0,357 942,28 0,7645 0,382 1232,31
5 ppm NNK, 4 Wochen
Ratte 1 0,3609 0,180 4150,80 0,8453 0,423 955,56
Ratte 2 0,3752 0,188 3439,88 1,6345 0,650 1504,89
Ratte 3 0,5619 0,281 371,81 1,4581 0,580 2682,23
Ratte 4 0,2885 0,144 6816,67 1,5982 0,630 901,34
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Tab. A-2 Tierstudie Interaktion NNK und Ethanol

Leber Lunge

Gruppe Einwaage c DNA Gehalt HPB | Einwaage c DNA Gehalt HPB

[mg] [mg/mL] DNA[mg] [fmol/mg] [mg] [mg/mL] DNA [mg] [fmol/mg]
|
Ratte 1 169,2 0,52290 0,26145 0 110,3 0,44720 0,22360 0
Ratte 2 169,0 0,74235 0,37118 0 118,9 0,87780 0,43890 0
Ratte 3 163,0 0,48825 0,24413 0 110,3 0,95550 0,47775 0
Ratte 4 174,2 0,61425 0,30713 0 109,6 0,65415 0,32708 0
Ratte 5 175,3 0,83685 0,41843 0 103,1 0,48615 0,24308 0
Ratte 6 178,9 0,70770 0,35385 0 105,4 0,60165 0,30083 0
Ratte 7 182,8 0,82110 0,41055 0 107,8 1,43955 0,71978 0
Ratte 8 162,6 0,42105 0,21053 0 108,3 0,38010 0,19005 0
Ratte 9 164,3 0,86310 0,43155 0 112,8 1,26210 0,63105 0
Il
Ratte 1 11,7 0,23760 0,11880 1362,16 112,4 1,02795 0,51398 1263,91
Ratte 2 115,8 0,41910 0,20955 704,20 12,7 0,60585 0,30293 959,84
Ratte 3 114,9 0,16610 0,08305 646,69 121,7 0,18865 0,09433 1607,93
Ratte 4 152,0 1,52880 0,76440 497,23 123,3 0,51660 0,25830 1897,28
Ratte 5 112,4 0,55125 0,27563 232,33 11,3 1,08990 0,54495 1795,34
Ratte 6 114,2 0,32550 0,16275 1247,20 117,4 0,23310 0,11655 1050,70
Ratte 7 1571 1,02900 0,51450 582,59 120,1 0,68040 0,34020 2075,92
Ratte 8 122,9 0,59325 0,29663 559,65 114,1 0,24360 0,12180 1502,11
Ratte 9 166,9 0,82110 0,41055 1384,74 127,6 0,26250 0,13125 1899,65
1]
Ratte 1 156,5 1,11510 0,55755 1521,97 159,1 1,02410 0,51205 2027,01
Ratte 2 154,2 1,13400 0,56700 1001,37 167,8 0,30421 0,15211 4352,40
Ratte 3 161,6 0,78956 0,39478 2095,05 168,5 0,95211 0,47606 2797,98
Ratte 4 166,4 0,95792 0,47896 1181,16 163,0 0,88361 0,44181 2809,85
Ratte 5 177,0 0,78491 0,39246 2065,87 178,1 1,39566 0,69783 2997,32
Ratte 6 165,2 0,91031 0,45516 1265,91 173,0 1,69058 0,84529 2607,24
Ratte 7 193,1 0,97069 0,48535 1212,45 179,3 1,61460 0,80730 2988,85
Ratte 8 193,8 0,97766 0,48883 1274,68 169,7 1,56260 0,78130 2981,28
Ratte 9 166,3 1,33992 0,66996 11562,71 171,4 0,73710 0,36855 2677,46
\Y
Ratte 1 156,1 0,77595 0,38798 0 149,5 0,52920 0,26460 0
Ratte 2 151,8 1,13715 0,56858 0 156,3 0,49140 0,24570 0
Ratte 3 193,1 0,87885 0,43943 0 164,5 0,45045 0,22523 0
Ratte 4 163,8 0,53655 0,26828 0 152,8 0,32025 0,16013 0
Ratte 5 174,8 1,12140 0,56070 0 151,7 1,22115 0,61058 0
Ratte 6 170,6 1,01955 0,50978 0 176,6 0,98595 0,49298 0
Ratte 7 184,2 1,20330 0,60165 0 169,2 1,43010 0,71505 0
Ratte 8 161,9 0,74865 0,37433 0 162,0 0,91455 0,45728 0
Ratte 9 181,5 0,84840 0,42420 0 1911 0,99120 0,49560 0
\Y
Ratte 1 170,3 0,97230 0,48615 404,49 210,4 2,28165 1,14083 1949,22
Ratte 2 179,6 0,80535 0,40268 813,04 171,9 1,24005 0,62003 1677,60
Ratte 3 189,2 0,87885 0,43943 0 190,1 1,19490 0,59745 1193,69
Ratte 4 166,0 0,93870 0,46935 397,71 173,7 2,23450 1,11725 1726,82
Ratte 5 172,7 0,79800 0,39900 436,21 163,2 1,95775 0,97888 2530,54
Ratte 6 195,3 1,12140 0,56070 425,98 184,0 1,38705 0,69353 2635,93
Ratte 7 190,3 0,83265 0,41633 421,26 190,7 1,25055 0,62528 1141,32
Ratte 8 199,5 1,18545 0,59273 641,31 179,2 1,56415 0,78208 1414,82
Ratte 9 184,3 1,14450 0,57225 707,96 171,8 1,31355 0,65678 1293,99
\
Ratte 1 170,6 1,54330 0,77165 494,93 190,3 0,91560 0,45780 3275,06
Ratte 2 176,2 0,59535 0,29768 1148,35 191,0 0,26355 0,13178 2951,26
Ratte 3 179,6 0,81900 0,40950 710,01 182,0 0,90930 0,45465 2777,82
Ratte 4 194,1 1,33665 0,66833 716,37 177,0 0,98385 0,49193 2914,57
Ratte 5 183,0 1,03320 0,51660 760,14 168,2 0,76020 0,38010 2885,21
Ratte 6 194,9 1,25265 0,62633 699,06 168,3 0,74340 0,37170 3093,21
Ratte 7 174,5 2,01720 1,00860 837,92 190,2 0,99855 0,49928 3230,87
Ratte 8 192,4 1,02900 0,51450 738,71 180,0 0,67515 0,33758 3216,58
Ratte 9 170,3 0,76440 0,38220 1014,75 176,3 0,77805 0,38903 3127,11




Tab. A-3 Tierstudie 2, Chemoprivention

133

Leber Lunge
Gruppe | Einwaage c DNA Gehalt HPB Einwaage c¢ DNA Gehalt HPB

[mg] [mg/mL] DNA [mg] [fmol/mg] | [mg] [mg/mL] DNA[mg] [fmol/mg]
|
Ratte 1 131,2 0,30960 0,15480 284,45 131,9 0,18195 0,09098 351,47
Ratte 2 116,3 0,41137 0,20569 184,99 135,0 0,57015 0,28508 231,30
Ratte 3 114,6 0,75178 0,37589 78,45 139,9 0,29505 0,14753 390,21
Ratte 4 125,1 0,51672 0,25836 167,74 134,2 0,31462 0,15731 345,05
Ratte 5 120,4 1,40037 0,70019 54,42 130,6 0,75465 0,37733 206,79
Ratte 6 125,6 0,50525 0,25263 157,81 135,4 0,51098 0,25549 284,82
Ratte 7 117,5 0,27663 0,13832 262,84 129,6 0,60845 0,30423 223,80
Ratte 8 126,3 0,83348 0,41674 101,82 136,1 0,45652 0,22826 318,53
Ratte 9 116,1 0,72527 0,36264 96,86 121,2 0,62637 0,31319 389,18
Il
Ratte 1 125,7 0,80912 0,40456 349,41 122,5 0,17272 0,08636 1532,26
Ratte 2 132,3 0,45293 0,22647 743,61 123,6 0,11108 0,05554 2054,55
Ratte 3 124,3 0,39202 0,19601 1010,51 132,8 0,16483 0,08242 1766,53
Ratte 4 116,5 0,49378 0,24689 475,26 120,4 0,07382 0,03691 1820,16
Ratte 5 115,2 0,37195 0,18598 779,93 137,3 0,80123 0,40062 1475,78
Ratte 6 133,2 0,64142 0,32071 924,25 126,7 0,27878 0,13939 1419,79
Ratte 7 121,9 0,70735 0,35368 609,59 135,4 0,25657 0,12829 1389,46
Ratte 8 137,3 1,29430 0,64715 534,28 124,0 0,16913 0,08457 1465,49
Ratte 9 122,0 0,68585 0,34293 626,54 128,7 0,14692 0,07346 1799,16
1]
Ratte 1 133,2 0,36048 0,18024 523,57 118,3 0,09173 0,04587 1959,88
Ratte 2 130,2 0,27305 0,13653 689,55 124,5 0,13115 0,06558 1365,42
Ratte 3 132,8 0,51887 0,25944 610,62 127,9 0,12112 0,06056 1407,80
Ratte 4 128,9 0,24868 0,12434 751,24 129,3 0,11968 0,05984 1970,89
Ratte 5 123,5 0,46798 0,23399 599,05 145,5 0,18132 0,09066 1193,38
Ratte 6 138,3 0,36622 0,18311 640,82 133,3 0,14405 0,07203 1543,58
Ratte 7 1471 0,94743 0,47372 304,37 133,6 0,11180 0,05590 1841,47
Ratte 8 128,4 0,60773 0,30387 276,52 121,4 0,20425 0,10213 1004,88
Ratte 9 131,8 0,79192 0,39596 341,30 135,8 0,16842 0,08421 1661,44
\Y
Ratte 1 156,1 0,77595 0,38798 390,15 130,4 0,18920 0,09460 1337,09
Ratte 2 151,8 1,13715 0,56858 389,12 117,8 0,18777 0,09389 1477,35
Ratte 3 193,1 0,87885 0,43943 383,91 110,2 0,13975 0,06988 1541,58
Ratte 4 163,8 0,53655 0,26828 330,76 0,0 0,00000 0,00000 n.d.
Ratte 5 174,8 1,12140 0,56070 341,42 117,2 0,25513 0,12757 1450,78
Ratte 6 170,6 1,01955 0,50978 340,45 118,7 0,15480 0,07740 1324,87
Ratte 7 184,2 1,20330 0,60165 581,13 130,5 0,14548 0,07274 1533,53
Ratte 8 161,9 0,74865 0,37433 294,80 130,5 0,18777 0,09389 1576,51
Ratte 9 181,5 0,84840 0,42420 531,68 111,0 0,16627 0,08314 1280,13
\Y
Ratte 1 1151 0,40707 0,20354 388,94 110,6 0,15695 0,07848 1190,06
Ratte 2 116,7 0,33182 0,16591 388,51 123,6 0,09962 0,04981 1282,19
Ratte 3 114,2 0,30602 0,15301 492,88 119,2 0,07040 0,03520 1428,02
Ratte 4 136,0 0,31318 0,15659 486,94 126,4 0,22790 0,11395 1052,10
Ratte 5 119,0 0,35977 0,17989 512,565 117,7 0,34973 0,17487 1356,95
Ratte 6 118,2 0,54467 0,27234 503,77 137,1 0,21285 0,10643 1249,62
Ratte 7 126,0 0,50668 0,25334 537,67 111,8 0,21213 0,10607 1343,21
Ratte 8 117,3 0,32107 0,16054 413,94 126,7 0,15193 0,07597 1149,50
Ratte 9 132,3 0,60487 0,30244 314,84 123,1 0,34113 0,17057 1112,63
\
Ratte 1 121,2 0,62493 0,31247 0,00 135,6 0,19422 0,09711 0,00
Ratte 2 123,6 0,54538 0,27269 0,00 138,7 0,25083 0,12542 0,00
Ratte 3 1313 0,59698 0,29849 0,00 128,6 0,18060 0,09030 0,00
Ratte 4 120,0 0,68585 0,34293 0,00 119,6 0,24725 0,12363 0,00
Ratte 5 115,4 0,56187 0,28094 0,00 140,3 0,17702 0,08851 0,00
Ratte 6 118,9 0,51385 0,25693 0,00 115,2 0,22073 0,11037 0,00
Ratte 7 122,0 0,70162 0,35081 0,00 119,2 0,22360 0,11180 0,00
Ratte 8 134,3 0,46655 0,23328 0,00 123,8 0,18132 0,09066 0,00
Ratte 9 134,0 0,64357 0,32179 0,00 126,7 0,26947 0,13474 0,00
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Leber Lunge
Gruppe | Einwaage c DNA Gehalt HPB Einwaage c¢ DNA Gehalt HPB

