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Kapitel 1 Einleitung

1.1 Anatomie, Funktion und Tumore des sinonasalen Raums
und des Nasopharynx

1.1.1 Anatomische und histologische Grundlagen

Die luftleitenden Abschnitte der Atmungsorgane dienen der Anfeuchtung, Anwéarmung und Reini-
gung der einstromenden Luft. Diese Aufgaben werden durch die respiratorische Schleimhaut, ihre
zahlreichen mukdsen und serdsen Driisen sowie das dichte subepitheliale GefdBnetz erfiillt
[Junqueira und Carneiro, 1996]. Anatomisch umfassen die luftleitenden Abschnitte den Bereich
von Nase, Nasennebenhdhlen, Rachen, Kehlkopf und Luftrohre bis in das Bronchialsystem. Nase
und Nasennebenhdhlen werden zusammen als sinonasaler Raum bezeichnet. Durch die Choanen
wird dieser Raum mit dem Nasopharynx verbunden. Die Hinterwand des Nasopharynx bilden der
Clivus und die beiden ersten Halswirbel. Nach oben hin wird er durch das Keilbein abgeschlossen,
nach unten geht er auf Hohe der freien Kante des weichen Gaumens in den Oropharynx iiber [Dahl
und Mygind, 1998; Lin et al., 2005].

Der sinonasale Raum ist von respiratorischem Epithel ausgekleidet. Dabei handelt es sich um ein
mehrreihiges hochprismatisches Epithel, das bewegliche Kinozilien trdgt und mit Becherzellen
durchsetzt ist [Augusto et al., 2001]. Der exakte histologische Aufbau variiert in Abhiangigkeit von
der Lokalisation: Wihrend sich in der Nasenhaupthohle viele Becherzellen und eine dicke Basal-
membran befinden, ist in den Nasennebenhdhlen die Schleimhaut eher diinn und mit wenig
Becherzellen ausgestattet. Dies zeigen exemplarisch die beiden rasterelektronischen Aufnahmen in
Abbildung 1-1. Die Schleimhaut des Nasopharynx ist in ithrem Aufbau komplex. In der Ndhe der
Choanen und den angrenzenden Teilen des Rachendachs besteht sie zum grofiten Teil aus respira-
torischem Epithel. In den hinteren und unteren Anteilen des Nasopharynx iiberwiegt an Stellen
besonderer mechanischer Beanspruchung metaplastisch umgewandeltes mehrschichtiges un-
verhorntes Plattenepithel. Die oralen und laryngealen Pharynxanteile sind vollstdndig von diesem
Plattenepithel auskleidet. Ab der Epiglottis bis zu den Bronchioli terminales ist wieder typisches
respiratorisches Epithel vorherrschend [Junqueira und Carneiro, 1996; Dahl und Mygind, 1998; Lin
et al., 2005].

Abbildung 1-1  Raster-
elektronische Aufnahmen
der Oberflache respiratori-
scher Schleimhaut in ver-
schiedenen Bereichen der
luftleitenden Atemwege.
Links tberwiegen schleim-
produzierende Becher-
zellen (a), rechts mit
Kinozilien besetzte

Zellen (b).
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1.1.2 Malignome in sinonasalem Raum und Nasopharynx

1.1.2.1 Nasenhohle und Nasennebenhothlen

Krebserkrankungen des sinonasalen Raumes sind selten und histologisch uneinheitlich. Die
meisten bosartigen Neubildungen treten in der vierten und flinften Lebensdekade auf [Shao und
Adams, 2002]. Epidemiologische Studien schétzen die jéhrliche Inzidenz maligner Tumoren der
Nasenhaupt- und Nasennebenhohlen in den Vereinigten Staaten von Amerika auf 0,5 bis 1,0 Félle
pro 100.000 Einwohner. Damit machen sie nur 3 % aller Krebserkrankungen des oberen Aero-
digestivtrakts aus. In asiatischen Staaten liegt die Inzidenz mit jahrlich bis zu 5 Féllen pro 100.000
Einwohnern deutlich hoher [Bogdanffy et al., 1997; Gétte und Hérmann, 2004]. Die Ursache der
unterschiedlichen Erkrankungshéufigkeit wird vor allem in der geographisch variierenden Exposi-
tion gegeniiber verschiedenen Umweltfaktoren gesehen. Als primérer Schidigungsmechanismus
gilt dabei nach epidemiologischen und experimentellen Untersuchungen die lokale Wirkung inha-
lierter Stoffe [Bogdanffy et al., 1997; Feron et al., 2001].