[mg] [mg/mL] DNA [mg] [fmol/mg] | [mg] [mg/mL] DNA[mg] [fmol/mg]
Vi
Ratte 1 140,5 0,49880 0,24940 0,00 123,3 0,33970 0,16985 0,00
Ratte 2 114,4 0,35618 0,17809 0,00 138,0 0,18418 0,09209 0,00
Ratte 3 135,6 0,09930 0,04965 0,00 124,6 0,41853 0,20927 0,00
Ratte 4 116,3 0,29383 0,14692 0,00 122,0 0,61992 0,30996 0,00
Ratte 5 127,5 0,37840 0,18920 0,00 128,1 0,19637 0,09819 0,00
Ratte 6 113,8 0,33182 0,16591 0,00 129,3 0,09818 0,04909 0,00
Ratte 7 122,5 0,28237 0,14119 0,00 122,9 0,14405 0,07203 0,00
Ratte 8 128,0 0,38127 0,19064 0,00 114,2 0,24438 0,12219 0,00
Ratte 9 112,9 0,30745 0,15373 0,00 139,56 0,49952 0,24976 0,00
VI
Ratte 1 118,9 0,56760 0,28380 0,00 1111 0,19170 0,09585 0,00
Ratte 2 139,1 0,40850 0,20425 0,00 123,2 0,41525 0,20763 0,00
Ratte 3 134,5 0,05350 0,02675 0,00 118,6 0,10800 0,05400 0,00
Ratte 4 118,9 0,38557 0,19279 0,00 126,4 0,37400 0,18700 0,00
Ratte 5 125,4 0,72813 0,36407 0,00 126,4 0,39215 0,19608 0,00
Ratte 6 111,8 0,49593 0,24797 0,00 128,2 0,61985 0,30993 0,00
Ratte 7 127,3 0,45938 0,22969 0,00 123,1 0,20845 0,10423 0,00
Ratte 8 140,2 0,36263 0,18132 0,00 128,2 0,38115 0,19058 0,00
Ratte 9 133,2 0,55470 0,27735 0,00 121,9 0,16995 0,08498 0,00
IX
Ratte 1 123,1 0,33540 0,16770 0,00 129,2 0,12757 0,06379 0,00
Ratte 2 136,9 0,70162 0,35081 0,00 122,2 0,26445 0,13223 0,00
Ratte 3 127,5 0,09330 0,04665 0,00 123,1 0,21070 0,10535 0,00
Ratte 4 123,5 0,53965 0,26983 0,00 125,5 0,28595 0,14298 0,00
Ratte 5 115,7 0,57333 0,28667 0,00 132,1 0,74390 0,37195 0,00
Ratte 6 126,2 0,46727 0,23364 0,00 0,0 0,00000 0,00000 0,00
Ratte 7 110,2 0,59842 0,29921 0,00 135,4 0,17128 0,08564 0,00
Ratte 8 128,8 0,53463 0,26732 0,00 132,4 0,21285 0,10643 0,00
Ratte 9 127,6 0,79693 0,39847 0,00 135,8 0,29743 0,14872 0,00
X
Ratte 1 130,9 0,26087 0,13044 257,27 116,2 0,14118 0,07059 646,51
Ratte 2 114,9 0,21858 0,10929 239,72 127,7 0,13975 0,06988 282,52
Ratte 3 133,7 0,17128 0,08564 245,77 1371 0,09162 0,04581 528,11
Ratte 4 118,6 0,13330 0,06665 265,45 130,5 0,21070 0,10535 424,53
Ratte 5 117,2 0,43287 0,21644 190,93 118,9 0,18418 0,09209 439,42
Ratte 6 131,2 0,14835 0,07418 240,20 139,8 0,38987 0,19494 505,89
Ratte 7 125,0 0,22432 0,11216 224,16 122,4 0,14118 0,07059 666,79
Ratte 8 116,2 0,26660 0,13330 268,59 133,2 0,10678 0,05339 856,93
Ratte 9 1221 0,24367 0,12184 257,15 114,3 0,15767 0,07884 499,17
Xl
Ratte 1 119,9 0,22432 0,11216 399,35 1171 0,13473 0,06737 701,78
Ratte 2 123,6 0,21930 0,10965 412,85 134,0 0,10750 0,05375 820,07
Ratte 3 136,7 0,18490 0,09245 451,95 136,2 0,40993 0,20497 914,20
Ratte 4 1241 0,56187 0,28094 197,16 1271 0,78475 0,39238 949,55
Ratte 5 122,8 0,55900 0,27950 392,99 137,0 0,86932 0,43466 979,09
Ratte 6 129,7 0,44003 0,22002 289,36 131,5 0,07525 0,03763 803,30
Ratte 7 118,7 0,30673 0,15337 370,23 124,7 0,14763 0,07382 n.d.
Ratte 8 138,2 0,47013 0,23507 263,99 119,6 0,09890 0,04945 636,52
Ratte 9 128,2 0,38055 0,19028 325,38 137,9 0,20425 0,10213 705,29
Xl
Ratte 1 138,9 0,52890 0,26445 107,39 127,2 0,97610 0,48805 1664,89
Ratte 2 122,6 0,49880 0,24940 179,67 129,2 0,11252 0,05626 1557,68
Ratte 3 119,1 0,63425 0,31713 147,64 131,6 0,29455 0,14728 1421,66
Ratte 4 112,7 0,32895 0,16448 157,15 1211 0,19135 0,09568 1334,31
Ratte 5 111,2 0,46512 0,23256 187,23 121,9 0,90157 0,45079 1717,13
Ratte 6 121,5 0,95245 0,47623 173,13 110,1 0,23363 0,11682 1146,05
Ratte 7 1243 0,82632 0,41316 n.d. 132,3 0,24152 0,12076 1297,75
Ratte 8 119,1 0,42283 0,21142 n.d. 112,0 0,29670 0,14835 1958,61
Ratte 9 122,3 0,34543 0,17272 147,10 133,1 0,19278 0,09639 1399,02
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Leber Lunge
Gruppe | Einwaage c DNA Gehalt HPB Einwaage c¢ DNA Gehalt HPB

[mg] [mg/mL] DNA[mg] [fmol/mg] | [mg] [mg/mL] DNA[mg] [fmol/mg]
Xl
Ratte 1 137,8 0,33468 0,16734 272,10 133,1 0,09530 0,04765 563,88
Ratte 2 124,0 0,17773 0,08887 295,35 131,9 0,06310 0,03155 480,95
Ratte 3 112,3 0,51242 0,25621 254,19 135,8 0,31605 0,15803 502,56
Ratte 4 119,3 0,36335 0,18168 250,98 122,4 0,05630 0,02815 486,40
Ratte 5 127,4 0,40993 0,20497 217,56 128,3 0,46942 0,23471 485,01
Ratte 6 139,1 0,80338 0,40169 169,86 129,8 0,18425 0,09213 380,28
Ratte 7 121,0 0,48447 0,24224 234,57 134,0 0,35905 0,17953 575,99
Ratte 8 129,8 0,33397 0,16699 279,25 124,9 0,15408 0,07704 584,59
Ratte 9 128,8 0,42570 0,21285 181,60 114,8 0,22002 0,11001 558,31
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Tab. A—-4 Humanstudie

Nr. | Alter | Geschlecht | Rauchstatus | Anzahl | Zeitraum | Beige- Anzahl | Zeitraum | Ex- seit
/d [a] brauch | /d [a] raucher | x a

1 39 ménnlich Zigarette 20 15 nein 0 0 nein 0
2 30 weiblich Zigarette 20 7 nein 0 0 nein 0
3 60 weiblich Nichtraucher | 0 0 nein 0 0 nein 0
4 30 ménnlich Snus 20 10 Zigarette | 2 10 nein 0
5 19 weiblich Nichtraucher | 0 0 nein 0 0 nein 0
6 16 weiblich Nichtraucher | 0 0 nein 0 0 nein 0
7 48 weiblich Nichtraucher | 0 0 nein 0 0 nein 0
8 26 méannlich Nichtraucher | 0 0 nein 0 0 nein 0
9 30 méinnlich Nichtraucher | 0 0 nein 0 0 nein 0
10 | 38 ménnlich Zigarette 10 10 nein 0 0 nein 0
11 129 weiblich Nichtraucher | 0 0 nein 0 0 nein 0
12 170 weiblich Zigarette 5 25 nein 0 0 nein 0
13 | 50 ménnlich Zigarre 1 15 Zigarette | 5 10 nein 0
14 |52 ménnlich Zigarre 10 10 nein 0 0 nein 0
15 |30 weiblich Nichtraucher | 0 0 nein 0 0 nein 0
16 | 35 ménnlich Nichtraucher | 0 0 nein 0 0 nein 0
17 |40 ménnlich Zigarette 15 19 nein 0 0 nein 0
18 | 34 weiblich Nichtraucher | 0 0 nein 0 0 nein 0
19 |29 weiblich Nichtraucher | 0 0 nein 0 0 ja 2,5
20 | 61 méannlich Nichtraucher | 0 0 nein 0 0 nein 0
21 | 85 weiblich Nichtraucher | 0 0 nein 0 0 nein 0
22 |29 ménnlich Zigarette 20 9 nein 0 0 nein 0
23 | 38 weiblich Zigarette 20 7 nein 0 0 nein 0
24 | 22 weiblich Zigarette 10 4 nein 0 0 nein 0
25 | 26 ménnlich Zigarette 20 11 nein 0 0 nein 0
27 | 32 weiblich Zigarette 20 15 nein 0 0 nein 0
29 |30 weiblich Zigarette 15 8 nein 0 0 nein 0
30 | 37 weiblich Zigarette 18 18 nein 0 0 nein 0
32 |59 ménnlich Zigarette 20 39 nein 0 0 nein 0
33 | 36 weiblich Nichtraucher | 0 0 nein 0 0 nein 0
34 |30 weiblich Nichtraucher | 0 0 nein 0 0 nein 0
35 | 54 weiblich Zigarette 18 32 nein 0 0 nein 0
36 |43 weiblich Zigarette 30 26 nein 0 0 nein 0
37 |33 weiblich Zigarette 2 18 nein 0 0 nein 0
38 |25 weiblich Nichtraucher | 0 0 nein 0 0 ja 0,5
39 |31 weiblich Nichtraucher | 0 0 nein 0 0 nein 0
40 | 26 weiblich Nichtraucher | 0 0 nein 0 0 nein 0
41 | 45 ménnlich Nichtraucher | 0 0 nein 0 0 nein 0
42 | 24 weiblich Nichtraucher | 0 0 nein 0 0 nein 0
43 | 59 weiblich Nichtraucher | 0 0 nein 0 0 nein 0
44 | 54 ménnlich Zigarette 10 35 nein 0 0 nein 0
45 | 59 weiblich Zigarette 15 20 nein 0 0 nein 0
46 | 53 weiblich Zigarette 10 36 nein 0 0 nein 0
47 | 33 ménnlich Nichtraucher | 0 0 nein 0 0 nein 0




Tab. A-4 Humanstudie, Fortsetzung 1

137

Nr. | Alter | Geschlecht | Rauchstatus | Anzahl | Zeitraum | Beige- Anzahl | Zeitraum | Ex- seit
/d [a] brauch | /d [a] raucher | xa
48 25 weiblich | Nichtraucher 0 0 nein 0 0 0 0
49 31 weiblich Nichtraucher 0 0 nein 0 0 1 0,5
50 59 miénnlich | Nichtraucher 0 0 nein 0 0 1 2
51 30 weiblich | Nichtraucher 0 0 nein 0 0 0 0
52 54 weiblich | Nichtraucher 0 0 nein 0 0 0 0
53 34 mannlich | Nichtraucher 0 0 nein 0 0 0 0
54 43 maénnlich | Nichtraucher 0 0 nein 0 0 0 0
55 30 méannlich | Nichtraucher 0 0 nein 0 0 0 0
56 25 weiblich | Nichtraucher 0 0 nein 0 0 1 3
57 53 weiblich | Nichtraucher 0 0 nein 0 0 0 0
58 67 ménnlich Zigarette 40 50 nein 0 0 0 0
59 72 weiblich | Nichtraucher 0 0 nein 0 0 0 0
60 33 ménnlich Zigarette 3 15 nein 0 0 0 0
61 30 mannlich | Nichtraucher 0 0 nein 0 0 0 0
62 35 ménnlich Zigarette 12 20 nein 0 0 0 0
63 28 weiblich | Nichtraucher 0 0 nein 0 0 0 0
64 30 weiblich | Nichtraucher 0 0 nein 0 0 0 0
65 54 mannlich | Nichtraucher 0 0 nein 0 0 0 0
66 30 maénnlich | Nichtraucher 0 0 nein 0 0 0 0
67 35 méannlich | Nichtraucher 0 0 nein 0 0 0 0
68 31 mannlich Snus 6 10 nein 0 0 0 0
69 57 weiblich Zigarette 25 35 nein 0 0 0 0
70 82 weiblich Zigarette 20 60 nein 0 0 0 0
72 34 weiblich | Nichtraucher 0 0 nein 0 0 0 0
77 57 weiblich | Nichtraucher 0 0 nein 0 0 0 0
78 43 weiblich | Nichtraucher 0 0 nein 0 0 0 0
79 59 maénnlich | Nichtraucher 0 0 nein 0 0 0 0
80 24 ménnlich Zigarette 15 6 nein 0 0 0 0
81 28 mannlich | Nichtraucher 0 0 nein 0 0 0 0
82 27 ménnlich Zigarette 10 7 nein 0 0 0 0
83 47 maénnlich | Nichtraucher 0 0 nein 0 0 0 0
93 50 ménnlich Zigarillo 15 34 nein 0 0 0 0
101 | 22 ménnlich Snus 12 2 Zigarette 10 7 0 0
102 | 41 mannlich Snus 50 32 Zigarette 10 6 0 0
103 66 mannlich Snus 15 40 nein 0 0 0 0
104 | 59 maénnlich Snus 25 35 nein 0 0 0 0
105 | 36 mannlich Snus 6 22 nein 0 0 0 0
106 | 65 mannlich Snus 30 28 nein 0 0 0 0
107 | 79 ménnlich Snus 7 59 nein 0 0 0 0
108 69 ménnlich Snus 7 45 nein 0 0 0 0
109 | 42 mannlich Snus 10 31 nein 0 0 0 0
110 | 52 ménnlich Snus 20 25 nein 0 0 0 0
111 54 mannlich Snus 16 27 nein 0 0 0 0
112 54 maénnlich Snus 10 40 nein 0 0 0 0
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Tab. A-4 Humanstudie, Fortsetzung 2

Nr. | Alter | Geschlecht | Rauchstatus | Anzahl | Zeitraum | Beige- Anzahl | Zeitraum | Ex- seit
/d [a] brauch /d [a] raucher | xa
113 ] 50 ménnlich Snus 12 35 nein 0 0 0 0
114 | 60 ménnlich Snus 10 40 nein 0 0 0 0
115 | 68 ménnlich Snus 10 50 nein 0 0 0 0
116 | 50 weiblich Snus 15 20 nein 0 0 0 0
117 | 21 ménnlich Snus 6 2 Zigarette 15 0 0
118 | 36 ménnlich Snus 16 24 nein 0 0 0 0
119 | 21 ménnlich Snus 12 6 nein 0 0 0 0
120 | 35 ménnlich Snus 10 15 nein 0 0 0 0
121 39 ménnlich Snus 8 26 nein 0 0 0 0
122 | 63 ménnlich Snus 2 45 nein 0 0 0 0
123 | 44 ménnlich Snus 8 14 nein 0 0 0 0
124 | 36 weiblich Snus 15 9 nein 0 0 0 0
125 | 61 ménnlich Snus 30 37 nein 0 0 0 0
126 | 63 ménnlich Snus 24 46 nein 0 0 0 0
127 | 48 ménnlich Snus 24 15 Zigarette 10 20 0 0
128 | 39 weiblich Snus 16 20 Kautabak 1 5 0 0
129 | 55 weiblich Snus 10 10 nein 0 0 0 0
130 | 26 weiblich Snus 10 8 Zigarette 2 7 0 0
131 | 43 ménnlich Snus 10 10 nein 0 0 0 0
132 | 51 ménnlich Zigarette 20 20 nein 0 0 0 0
133 | 37 ménnlich Zigarette 20 15 nein 0 0 0 0
134 | 48 ménnlich Zigarette 20 25 nein 0 0 0 0
135 | 37 ménnlich Zigarette 40 20 nein 0 0 0 0
136 | 52 ménnlich Zigarette 25 30 nein 0 0 0 0
137 | 24 ménnlich Zigarette 15 5 nein 0 0 0 0
138 | 27 ménnlich Zigarette 20 8 nein 0 0 0 0
139 | 24 ménnlich Zigarette 15 30 nein 0 0 0 0
140 | 25 ménnlich Zigarette 15 2 nein 0 0 0 0
141 | 53 ménnlich Zigarette 20 30 nein 0 0 0 0
142 | 59 ménnlich Zigarette 25 30 nein 0 0 0 0
143 | 22 ménnlich Zigarette 20 5 nein 0 0 0 0
144 | 27 ménnlich Zigarette 25 10 nein 0 0 0 0
145 | 50 ménnlich Zigarette 20 30 nein 0 0 0 0
146 | 23 ménnlich Zigarette 15 10 nein 0 0 0 0
147 | 42 ménnlich Zigarette 20 27 nein 0 0 0 0
148 | 53 ménnlich Zigarette 40 30 nein 0 0 0 0
149 | 33 ménnlich Zigarette 17 15 nein 0 0 0 0
150 | 44 ménnlich Zigarette 20 23 nein 0 0 0 0
151 | 58 ménnlich Zigarette 20 16 nein 0 0 0 0
153 | 35 ménnlich Zigarette 60 15 nein 0 0 0 0
154 | 25 ménnlich Zigarette 20 2 nein 0 0 0 0
156 | 20 ménnlich Zigarette 15 7 nein 0 0 0 0
157 | 54 ménnlich Zigarette 16 38 nein 0 0 0 0
158 | 25 ménnlich Zigarette 10 10 nein 0 0 0 0




139

Tab. A—4 Humanstudie, Fortsetzung 3

Nr. | Alter | Geschlecht | Rauchstatus | Anzahl | Zeitraum | Beige- Anzahl | Zeitraum | Ex- seit
/d [a] brauch /d [a] raucher | xa
159 | 22 ménnlich Zigarette 10 2 nein 0 0 0 0
160 | 42 ménnlich Zigarette 15 25 nein 0 0 0 0
161 | 30 ménnlich Zigarette 1 2 nein 0 0 0 0
162 | 51 ménnlich Zigarette 10 20 nein 0 0 0 0
163 | 37 ménnlich Zigarette 20 20 nein 0 0 0 0
164 | 27 ménnlich Zigarette 20 8 nein 0 0 0 0
165 | 64 ménnlich Zigarette 20 45 nein 0 0 0 0
166 | 26 ménnlich Zigarette 12 8 nein 0 0 0 0
167 | 33 ménnlich Zigarette 15 15 nein 0 0 0 0
168 | 28 ménnlich Zigarette 30 10 nein 0 0 0 0
169 | 23 ménnlich Zigarette 15 nein 0 0 0 0
170 | 49 ménnlich Zigarette 35 30 nein 0 0 0 0
171 | 37 ménnlich Zigarette 15 3 nein 0 0 0 0
172 | 21 ménnlich Zigarette 15 5 nein 0 0 0 0
173 | 42 ménnlich Zigarette 25 25 nein 0 0 0 0
174 | 25 ménnlich Zigarette 15 7 nein 0 0 0 0
175 | 50 ménnlich Zigarette 30 30 nein 0 0 0 0
176 | 71 ménnlich Zigarette 15 18 nein 0 0 0 0
177 | 23 ménnlich Zigarette 20 8 nein 0 0 0 0
178 | 59 ménnlich Zigarette 30 40 nein 0 0 0 0
179 | 19 ménnlich Zigarette 15 7 nein 0 0 0 0
180 | 41 ménnlich Zigarette 30 20 nein 0 0 0 0
181 | 38 ménnlich Zigarette 20 20 nein 0 0 0 0
182 | 35 ménnlich Zigarette 20 15 nein 0 0 0 0
183 | 48 ménnlich Zigarette 20 25 nein 0 0 0 0
184 | 23 ménnlich Zigarette 15 3 nein 0 0 0 0
185 | 56 ménnlich Zigarette 25 35 nein 0 0 0 0
186 | 58 ménnlich Zigarette 20 30 nein 0 0 0 0
187 | 51 ménnlich Zigarette 25 18 nein 0 0 0 0
188 | 27 ménnlich Zigarette 16 11 nein 0 0 0 0
189 | 23 ménnlich Zigarette 18 4 nein 0 0 0 0
190 | 24 ménnlich Zigarette 20 8 nein 0 0 0 0
191 | 31 ménnlich Zigarette 30 10 nein 0 0 0 0
192 | 47 ménnlich Zigarette 20 27 nein 0 0 0 0
193 | 23 ménnlich Zigarette 20 11 nein 0 0 0 0
194 | 25 ménnlich Zigarette 20 9 nein 0 0 0 0
195 | 21 ménnlich Zigarette 20 4 nein 0 0 0 0
196 | 64 ménnlich Zigarette 20 40 nein 0 0 0 0
197 | 47 ménnlich Zigarette 20 20 nein 0 0 0 0
198 | 59 ménnlich Zigarette 30 40 nein 0 0 0 0
199 | 45 ménnlich Zigarette 20 20 nein 0 0 0 0
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Tab. A-4 Humanstudie, Fortsetzung 4