Zu den epidemiologisch gesicherten Risikofaktoren zdhlt die Exposition gegeniiber Tabakrauch,
Chrom-, Nickel- und anderen Metallsalzen, Chemikalien wie Isopropylalkohol und Senfgas sowie
Holz-, Leder- und Textilstduben. Durch das vermehrte Vorkommen dieser Stoffe ldsst sich auch die
erhohte Inzidenz sinonasaler Karzinome bei Beschiéftigten bestimmter Industriesparten erkliaren
[Bogdanffy et al., 1997; Feron et al., 2001; Goétte und Hormann, 2004]. Unter anderem sind
Arbeiten in der Landwirtschaft, der nahrungsmittelkonservierenden Industrie und der Verarbeitung
von Chrom, Nickel, polyzyklischen Kohlenwasserstoffen und anderen organischen Chemikalien
mit einem erhohten Risiko fiir Plattenepithelkarzinome assoziiert [Cody und Lawrence, 1999;
Gotte und Hormann, 2004]. Nach zehn- bis zwanzigjahriger Nickelexposition ist es gegeniiber der
Normalbevolkerung um das 870fache erhoht [Pedersen et al., 1973]. Auch das Zigarettenrauchen
ist mit einem zwei- bis dreifach erhohten Krebsrisiko assoziiert [Gotte und Hormann, 2004; Galati,
2005].

Eine zentrale Rolle bei der direkten Wirkung inhalierter Stoffe spielt die Kapazitit nasalen Epithels
zur Metabolisierung zahlreicher Fremdstoffe. Dazu zéhlen Medikamente, Losungsmittel, Karzino-
gene, Pestizide und Pheromone [Brittebo, 1993]. Als Korrelat dieser Stoffwechselaktivitit konnte
bereits eine groBe Anzahl Xenobiotika-metabolisierender Enzyme des Phase-I- und Phase-II-
Systems in nasaler Mukosa nachgewiesen werden. Im Bereich der Nasenmuscheln sind die
relevanten Enzyme in den zilientragenden Zellen des respiratorischen Epithels und den
prismatischen Zellen des Ubergangsepithels nachweisbar, in Plattenepithelzellen und Becherzellen
dagegen nicht [Brittebo, 1997; Thornton-Manning und Dahl, 1997]. Die biologische Aufgabe
dieser Biotransformationskapazitét liegt vermutlich zum einen in der Schirfung des Geruchssinns,
da eine Akkumulation fliichtiger Geruchsstoffe im Bereich des olfaktorischen Epithels durch die
Uberfiihrung in hydrophilere Metabolite vermieden wird [Brittebo, 1993; Thornton-Manning und
Dahl, 1997]. Weil die relevanten Enzyme in der Mukosa des gesamten Respirationstrakts
vorkommen, ist zum anderen die Existenz eines lokalen Entgiftungssystems fiir inhalierte Stoffe
zum Schutz des Organismus anzunehmen. Im Rahmen dieser Biotransformationsprozesse kommt
es allerdings auch zur metabolischen Aktivierung von Stoffen mit daraus resultierender lokaler
toxischer Wirkung [Brittebo, 1997].
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Seit etwa zehn Jahren werden auch die zytogenetischen Verdnderungen in den Malignomen unter-
sucht. Dabei konnten in nahezu allen Untersuchungen komplexe karyotypische Verdnderungen mit
zahlreichen chromosomalen Verdnderungen nachgewiesen werden [Gotte und Hérmann, 2004]. In
der Untersuchung molekulargenetischer Verédnderungen zeigten sich heterozygote Deletionen,
Mutationen und eine verdnderte Proteinexpression von Onkogenen wie k-ras und c-erbB2 und
Tumorsuppressorgenen wie p53. Die eindeutige Assoziation einer speziellen molekulargenetischen
Verdnderung mit dem Auftreten sinonasaler Karzinome konnte jedoch noch nicht herausgearbeitet
werden [Gotte und Hormann, 2004].