Nr. Bil- Hauptmahlzeiten Snack salzige scharfe Tempe- | Geschwindi
dung Speisen Speisen ratur gkeit
1 FH alles nein selten selten heil3 normal
2 Uni Mittag+Abend nein selten selten heif3 normal
3 Uni Friihstiick+Abend nein selten gelegentlich heif normal
4 Uni alles ja gelegentlich gelegentlich warm hastig
5 Lehre alles ja gelegentlich selten warm normal
6 Lehre alles ja gelegentlich selten warm normal
7 Lehre alles nein gelegentlich gelegentlich warm normal
8 Uni alles nein selten gelegentlich heif3 normal
9 Uni alles ja haufig gelegentlich warm normal
10 Uni alles ja selten selten heil3 normal
11 Uni alles ja gelegentlich gelegentlich warm normal
12 Lehre Friihstiick+Abend nein hiufig hiufig warm normal
13 Uni alles nein selten gelegentlich heif3 normal
14 Lehre alles nein gelegentlich gelegentlich heif3 normal
15 Uni Mittag+Abend ja haufig héaufig heif3 normal
16 Uni Mittag nein gelegentlich gelegentlich warm normal
17 Lehre Mittag+Abend nein gelegentlich gelegentlich heif3 normal
18 Uni alles ja gelegentlich gelegentlich warm normal
19 Lehre alles ja gelegentlich gelegentlich heif langsam
20 Uni alles nein selten selten warm hastig
21 Uni alles nein gelegentlich gelegentlich heif3 langsam
22 Uni Abendessen ja haufig gelegentlich heil3 normal
23 FH alles ja gelegentlich selten warm normal
24 Lehre Mittag+Abend ja gelegentlich gelegentlich warm hastig
25 Lehre Mittag+Abend ja gelegentlich haufig heil3 langsam
27 Uni Friihstiick+Abend ja selten selten kalt normal
29 Uni alles nein gelegentlich gelegentlich kalt normal
30 Uni alles nein selten selten warm normal
32 Lehre alles nein selten selten warm normal
33 Uni Friihstiick+Abend ja selten selten heif hastig
34 Uni alles ja gelegentlich gelegentlich heif3 normal
35 Lehre alles nein selten selten warm normal
36 Lehre alles nein gelegentlich gelegentlich warm normal
37 Uni alles nein selten gelegentlich warm normal
38 Uni alles ja selten selten warm normal
39 FH alles ja gelegentlich selten warm normal
40 Uni alles ja gelegentlich gelegentlich warm normal
41 Uni alles nein gelegentlich haufig heif3 normal
42 Lehre alles nein selten héaufig heif normal
43 Lehre alles nein gelegentlich gelegentlich warm normal
44 Uni alles ja gelegentlich gelegentlich warm normal
45 Lehre alles nein gelegentlich gelegentlich warm normal
46 Lehre alles nein gelegentlich gelegentlich warm normal
47 FH Friihstiick+Mittag nein selten selten warm hastig
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Nr. Aus- Hauptmahlzeiten Snack salzige scharfe Tempe- | Geschwindi
bildung Speisen Speisen ratur gkeit
48 Uni alles nein gelegentlich gelegentlich warm normal
49 FH alles ja héufig gelegentlich warm normal
50 Lehre alles ja gelegentlich selten warm normal
51 Uni alles nein gelegentlich gelegentlich warm normal
52 FH alles nein selten selten warm normal
53 Uni alles nein gelegentlich gelegentlich warm hastig
54 Lehre Friihstiick+Abend ja selten gelegentlich heif hastig
55 FH alles nein selten selten heif3 normal
56 Uni alles nein selten gelegentlich heif3 normal
57 Lehre alles nein gelegentlich gelegentlich heif3 normal
58 Lehre alles nein héaufig héufig warm normal
59 Lehre Mittag nein selten selten heif3 normal
60 Uni alles ja selten selten warm normal
61 FH alles ja selten gelegentlich heif3 hastig
62 FH Friihstiick nein gelegentlich gelegentlich warm normal
63 Uni alles nein hiufig selten heif3 normal
64 Uni alles nein gelegentlich gelegentlich warm normal
65 Uni alles nein gelegentlich gelegentlich warm normal
66 Uni alles nein gelegentlich gelegentlich warm normal
67 Uni alles ja selten gelegentlich warm normal
68 Lehre alles nein hiufig gelegentlich kalt hastig
69 Lehre Abendessen nein gelegentlich selten warm normal
70 Lehre Abendessen ja selten selten warm langsam
72 Lehre alles ja hiufig gelegentlich warm langsam
77 Uni alles nein selten gelegentlich heif3 hastig
78 Lehre Friihstiick ja selten gelegentlich warm normal
79 Uni Friihstiick+Abend nein gelegentlich selten warm hastig
80 Uni alles ja selten gelegentlich heif3 hastig
81 Uni Friihstiick+Abend nein hiufig héiufig warm langsam
82 Uni Mittag+Abend nein haufig héufig heif3 normal
83 FH Friihstiick+Mittag nein selten gelegentlich warm normal
93 Uni Friihstiick+Mittag nein selten gelegentlich heif3 normal
101 Lehre Abendessen ja gelegentlich gelegentlich warm normal
102 Lehre Mittag+Abend ja selten gelegentlich warm normal
103 Lehre Friihstiick+Abend ja gelegentlich gelegentlich heif3 normal
104 Lehre Friihstiick+Abend nein selten gelegentlich warm hastig
105 Lehre alles ja selten gelegentlich warm normal
106 Uni alles nein gelegentlich haufig warm normal
107 Lehre alles nein selten selten warm normal
108 Uni alles nein gelegentlich selten warm normal
109 Lehre Friihstiick+Abend nein hiufig selten warm hastig
110 Lehre alles ja selten selten warm hastig
111 Lehre alles ja héufig héufig heif3 normal
112 Uni alles ja hiufig gelegentlich heif3 normal
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Tab. A—~4 Humanstudie, Fortsetzung 6

Nr. Aus- Hauptmahlzeiten Snack salzige scharfe Tempe- | Geschwindi
bildung Speisen Speisen ratur gkeit

113 Uni Frithstiick+Mittag ja selten hiufig heif3 hastig
114 Uni alles ja gelegentlich gelegentlich warm normal
115 Lehre alles ja héufig héufig warm langsam
116 Uni alles ja selten gelegentlich warm normal
117 Lehre Frithstiick+Mittag ja hiufig gelegentlich warm hastig
118 Lehre Abendessen ja selten gelegentlich warm normal
119 Lehre alles ja héufig gelegentlich heif3 normal
120 Lehre Abendessen ja hiufig hiufig warm hastig
121 Uni alles nein gelegentlich haufig warm langsam
122 Lehre Friihstiick nein selten gelegentlich warm normal
123 Lehre alles ja gelegentlich gelegentlich warm normal
124 Lehre Abendessen nein selten hiufig warm hastig
125 Lehre Mittag+Abend ja gelegentlich gelegentlich kalt hastig
126 Lehre Friihstiick+Abend nein haufig haufig warm normal
127 Uni alles nein gelegentlich gelegentlich warm normal
128 Lehre alles ja hiufig hiufig warm hastig
129 Lehre alles nein selten gelegentlich warm normal
130 Lehre Abendessen nein gelegentlich haufig warm hastig
131 Lehre Mittag ja gelegentlich gelegentlich warm langsam
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Nr. Brotsorte biirger- Mediter- | Vollwert- | Vegeta- Fast Obst/Ge- Fisch
lich ran kost risch Food miise

1 Vollkorn ja ja nein nein nein gelegentlich | gelegentlich
2 Vollkorn ja ja nein ja nein gelegentlich | gelegentlich
3 Vollkorn nein ja nein nein nein taglich gelegentlich
4 Vollkorn ja nein nein nein ja taglich gelegentlich
5 Weilbrot ja nein nein nein ja gelegentlich | gelegentlich
6 Schwarzbrot ja nein nein nein nein gelegentlich niemals

7 Schwarzbrot nein ja nein ja nein taglich gelegentlich
8 Vollkorn ja ja nein nein nein gelegentlich niemals

9 Vollkorn nein nein ja ja nein taglich gelegentlich
10 Vollkorn ja nein nein nein nein gelegentlich | gelegentlich
11 Vollkorn nein ja ja ja nein taglich gelegentlich
12 Weillbrot nein ja nein nein nein gelegentlich | gelegentlich
13 Schwarzbrot ja nein nein nein nein gelegentlich | gelegentlich
14 Schwarzbrot ja nein nein nein nein taglich gelegentlich
15 Vollkorn nein ja nein nein nein taglich gelegentlich
16 Vollkorn nein ja nein nein nein gelegentlich | gelegentlich
17 Schwarzbrot ja nein nein nein nein gelegentlich | gelegentlich
18 Vollkorn nein ja ja nein nein taglich gelegentlich
19 Vollkorn ja ja ja nein nein gelegentlich | gelegentlich
20 Vollkorn nein ja nein nein nein gelegentlich | gelegentlich
21 Vollkorn nein ja nein nein nein tdglich gelegentlich
22 Vollkorn nein ja nein ja ja gelegentlich niemals
23 Vollkorn ja ja ja nein nein gelegentlich niemals
24 Schwarzbrot ja nein nein nein nein gelegentlich | gelegentlich
25 Schwarzbrot nein nein ja nein nein gelegentlich | gelegentlich
27 Vollkorn nein nein nein ja nein taglich niemals
29 alles ja ja nein nein nein taglich gelegentlich
30 alles ja ja ja ja nein taglich gelegentlich
32 alles ja ja nein nein nein gelegentlich | gelegentlich
33 Schwarzbrot ja ja ja ja ja gelegentlich | gelegentlich
34 Vollkorn ja ja nein ja nein gelegentlich niemals
35 alles ja ja nein nein nein gelegentlich | gelegentlich
36 alles ja nein nein nein nein gelegentlich | gelegentlich
37 Vollkorn nein ja ja nein nein gelegentlich | gelegentlich
38 alles ja ja ja ja nein taglich gelegentlich
39 Schwarzbrot nein ja nein nein nein taglich niemals
40 Schwarzbrot ja ja ja ja nein taglich gelegentlich
41 Weillbrot ja nein nein nein nein gelegentlich | gelegentlich
42 Vollkorn ja nein nein nein nein taglich niemals
43 alles ja ja ja ja nein taglich gelegentlich
44 alles ja ja ja nein nein gelegentlich | gelegentlich
45 alles ja ja nein nein nein gelegentlich | gelegentlich
46 alles ja ja ja ja nein taglich gelegentlich
47 Vollkorn ja ja ja nein ja gelegentlich niemals
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Tab. A—~4 Humanstudie, Fortsetzung 8

Nr. Brotsorte biirger- Mediter- | Vollwert- | Vegeta- Fast Obst/Ge- Fisch
lich ran kost risch Food miise

48 Vollkorn nein ja nein ja nein taglich niemals
49 alles ja ja nein nein nein gelegentlich | gelegentlich
50 alles ja ja ja ja nein taglich gelegentlich
51 Vollkorn nein nein nein ja nein tiglich niemals
52 alles ja ja ja ja nein gelegentlich | gelegentlich
53 Schwarzbrot ja ja nein nein ja niemals gelegentlich
54 Vollkorn ja nein ja nein nein taglich gelegentlich
55 Vollkorn ja nein nein nein nein taglich gelegentlich
56 Schwarzbrot ja nein ja nein nein taglich gelegentlich
57 Schwarzbrot nein nein ja nein nein taglich gelegentlich
58 Schwarzbrot ja nein nein nein nein gelegentlich | gelegentlich
59 alles ja ja ja ja nein gelegentlich | gelegentlich
60 Schwarzbrot ja nein nein nein nein gelegentlich niemals
61 Vollkorn ja nein nein nein nein gelegentlich | gelegentlich
62 Vollkorn ja ja nein nein nein gelegentlich niemals
63 alles ja ja ja ja nein taglich gelegentlich
64 alles ja ja ja nein nein gelegentlich | gelegentlich
65 alles ja nein nein nein nein niemals niemals
66 Schwarzbrot ja ja ja nein nein taglich gelegentlich
67 Vollkorn nein nein ja nein nein gelegentlich niemals
68 Schwarzbrot ja nein nein nein nein taglich gelegentlich
69 Schwarzbrot ja nein nein nein nein taglich gelegentlich
70 Vollkorn ja ja nein ja ja gelegentlich | gelegentlich
72 Schwarzbrot ja ja ja ja nein taglich gelegentlich
77 Vollkorn nein nein ja nein nein tdglich gelegentlich
78 Schwarzbrot ja ja ja nein nein gelegentlich | gelegentlich
79 Schwarzbrot ja nein nein nein nein gelegentlich niemals
80 Schwarzbrot ja ja nein nein ja gelegentlich niemals
81 Weillbrot ja nein nein nein nein niemals niemals
82 Schwarzbrot ja nein nein nein nein gelegentlich | gelegentlich
83 Schwarzbrot nein ja nein nein nein gelegentlich niemals
93 Weillbrot ja ja nein nein nein taglich gelegentlich
101 alles ja nein nein nein nein gelegentlich | gelegentlich
102 Vollkorn ja nein nein nein nein taglich gelegentlich
103 Vollkorn nein nein ja nein nein niemals gelegentlich
104 Vollkorn nein ja nein nein nein taglich gelegentlich
105 Vollkorn nein nein ja nein nein tdglich gelegentlich
106 Vollkorn ja nein nein nein nein taglich gelegentlich
107 Vollkorn ja nein nein nein nein taglich gelegentlich
108 Weillbrot ja nein nein nein nein niemals gelegentlich
109 Weillbrot ja nein nein nein nein taglich niemals
110 | Schwarzbrot ja ja ja nein nein gelegentlich | gelegentlich
111 | Schwarzbrot nein ja nein nein nein taglich gelegentlich
112 Vollkorn nein ja nein ja nein tiglich niemals
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Nr. Brotsorte biirger- Mediter- | Vollwert- | Vegeta- Fast Obst/Ge- Fisch
lich ran kost risch Food miise

113 Vollkorn ja nein nein nein nein tidglich gelegentlich
114 Vollkorn ja nein nein nein nein tdglich gelegentlich
115 Vollkorn ja nein nein nein nein taglich gelegentlich
116 Vollkorn nein ja ja nein nein taglich gelegentlich
117 Vollkorn ja nein nein nein nein taglich gelegentlich
118 Vollkorn ja nein nein nein nein taglich gelegentlich
119 Vollkorn nein nein ja nein nein gelegentlich | gelegentlich
120 Vollkorn nein nein ja nein nein gelegentlich niemals
121 Weifbrot ja nein nein nein nein tidglich gelegentlich
122 | Schwarzbrot ja ja ja ja ja gelegentlich | gelegentlich
123 Vollkorn nein nein ja nein nein taglich gelegentlich
124 Vollkorn ja ja nein nein nein gelegentlich niemals
125 alles ja nein nein nein nein gelegentlich | gelegentlich
126 | Schwarzbrot ja nein nein nein nein taglich gelegentlich
127 Vollkorn ja nein nein nein nein gelegentlich | gelegentlich
128 Vollkorn ja ja ja ja ja taglich gelegentlich
129 Vollkorn ja nein nein nein nein gelegentlich | gelegentlich
130 Vollkorn nein nein nein nein ja gelegentlich | gelegentlich
131 WeiBbrot ja nein nein nein nein gelegentlich | gelegentlich
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Tab. A—~4 Humanstudie, Fortsetzung 10

Nr. Fleisch Wurst Geriducher- | Schokolade | Siifligkeiten/ Kuchen Milch-
tes Gummibiiren produkte
1 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich niemals niemals niemals taglich
2 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich niemals taglich
3 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich | gelegentlich
4 taglich gelegentlich niemals niemals niemals niemals taglich
5 gelegentlich | gelegentlich niemals taglich gelegentlich niemals gelegentlich
6 gelegentlich | gelegentlich niemals taglich niemals niemals gelegentlich
7 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich taglich gelegentlich taglich
8 gelegentlich | gelegentlich niemals gelegentlich gelegentlich niemals tiglich
9 niemals niemals gelegentlich | gelegentlich niemals gelegentlich taglich
10 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich niemals gelegentlich | gelegentlich
11 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich niemals gelegentlich taglich
12 gelegentlich niemals niemals gelegentlich niemals gelegentlich | gelegentlich
13 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich | gelegentlich
14 gelegentlich taglich niemals gelegentlich gelegentlich gelegentlich | gelegentlich
15 gelegentlich niemals niemals taglich gelegentlich gelegentlich taglich
16 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich | gelegentlich
17 taglich tiglich gelegentlich | gelegentlich gelegentlich niemals niemals
18 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich taglich
19 gelegentlich | gelegentlich niemals gelegentlich niemals gelegentlich | gelegentlich
20 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich taglich
21 gelegentlich | gelegentlich niemals gelegentlich niemals gelegentlich niemals
22 gelegentlich taglich gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich taglich
23 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich niemals niemals niemals gelegentlich
24 gelegentlich taglich gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich taglich
25 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich niemals taglich
27 niemals niemals niemals gelegentlich niemals gelegentlich taglich
29 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich | gelegentlich
30 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich niemals gelegentlich
32 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich | gelegentlich
33 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich niemals gelegentlich | gelegentlich
34 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich taglich gelegentlich gelegentlich taglich
35 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich | gelegentlich
36 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich | gelegentlich
37 niemals taglich gelegentlich | gelegentlich niemals gelegentlich | gelegentlich
38 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich | gelegentlich
39 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich | gelegentlich
40 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich taglich gelegentlich gelegentlich tdglich
41 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich | gelegentlich
42 gelegentlich taglich niemals gelegentlich gelegentlich gelegentlich taglich
43 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich | gelegentlich
44 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich | gelegentlich
45 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich | gelegentlich
46 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich | gelegentlich
47 gelegentlich taglich gelegentlich | gelegentlich niemals niemals gelegentlich
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Nr. Fleisch Wurst Geriducher- | Schokolade Siiligkeiten/ Kuchen Milch-
tes Gummibiiren produkte
48 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich niemals gelegentlich
49 niemals gelegentlich niemals gelegentlich gelegentlich gelegentlich taglich
50 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich | gelegentlich
51 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich | gelegentlich
52 niemals niemals niemals gelegentlich gelegentlich gelegentlich taglich
53 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich | gelegentlich
54 gelegentlich | gelegentlich niemals taglich niemals niemals gelegentlich
55 gelegentlich taglich gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich | gelegentlich
56 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich niemals taglich
57 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich taglich
58 gelegentlich taglich gelegentlich niemals niemals gelegentlich | gelegentlich
59 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich | gelegentlich
60 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich | gelegentlich
61 taglich taglich gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich niemals
62 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich niemals gelegentlich
63 tiglich taglich niemals gelegentlich niemals niemals gelegentlich
64 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich tdglich
65 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich | gelegentlich
66 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich niemals
67 gelegentlich taglich gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich taglich
68 gelegentlich | gelegentlich niemals gelegentlich niemals gelegentlich | gelegentlich
69 gelegentlich taglich niemals gelegentlich gelegentlich gelegentlich | gelegentlich
70 gelegentlich niemals gelegentlich taglich niemals gelegentlich | gelegentlich
72 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich taglich
77 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich niemals gelegentlich taglich
78 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich taglich
79 gelegentlich | gelegentlich niemals gelegentlich gelegentlich gelegentlich | gelegentlich
80 gelegentlich | gelegentlich niemals gelegentlich niemals niemals tiglich
81 taglich gelegentlich | gelegentlich tdglich niemals niemals niemals
82 taglich gelegentlich | gelegentlich niemals niemals niemals gelegentlich
83 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich | gelegentlich
93 gelegentlich | gelegentlich niemals taglich niemals gelegentlich | gelegentlich
101 taglich gelegentlich | gelegentlich taglich gelegentlich gelegentlich taglich
102 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich niemals niemals niemals gelegentlich
103 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich | gelegentlich
104 gelegentlich | gelegentlich niemals niemals niemals niemals taglich
105 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich niemals tdglich
106 gelegentlich niemals gelegentlich | gelegentlich niemals niemals taglich
107 gelegentlich | gelegentlich niemals taglich gelegentlich niemals taglich
108 gelegentlich | gelegentlich niemals niemals niemals gelegentlich taglich
109 | gelegentlich | gelegentlich niemals niemals niemals niemals tdglich
110 taglich gelegentlich niemals niemals niemals niemals taglich
111 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich niemals gelegentlich
112 gelegentlich niemals niemals taglich gelegentlich gelegentlich taglich
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Tab. A-4 Humanstudie, Fortsetzung 12