Insgesamt entstammen etwa 55 % der sinonasalen Tumoren den Kieferhohlen, 35 % der Nasen-
haupthohle, 9 % den Siebbeinzellen und 1 % den Stirn- und Keilbeinhéhlen sowie dem Nasen-
septum. Die 5-Jahres-Uberlebensrate fiir Patienten, die an einem sinonasalen Karzinom leiden,
betrdgt 50 % [Cody und Lawrence, 1999]. Plattenepithelkarzinome bilden mit knapp 80 % den
grofiten Teil aller histologischen Subtypen, sie entspringen meistens der lateralen Nasenwand.
Adenokarzinome und adenoidzystische Karzinome liegen in je etwa 10 % der Falle vor, sie sind
haufiger in der oberen Nasenhdhle und den Siebbeinhdhlen zu finden. Zahlreiche andere Tumoren

komplettieren die Liste in kleinen Prozentzahlen [Cody und Lawrence, 1999; Shah et al., 1999].

Félle pro 100.000 ménnliche
Einwohner im Jahr 2002

©0,0-0,5 (101 Lander)
0,5-1,0 (53 Lander)
1,0-2,0 (31Lander)
2,0-3,0 (14 Lander)
3,0-17 (19 Lander)

Abbildung 1-2  Uberblick iiber geographische Unterschiede in der Inzidenz von Nasopharynxkarzinomen nach altersstandardi-
sierten Daten des Globocan-2002-Reports der International Agency for Research on Cancer (IARC) der Weltgesundheits-
organisation WHO. Eine Altersstandardisierung ist erforderlich, um eine Vergleichbarkeit der Daten unabhéngig von der Alters-
struktur der gegenlibergestellten Staaten zu gewahrleisten. Die angegebenen Inzidenzen beziehen sich jeweils auf eine

hypothetische Population von 100.000 M&nnern mit einer normierten Altersverteilung (Weltstandardpopulation) im Jahr 2002.
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1.1.2.2 Nasopharynx

Nasopharynxkarzinome sind in westlichen Landern relativ selten. Ihre Inzidenz liegt bei 0,2 bis
1,0 Féllen pro 100.000 Einwohner und Jahr. Wie in Abbildung 1-2 dargestellt, ist im Gegensatz
dazu die Inzidenz in siidostasiatischen Landern wie China, Hongkong, Singapur, Malaysia und
Taiwan weit hoher. Sie wird mit Werten zwischen 10 und 53 Féllen pro 100.000 Einwohner ange-
geben. In Alaska und Gronland ist die Inzidenz bei der Bevolkerungsgruppe der Eskimos mit 15 bis
20 Féllen pro 100.000 Einwohner ebenfalls erhoht [Ferlay et al., 2004; Lin et al., 2005].

Die Atiologie der Nasopharynxkarzinome ist noch nicht vollstéindig geklért. Als entscheidend gilt
das Zusammenspiel von genetischer Suszeptibilitit und Umweltfaktoren. Hinweis auf eine
genetische Komponente ist beispielsweise die Assoziation von Malignomen mit den Genotypen
HLA-A2 und HLA-Bsin2. Diese liegen bei Menschen aus Siidchina deutlich hiufiger vor als bei

Kaukasiern.

Moglicherweise beteiligte Umwelt- und Kulturfaktoren werden im Verzehr gesalzenen Fischs und
konservierter Lebensmittel gesehen, die reich an karzinogenen Nitrosaminen sind. AuBerdem
scheint die Infektion mit dem Epstein-Barr-Virus zu frilhen Transformationsvorgingen bei-
zutragen, wie der Nachweis von Epstein-Barr-Virus-DNS (Desoxyribonukleinsdure) in nahezu
allen Nasopharynxkarzinomen nahe legt [Lin et al., 2005].