Nr. Fleisch Wurst Geriucher- | Schokolade SiiBBigkeiten/ Kuchen Milch-
tes Gummibiiren produkte
113 tiglich gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich taglich
114 | gelegentlich niemals niemals gelegentlich niemals niemals taglich
115 gelegentlich niemals taglich niemals niemals niemals gelegentlich
116 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich taglich
117 gelegentlich niemals niemals niemals niemals niemals taglich
118 | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich niemals gelegentlich niemals taglich
119 taglich gelegentlich niemals gelegentlich gelegentlich niemals taglich
120 taglich gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich niemals niemals gelegentlich
121 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich | gelegentlich
122 | gelegentlich niemals niemals niemals niemals niemals niemals
123 gelegentlich | gelegentlich niemals gelegentlich gelegentlich gelegentlich | gelegentlich
124 gelegentlich niemals gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich taglich
125 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich taglich
126 | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich gelegentlich | gelegentlich
127 gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich niemals niemals niemals niemals
128 gelegentlich | gelegentlich niemals niemals gelegentlich niemals niemals
129 gelegentlich niemals gelegentlich niemals gelegentlich niemals gelegentlich
130 | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich niemals taglich
131 | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich gelegentlich | gelegentlich | gelegentlich
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Nr. Trinkmenge Mineral- Tee Cola/Soft- Saft Kaffee
wasser drinks
1 1,5-2L/d ja nein nein ja ja
2 >2L/d ja nein nein nein ja
3 1,5-2L/d ja nein nein nein ja
4 1,5-2L/d ja nein nein nein ja
5 0,5-1L/d ja ja nein ja nein
6 1,5-2L/d ja ja nein nein nein
7 1,5-2L/d ja ja nein nein ja
8 1,5-2L/d ja nein nein ja ja
9 >2L/d ja ja nein ja nein
10 1,5-2L/d ja nein nein ja ja
11 >2L/d ja ja nein ja nein
12 0,5-1L/d ja nein nein nein nein
13 >2L/d ja ja nein nein ja
14 >2L/d ja ja nein nein ja
15 0,5-1 L/d ja nein nein nein ja
16 1,5-2L/d ja nein nein ja ja
17 1-1,5L/d nein nein ja nein ja
18 1,5-2L/d ja ja nein nein nein
19 >2L/d ja nein nein nein nein
20 1,5-2L/d nein nein nein nein ja
21 >2L/d ja ja nein nein nein
22 >2L/d nein nein nein ja ja
23 >2L/d ja ja nein ja ja
24 1-1,5L/d ja ja nein nein ja
25 >2L/d nein ja nein ja ja
27 1,5-2L/d ja nein nein nein nein
29 1,5-2L/d ja ja nein ja ja
30 1,5-2L/d ja ja nein ja ja
32 1,5-2L/d ja ja nein ja ja
33 1,5-2L/d ja ja nein ja ja
34 >2L/d ja nein nein nein nein
35 1,5-2L/d ja ja nein ja ja
36 1,5-2L/d ja ja ja ja ja
37 1-1,5L/d ja ja nein nein ja
38 1,5-2L/d ja ja ja ja ja
39 >2L/d ja ja nein ja nein
40 1,5-2L/d ja ja nein ja ja
41 1,5-2L/d ja ja nein ja nein
42 1,5-2L/d ja ja nein nein ja
43 1,5-2L/d ja ja nein ja ja
44 1,5-2L/d ja ja ja ja ja
45 1,5-2L/d ja ja nein ja ja
46 >2L/d ja ja ja ja ja
47 >2L/d ja ja nein ja nein
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Tab. A-4 Humanstudie, Fortsetzung 14

Nr. Trinkmenge Mineral- Tee Cola/Soft- Saft Kaffee
wasser drinks

48 1,5-2 L/d ja ja nein ja ja
49 >2 L/d ja ja nein nein nein
50 1,5-2 L/d ja ja nein ja ja
51 1,5-2 L/d ja ja nein ja ja
52 1-1,5L/d ja ja nein nein ja
53 1,5-2L/d ja ja nein nein ja
54 1,5-2 L/ ja ja ja nein nein
55 1,5-2L/d ja nein ja ja nein
56 1,5-2L/d ja nein nein nein nein
57 >2L/d ja ja nein ja ja
58 >2L/d nein ja nein nein ja
59 >2 L/d ja ja nein nein ja
60 1,5-2 L/d ja ja ja ja ja
61 >2 L/d ja nein nein nein ja
62 >2L/d ja nein nein ja nein
63 1,5-2 L/d ja nein nein ja nein
64 1,5-2 L/d ja ja nein ja ja
65 1,5-2 L/ ja ja nein ja ja
66 1,5-2 L/d ja ja nein nein ja
67 1,5-2 L/d ja ja nein ja nein
68 >2L/d ja nein nein ja ja
69 1,5-2L/d ja nein nein nein nein
70 1,5-2 L/d ja nein nein nein ja
72 1,5-2L/d ja ja nein ja nein
77 1,5-2 L/d ja ja nein ja ja
78 >2 L/d ja ja nein nein ja
79 1,5-2 L/ ja nein nein ja ja
80 1,5-2L/d ja ja nein nein nein
81 1,5-2 L/d ja ja nein nein nein
82 >2 L/d ja nein nein nein nein
83 1-1,5L/d ja nein nein nein ja
93 1-1,5 L/d nein ja nein nein ja
101 1,5-2 L/d ja ja ja ja ja
102 >2 L/d ja nein nein nein ja
103 1,5-2L/d ja nein nein nein ja
104 >2 L/d ja nein nein ja ja
105 1,5-2 L/d ja nein ja ja ja
106 1,5-2L/d ja nein nein nein ja
107 1,5-2L/d nein nein nein nein ja
108 1,5-2 L/d nein ja nein nein ja
109 0,5-1 L/d nein nein nein nein ja
110 >2 L/d ja nein nein nein ja
111 1-1,5L/d nein nein nein ja ja
112 1-1,5 L/d ja ja nein ja nein
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Nr. Trinkmenge Mineral- Tee Cola/Soft- Saft Kaffee
wasser drinks

113 >2L/d ja nein nein nein ja
114 1,5-2L/d nein nein nein ja ja
115 1-1,5L/d nein ja nein nein ja
116 >2 L/d ja nein nein nein ja
117 >2L/d nein nein nein nein ja
118 >2 L/d ja nein nein nein ja
119 >2L/d nein nein ja nein ja
120 1,5-2 L/d nein nein ja nein ja
121 1,5-2 L/d ja ja nein ja ja
122 1,5-2L/4d ja ja nein nein ja
123 1,5-2 L/d ja ja nein nein nein
124 1-1,5 L/d ja ja nein nein ja
125 >2L/d nein nein nein ja ja
126 >2 L/d ja nein nein nein ja
127 1,5-2L/d ja nein nein nein ja
128 1,5-2 L/d ja ja nein nein ja
129 >2L/d ja nein nein nein ja
130 1,5-2L/d ja nein ja ja ja
131 1,5-2 L/d ja ja nein ja ja
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Nr. Milch CO;-haltige Alkohol Kaffe Schwarzer Tee Griiner Tee
Getriinke
1 ja gelegentlich > 2 Glaser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
2 ja taglich > 2 Glaser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
3 ja taglich > 2 Glaser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
4 ja niemals <2 Glaser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
5 ja gelegentlich <2 Gléaser/d < 2-5 Tassen/d < 2-5 Tassen/d < 2-5 Tassen/d
6 ja niemals <2 Glaser/d niemals <2-5Tassen/d | <2-5Tassen/d
7 ja gelegentlich <2 Gléaser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
8 ja gelegentlich > 2 Gléaser/d < 2-5 Tassen/d niemals niemals
9 ja niemals niemals niemals niemals > 5 Tassen/d
10 ja taglich > 2 Glaser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
11 ja niemals <2 Glaser/d niemals niemals 2-5 Tassen/d
12 ja niemals niemals 2-5 Tassen/d niemals niemals
13 ja gelegentlich <2 Gléaser/d 2-5 Tassen/d < 2-5 Tassen/d < 2-5 Tassen/d
14 ja taglich > 2 Glaser/d 2-5 Tassen/d 2-5 Tassen/d niemals
15 ja gelegentlich <2 Gléaser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
16 ja gelegentlich > 2 Gléaser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
17 nein tiglich niemals 2-5 Tassen/d niemals niemals
18 ja gelegentlich <2 Glaser/d niemals <2-5 Tassen/d niemals
19 ja gelegentlich > 2 Gléaser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
20 ja taglich > 2 Gléser/d > 5 Tassen/d niemals niemals
21 nein taglich > 2 Gléaser/d < 2-5 Tassen/d 2-5 Tassen/d niemals
22 ja gelegentlich > 2 Glaser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
23 ja niemals > 2 Glaser/d 2-5 Tassen/d <2-5Tassen/d | <2-5Tassen/d
24 ja gelegentlich <2 Glaser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
25 ja gelegentlich > 2 Glaser/d 2-5 Tassen/d 2-5 Tassen/d niemals
27 ja gelegentlich <2 Glaser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
29 ja gelegentlich <2Glaser/d | <2-5Tassen/d | <2-5Tassen/d niemals
30 ja gelegentlich <2 Gléaser/d < 2-5 Tassen/d niemals niemals
32 ja gelegentlich > 2 Glaser/d 2-5 Tassen/d < 2-5 Tassen/d niemals
33 ja gelegentlich <2 Gléaser/d | <2-5Tassen/d niemals niemals
34 ja gelegentlich <2 Gléaser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
35 ja gelegentlich > 2 Gléaser/d 2-5 Tassen/d < 2-5 Tassen/d niemals
36 ja gelegentlich > 2 Glaser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
37 nein gelegentlich <2 Glaser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
38 ja gelegentlich <2 Gléaser/d < 2-5 Tassen/d < 2-5 Tassen/d niemals
39 nein gelegentlich <2 Glaser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
40 ja gelegentlich > 2 Glaser/d < 2-5 Tassen/d < 2-5 Tassen/d < 2-5 Tassen/d
41 ja gelegentlich >2 Glaser/d | <2-5 Tassen/d 2-5 Tassen/d niemals
42 ja taglich <2 Glaser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
43 ja niemals <2 Gléser/d < 2-5 Tassen/d < 2-5 Tassen/d niemals
44 ja gelegentlich > 2 Glaser/d 2-5 Tassen/d < 2-5 Tassen/d niemals
45 ja gelegentlich <2 Gléaser/d | <2-5Tassen/d | <2-5Tassen/d niemals
46 ja gelegentlich > 2 Gléaser/d 2-5 Tassen/d < 2-5 Tassen/d < 2-5 Tassen/d
47 ja niemals niemals niemals < 2-5 Tassen/d 2-5 Tassen/d
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Nr. Milch CO;-haltige Alkohol Kaffe Schwarzer Tee Griiner Tee
Getriinke

48 ja gelegentlich <2 Gléser/d | <2-5Tassen/d | <2-5Tassen/d | <2-5 Tassen/d
49 nein niemals <2 Glaser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
50 ja niemals <2 Glaser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
51 ja niemals <2 Glaser/d | <2-5Tassen/d | <2-5 Tassen/d niemals
52 ja gelegentlich <2 Glaser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
53 ja gelegentlich <2 Glaser/d > 5 Tassen/d <2-5 Tassen/d niemals
54 nein gelegentlich >2 Glaser/d | <2-5 Tassen/d niemals niemals
55 ja taglich <2 Glaser/d | <2-5Tassen/d niemals niemals
56 nein gelegentlich <2 Glaser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
57 ja gelegentlich niemals 2-5 Tassen/d 2-5 Tassen/d niemals
58 ja niemals >2 Glaser/d | <2-5Tassen/d | < 2-5Tassen/d niemals
59 ja gelegentlich niemals 2-5 Tassen/d niemals niemals
60 ja gelegentlich <2 Gléser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
61 ja niemals niemals 2-5 Tassen/d niemals niemals
62 ja gelegentlich > 2 Gliser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
63 ja taglich <2 Glaser/d < 2-5 Tassen/d niemals niemals
64 ja gelegentlich <2 Gléser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
65 ja gelegentlich <2 Glaser/d | <2-5Tassen/d niemals niemals
66 ja gelegentlich <2 Glaser/d | <2-5Tassen/d | <2-5 Tassen/d niemals
67 ja taglich <2Gléaser/d | <2-5Tassen/d | <2-5Tassen/d | <2-5Tassen/d
68 ja niemals > 2 Gliser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
69 ja niemals > 2 Gléser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
70 ja tiglich > 2 Gliser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
72 ja gelegentlich > 2 Glaser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
77 ja taglich > 2 Glaser/d 2-5 Tassen/d niemals < 2-5 Tassen/d
78 ja gelegentlich > 2 Glaser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
79 ja gelegentlich > 2 Gliser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
80 ja niemals <2 Glaser/d niemals niemals > 5 Tassen/d
81 nein gelegentlich > 2 Glaser/d < 2-5 Tassen/d niemals niemals
82 ja taglich >2 Gldser/d | <2-5Tassen/d | <2-5 Tassen/d niemals
83 ja tiglich <2 Glaser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
93 ja niemals > 2 Glaser/d 2-5 Tassen/d > 5 Tassen/d 2-5 Tassen/d
101 ja gelegentlich > 2 Gléser/d 2-5 Tassen/d < 2-5 Tassen/d niemals
102 ja gelegentlich niemals > 5 Tassen/d niemals niemals
103 ja gelegentlich > 2 Glaser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
104 ja gelegentlich > 2 Glaser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
105 ja gelegentlich niemals 2-5 Tassen/d niemals niemals
106 ja gelegentlich > 2 Glaser/d > 5 Tassen/d niemals niemals
107 ja gelegentlich niemals > 5 Tassen/d niemals niemals
108 ja gelegentlich > 2 Glaser/d 2-5 Tassen/d < 2-5 Tassen/d niemals
109 nein gelegentlich > 2 Gliser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
110 ja niemals >2 Glaser/d | <2-5 Tassen/d niemals niemals
111 ja gelegentlich > 2 Gliser/d > 5 Tassen/d niemals niemals
112 ja gelegentlich > 2 Glaser/d niemals > 5 Tassen/d niemals
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Nr. Milch CO;-haltige Alkohol Kaffe Schwarzer Tee Griiner Tee
Getriinke

113 ja gelegentlich > 2 Gliser/d > 5 Tassen/d niemals niemals
114 ja taglich > 2 Gléser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
115 ja gelegentlich > 2 Glaser/d < 2-5 Tassen/d niemals < 2-5 Tassen/d
116 ja taglich > 2 Glaser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
117 ja niemals >2 Gliser/d | <2-5 Tassen/d niemals niemals
118 ja gelegentlich > 2 Glaser/d > 5 Tassen/d niemals niemals
119 ja taglich > 2 Glaser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
120 ja gelegentlich <2 Glaser/d > 5 Tassen/d niemals niemals
121 ja gelegentlich > 2 Gliser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
122 nein gelegentlich >2 Gldser/d | <2-5 Tassen/d niemals niemals
123 ja gelegentlich <2 Gléaser/d niemals < 2-5 Tassen/d niemals
124 ja gelegentlich <2 Glaser/d 2-5 Tassen/d 2-5 Tassen/d niemals
125 ja gelegentlich <2 Gliser/d > 5 Tassen/d niemals niemals
126 ja taglich <2 Glaser/d > 5 Tassen/d niemals niemals
127 nein gelegentlich > 2 Glaser/d 2-5 Tassen/d niemals niemals
128 nein niemals > 2 Glaser/d <2-5 Tassen/d niemals niemals
129 ja gelegentlich niemals > 5 Tassen/d niemals niemals
130 ja taglich <2 Gléaser/d | <2-5 Tassen/d niemals niemals
131 ja gelegentlich <2 Glaser/d | <2-5Tassen/d | <2-5 Tassen/d niemals
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Nr. | HPBr HPB1 | HPBm | Median | Myosmin | Nicotin | Cotinin | Myosmin | Nicotin | Cotinin
Speichel | Speichel | Speichel Nagel Nagel Nagel

1 23800,34 | 15690,31 19745,33 1,090 100,452 0,039 1,860 0,735

2 4677,38 | 4831,26 4754,32 0,725 101,903 0,069 2,452 0,781

3 1765,14 620,57 1192,86 0,582 14,364 0,039 0,155 n.d.

4 17216,00 | 44795,66 31005,83 0,079 1,631 0,784

5 2618,95 | 2927,92 2773,44 1,000 1,163 0,039 1,144 1,003

6 1622,60 | 2777,87 2200,24 0,778 n.d. 0,051 0,115 1,003

7 918,02 1707,46 1312,74 0,265 n.d. 0,023 0,201 n.d.

8 3366,29 | 8012,13 5689,21 0,204 n.d. 0,011 0,183 n.d.

9 5309,24 | 2688,67 3998,96 2,336 2,953 0,008 0,202 n.d.

10 | 6455,41 | 8011,96 7233,69 0,952 31,916 0,014 0,628 0,477

11 309,61 112,39 211,00 1,152 1,224 0,011 0,163 n.d.

12 | 7950,79 | 3101,32 5526,06 3,300 100,036 0,033 1,361 0,446

13 | 42412,84 | 40405,89 41409,37 0,870 1,163 0,003 0,284 0,235

14 | 66696,06 | 31251,24 48973,65 1,779 155,673 0,030 1,834 2,988

15 1077,17 870,46 973,82 0,306 n.d. 0,016 0,226 n.d.

16 n.d. 2678,73 2678,73 0,022 0,088 n.d.

17 | 12623,41 | 6893,16 9758,29 1,016 n.d. 0,034 0,425 0,291

18 1881,77 | 1387,40 1634,59 0,980 n.d. 0,010 n.d. n.d.

19 457,23 808,93 633,08 0,290 n.d. 0,032 0,075 n.d.

20 630,26 99,39 364,83 0,402 n.d. 0,022 0,010 n.d.

21 253,33 927,31 590,32

22 | 10432,95 | 10281,98 10357,47 10,860 107,110 0,050 3,004 1,896

23 1400,74 | 1427,26 1414,00 0,027 1,726 0,794

24 | 5934,36 | 7343,68 6639,02 3,470 68,920 0,213 2,554 3,770

25 7056,34 | 8092,40 7574,37 2,600 188,970 0,161 2,696 2,706

27 | 4375,26 | 6328,65 5351,96 1,354 326,728 0,030 1,548 0,624

29 | 5039,05 | 10198,87 7618,96 0,454 25,382 0,057 2,137 0,535

30 | 11872,31 | 8956,67 10414,49 0,589 38,169 0,078 1,642 2,519

32 | 9021,68 | 12290,42 10656,05 3,056 51,691 0,029 0,979 1,493

33 | 4618,16 | 4264,37 4441,27 0,410 n.d.

34 | 10522,76 | 10139,04 10330,90 0,820 0,660

35 1426,98 | 2281,88 1854,43 0,757 12,040 0,082 1,723 0,394

36 | 10586,94 | 9728,29 10157,62

37 | 8669,80 | 3799,67 6234,74 2,950 26,540

38 156,80 n.d. 156,80 1,554 n.d.

39 1574,78 | 1567,11 1570,95 1,820 3,860

40 1932,46 | 2155,33 2043,90 0,296 n.d.

41 310,33 415,04 362,69 0,197 n.d.

42 n.d. 320,51 320,51

43 109,59 138,35 123,97 0,490 1,970

44 | 6705,66 | 5782,83 6244,25

45 6808,66 | 6016,43 6412,55

46 1289,38 | 1078,30 1183,84

47 240,46 671,65 456,06 n.d. n.d.
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Tab. A—~4 Humanstudie, Fortsetzung 20

Nr. | HPBr HPB1 HPBm Median | Myosmin | Nicotin | Cotinin | Myosmin | Nicotin | Cotinin
Speichel | Speichel | Speichel Nagel Nagel Nagel

48 2257,90 | 2428,02 2342,96 1,137 n.d.

49 605,69 797,27 701,48 0,710 1,300

50 9965,98 | 10351,50 10158,74

51 1179,08 485,23 832,16

52 1466,86 295,01 880,94 1,846 n.d.

53 2338,08 | 2470,61 2404,35 1,172 n.d.

54 6485,61 661,05 3573,33 1,170 n.d.

55 1818,74 | 1901,57 1860,16 0,870 n.d.

56 3841,16 | 1955,36 2898,26 0,600 4,480

57 96,78 131,44 114,11

58 7863,57 | 9073,80 8468,69 8,350 99,770

59 1211,69 460,54 836,12

60 4510,54 | 7847,30 6178,92 0,934 n.d.

61 714,36 988,06 851,21 0,620 1,060

62 7540,93 | 7436,97 7488.,95 1,740 21,550

63 440,66 507,83 474,25 1,819 n.d.

64 1607,22 669,09 1138,16 0,865 n.d.

65 7869,91 0,00 3934,96

66 5868,82 | 6413,37 6141,10

67 390,53 287,63 339,08 1,340 0,650

68 | 15362,89 | 15224,98 | 13884,52 | 14824,13 0,924 29,057

69 4584,86 | 4355,32 4470,09

70 8119,66 | 9475,14 8797,40

72 525,17 978,33 751,75 0,651 n.d.

77 628,68 536,20 582,44

78 511,46 1431,16 971,31

79 1134,63 | 2217,07 1675,85

80 7489,65 | 9309,38 8399,52 18,480 136,710

81 1325,43 | 1017,30 1171,37 0,350 0,790

82 9772,94 | 11466,88 10619,91 0,720 16,600

83 1452,89 809,77 1131,33

93 8832,05 | 6182,74 7507,40 11,727 641,848 | 237,155

101 | 31667,81 | 16994,39 | 18988,43 | 22550,21 1,179 866,395 | 143,130 0,148 6,258 3,650

102 | 11774,97 | 16624,01 | 15728,28 | 14709,09 7,392 112,955 | 45,551 0,145 2,778 2,079

103 | 18944,92 | 20440,64 | 19534,87 | 19640,14 2,405 721,868 | 113,269 0,023 1,766 2,057

104 | 12872,55 | 17557,41 | 9448,63 | 13292,86 3,104 164,692 | 97,938 0,188 4,305 4,385

105 | 12492,83 | 12473,06 | 21897,81 | 15621,23 0,716 303,908 | 41,861 0,015 2,528 2,609

106 | 9190,02 | 8797,67 | 10795,23 | 9594,31 3,035 323,344 | 120,717 0,085 1,841 1,901

107 | 11824,25 | 22072,52 | 9963,25 | 14620,01 0,618 166,264 | 153,632 0,168 0,912 1,291

108 | 11785,96 | 7409,76 | 6511,36 | 8569,03 3,362 96,018 72,268 0,389 16,016 1,924

109 | 8974,43 | 8003,43 | 7724,05 | 8233,97 1,228 167,540 | 74,531 0,651 8,031 3,273

110 | 22617,66 | 17120,93 | 24583,99 | 21440,86 0,816 843,733 | 53,278 0,030 0,479 0,476

111 | 6860,11 | 20223,11 | 10018,61 | 12367,28 1,407 950,968 | 74,299 0,014 0,688 0,728

112 | 12004,47 | 11205,13 | 8709,14 | 10639,58 0,461 344,660 | 59,771 0,030 0,872 0,877
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Tab. A-4 Humanstudie, Fortsetzung 21

Nr. | HPBr HPB1 HPBm Median | Myosmin | Nicotin | Cotinin | Myosmin | Nicotin | Cotinin
Speichel | Speichel | Speichel Nagel Nagel Nagel

113 | 7732,95 | 9855,45 | 12249,11 | 9945,84 2,336 567,782 | 139,869 0,035 2,173 5,294

114 | 10154,31 | 21924,48 | 7291,40 | 13123,40 4,985 400,005 | 111,550 0,047 1,445 2,222

115 | 19916,40 | 26497,07 | 24999,40 | 23804,29 4,129 436,747 | 125,817 0,037 2,390 3,603

116 | 7914,83 | 20487,80 | 9733,90 | 12712,18 9,163 208,029 | 87,155 0,053 0,921 4,205

117 | 9459,76 | 12331,25 | 10497,01 | 10762,67 6,554 139,862 | 115,859 0,010 0,880 5,315

118 | 25660,40 | 17239,15 | 23328,59 | 22076,05 | 20,723 102,886 | 112,030 0,036 1,090 2,412

119 | 11813,00 n.d. 20417,97 | 16115,49 2,927 927,497 | 119,725 0,025 1,183 3,068

120 | 21788,82 | 15109,77 | 22726,22 | 19874,94 0,045 0,923 4,002

121 | 27846,16 | 27143,04 | 37716,02 | 30901,74 2,501 366,520 | 77,687 0,086 5,793 2,212

122 | 43913,28 | 28442,51 | 33422,53 | 35259,44 0,951 953,462 | 113,283 0,117 11,999 | 4,375

123 | 16658,41 | 16015,63 | 29193,14 | 20622,39 3,944 726911 | 167,136 0,050 2,943 1,514

124 | 21215,89 | 22578,97 | 19864,97 | 21219,94 | 11,175 210,805 | 147,905 0,277 4,643 1,936

125 | 16363,15 | 18158,77 | 16835,55 | 17119,16 | 33,524 311,726 | 338,596 0,163 7,963 0,329

126 | 20176,45 | 13042,50 | 18326,23 | 17181,73 6,808 483,907 | 154,126 0,039 5,611 2,620

127 | 16751,37 | 20913,51 | 30055,49 | 22573,46 1,585 1267,623 | 212,130 0,069 6,143 4,152

128 | 22297,06 | 24873,95 | 24935,52 | 24035,51 6,055 147,566 | 172,415 0,014 2,282 0,993

129 | 11292,29 | 9668,61 | 11212,43 | 10724,44 0,598 356,067 | 89,421 0,033 3,294 0,805

130 | 6964,05 | 8486,88 | 917593 | 8208,95 2,054 1220,863 | 172,541 0,085 5,080 0,920

131 | 22177,51 | 33391,65 | 35233,38 | 27784,58

132 | 12413,95 | 11376,00 11894,98
133 | 1478722 | 13271,78 14029,50
134 | 16520,67 | 15790,54 16155,61
135 | 1443544 | 14167,82 14301,63
136 | 15529,27 | 1345621 14492,74
137 | 1399427 | 13062,90 13528,59
138 | 14033,52 | 14278,58 14156,05
139 | 13766,07 | 13144,67 13455,37
140 | 14578,29 | 14167,25 14372,77
141 | 18166,36 | 17097,71 17632,04
142 | 18734,33 | 17522,81 18128,57
143 | 17757,65 | 17054,09 17405,87
144 | 12573,26 | 12295,80 12434,53
145 | 14001,85 | 13368,61 13685,23
146 | 14622,72 | 15025,16 14823,94
147 | 17428,36 | 15022,96 16225,66
148 | 15591,71 | 16190,76 15891,24
149 | 9015,82 | 8713,89 8864,86
150 | 11441,44 | 13626,45 12533,95
151 | 10399,09 | 11725,77 11062,43
153 | 8352,75 | 904420 8698,48
154 | 820051 | 9168,17 8684,34
156 | 10280,01 | 10639,11 10459,56
157 | 1414596 | 16432,53 15289,25

158 | 13900,87 | 13976,10 13938,49
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Nr. | HPBr HPB1 | HPBm | Median | Myosmin | Nicotin | Cotinin | Myosmin | Nicotin | Cotinin
Speichel | Speichel | Speichel Nagel Nagel Nagel
159 | 9177,82 | 8548,10 8862,96
160 | 12314,33 | 11639,22 11976,78
161 | 13400,87 | 13196,47 13298,67
162 | 7169,89 | 7954,58 7562,24
163 | 7386,93 | 8554,69 7970,81
164 | 9854,71 | 8490,09 9172,40
165 | 9384,75 | 9028,45 9206,60
166 | 12810,29 | 12981,80 12896,05
167 | 12331,23 | 10379,65 11355,44
168 | 16504,88 | 14939,04 15721,96
169 | 13169,75 | 12199,58 12684,67
170 | 8850,59 | 7954,98 8402,79
171 | 914494 | 8710,20 8927,57
172 | 17640,99 | 17247,06 17444,03
173 | 10107,68 | 7458,83 8783,26
174 | 12068,00 | 11557,09 11812,55
175 | 16359,77 | 15937,79 16148,78
176 | 9023,59 | 7259,91 8141,75
177 | 14610,76 | 11610,00 13110,38
178 | 923587 | 9595,67 9415,77
179 | 16250,36 | 16863,49 16556,93
130 | 12222,56 | 11628,11 11925,34
1831 | 7019,86 | 7568,18 7294,02
182 | 13791,08 | 13581,19 13686,14
183 | 8401,46 | 8562,79 8482,13
134 | 11968,41 | 10443,93 11206,17
185 | 6578,66 | 8585,32 7582,24
186 | 8533,67 | 8391,13 8462,40
187 | 12917,74 | 12900,01 12908,88
138 | 9725,40 | 10898,77 10312,09
139 | 10480,98 | 9979,51 10230,25
190 | 15450,38 | 13390,20 14420,29
191 | 13153,55 | 12815,28 12984,42
192 | 10014,04 | 10149,69 10081,87
193 | 13832,92 | 12900,30 13366,86
194 | 9913,36 | 9701,45 9807,41
195 | 11959,43 | 10133,98 11046,71
196 | 838520 | 7542,64 7963,92
197 | 8980,66 | 8188,37 8584,52
198 | 7482,34 | 7947,08 7714,71
199 | 10982,17 | 11691,16 11336,67
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Bestimmung von HPB-DNA-Addukten in
Zellen der Mundschleimhaut und der
Zehennigel

Name, Vorname [ U
Geburtsdatum O e,
Geschlecht O m o w

Soziokulturelle Faktoren

Hochster Schul- bzw. [
Hochschulabschluss

Hochster berufsbildender [
Abschluss

Momentan ausgeiibter Beruf o
Rauchstatus

Sind Sie Raucher? o ja O nein
Wie lange rauchen Sie bereits? i

Angabe in Monaten / Jahren

Rauchen Sie regelmafig? o ja O nein

Was rauchen / verwenden Sie? O Zigaretten g ... Stiick/Tag o ...... Jahre
O Zigarren O .eeeen Stiick/Tag o ...... Jahre
o Pfeife g ...... Stick/Tag o ...... Jahre
o Kautabak g ...... Stick/Tag o ...... Jahre
o Schnupftabak o ...... Stick/Tag o ...... Jahre

- bevorzugte Marke i

Wann rauchten Sie das letzte Mal 0O ...ooovvieeeiiiieinnnnn..
vor der Probenentnahme?

Wieviele Zigaretten / Zigarren o
rauchten Sie am Entnahmetag?

Raucht -abgesehen von Thnen- o ja O nein
jemand in Threm Haushalt bzw. an
IThrem Arbeitsplatz?
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Ernihrung

Welche Hauptmahlzeiten nehmen
Sie regelmaBig ein?

Nehmen Sie hiufig
Zwischenmahlzeiten ein?

Salzen Sie meist Thr Essen nach?

Essen Sie gern scharf gewiirzte
Speisen?

Wie heif3 essen Sie Thre Speisen?

Wie schnell essen Sie?

Welche Brotsorte bevorzugen Sie?
Welche Kiiche bevorzugen Sie?
Essen Sie regelmaBig

o Obst/ Gemiise/ Salat

o Fisch

o Fleisch

o Wurst

o gerducherte Nahrungsmittel
o Schokolade

o Bonbons / Gummibérchen

o Kuchen / Torten

o Milch / Milchprodukte (z.B.
Joghurt / Kefir / Buttermilch)?

Gesamte Trinkmenge / Tag

Was trinken Sie hauptséchlich?

Frihstiick

ja

selten

selten

cher kalt

hastig
(schlingen)

Weillbrot
Biirgerlich
Vegetarisch
nie

nie

nie

nie

nie

nie

nie

nie

nie

Mineralwasser

Saft

O

Mittag

nein

gelegentlich

gelegentlich

lauwarm

normal

Schwarzbrot

Mediterran
Fast Food

mehrmals
pro Woche
mehrmals
pro Woche
mehrmals
pro Woche
mehrmals
pro Woche
mehrmals
pro Woche
mehrmals
pro Woche
mehrmals
pro Woche
mehrmals
pro Woche
mehrmals
pro Woche

Tee
Kaffee

Abendessen

sehr hdufig
sehr hdufig
sehr heil3
(vom Herd)
bewusst
langsam

Vollkornbrot

Vollwertkost

taglich
taglich
taglich
taglich
taglich
taglich
taglich
taglich

tiglich

Cola / Limo
Sonstiges
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Bevorzugen Sie O nie o gelegentlich o héufig

kohlensédurehaltige Getrénke?

Trinken Sie Alkohol? O nie o gelegentlich 0 héufig

Wenn ja, wieviel? Seit wann?
(Glaser/Woche) o Bier o ...Glaser/'Wo. O .................

o Wein o ...Glaser/Wo. O .......coooini
o Schnaps o ...Glaser/Wo. O ......c.ceeine

Wieviele Tassen trinken Sie

taglich:

o Kaffee [ Tassen / Tag

o Schwarzer Tee [ Tassen / Tag

o Griiner Tee? [ Tassen / Tag

Zehennigel

Lackieren Sie Thre Zehennagel? o ja O nein

Wenn ja, wie hdufig? o ........ x pro Woche m x pro Monat

Wann haben Sie das letzte Mal = Tage vor der Entnahme

Ihre Zehennigel lackiert?

Hatten Sie in den letzten 6 o ja O nein

Monaten eine Nagelerkrankung?

Wenn ja, auf welcher Seite? © rechter Full o linker Fuf

Einverstindniserklirung

Ich erkldre mich einverstanden, dass die entnommenen Gewebeproben der Mundschleimhaut,

des Speichels und der Zehennégel fiir wissenschaftliche Zwecke verwendet werden.

Ich stimme der Erfassung, Verwertung, Weitergabe und Aufbewahrung meiner Daten gemal3
den Datenschutzbestimmungen fiir wissenschaftliche Zwecke zu.

Ich wurde informiert, dass die Teilnahme an der Studie freiwillig ist und ich diese jederzeit
ohne Angabe von Griinden beenden kann.

Miinchen,

Unterschrift
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