Das Zusammenspiel genetischer und umweltbedingter Faktoren zeigt sich auch in der Beobachtung
der Inzidenz von Nasopharynxkarzinomen bei in den USA geborenen Kindern chinesischer Ein-
wanderer. Bei diesen Personen liegt die Erkrankungshéufigkeit zwar unter der einer chinesischen
Vergleichspopulation, aber noch immer hoher als bei der kaukasischen Bevdlkerung in den USA
[Lin et al., 2005]. Histologisch finden sich in 70 % der Félle undifferenzierte, lymphoepitheliale
Karzinome. In 20 % der Fille liegen nicht-verhornende Plattenepithelkarzinome vor, die librigen

10 % bilden verhornende Plattenepithelkarzinome.
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1.1.3 Modell der Miniorgankulturen zur Untersuchung genotoxischer
Umwelteinflisse auf humane nasale Schleimhaut

Zur Untersuchung der Wirkung verschiedener Umweltstoffe auf die Erbinformation nasaler
Schleimhautzellen wurden Miniorgankulturen eingesetzt. Diese Form der Gewebekultivierung
basiert auf einer Arbeit von Steinsvag und Mitarbeitern, die erstmals die Anzucht von Epithel der
Atemwege auf seiner nativen Basalmembran einschlieBlich tiefer liegender Stromaanteile
beschreibt [Steinsvag et al., 1991]. Die Autoren verwendeten zur Anlage der Kulturen Unter-
suchungsmaterial, das bei Adenotomien von Kindern gewonnenen worden war. Die kubischen
Bindegewebsfragmente dieses adenoiden Gewebes hatten keinen Kontakt zum umgebenden
Tragermaterial, sondern schwammen frei in einer Néhrlosung. Innerhalb von fiinf Tagen bildeten
sich sphiroide Miniorgane, die anfangs von flachen Epithelzellen, spater von respiratorischem
Epithel bedeckt waren. In mikroskopischen Untersuchungen lieBen sich Becherzellen und Inseln
von Zellen, die mit motilen Zilien besetzt waren, erkennen. Das Innere der Fragmente bestand
initial aus lymphoidem Gewebe. Im Verlauf der Kultivierung wurde es durch Kollagen und
verstreut liegende Fibroblasten ersetzt. Das Epithel der Miniorgane blieb iiber einen
Beobachtungszeitraum von 40 Tagen morphologisch intakt und vital [Steinsvag et al., 1991].

Fiir die vorliegende Arbeit wurde diese Art der Kultivierung auf das Gewebe menschlicher Nasen-
muscheln entsprechend einer von Kleinsasser und Mitarbeitern beschriebenen Methode iibertragen
[Kleinsasser et al., 2001; Kleinsasser et al., 2004a]. Die Modifikationen bestehen in zusétzlichen
Waschschritten vor dem Anlegen der Kultur und der Verwendung eines speziellen Kulturmediums
fiir respiratorisches Epithel. Aulerdem werden einige Néhrstoffe und Zusitze nicht dem Medium
beigefiigt, sondern der Agarose, mit der die Boden der Kulturplatten beschichtet sind.
Abbildung 1-3 zeigt das inversmikroskopische Bild eines Miniorgans an Tag 5 der Kultivierung.

Abbildung 1-3  Inversmikroskopisches Bild eines Mini-
organs an Tag 5 der Kultivierung (aufgenommen mit 40facher

bzw. 100facher VergroRerung).

Das Bindegewebsfragment ist abgerundet und vollstandig
epithelisiert. Bei starkerer VergroRerung sind auf der Ober-
flache die metachronal-wellenférmig schlagenden Zilien des

respiratorischen Epithels zu erkennen.
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1.2 Verwendete Substanzen mit genotoxischem
Schadigungspotenzial

1.2.1 Natriumdichromat

1.2.1.1 Stoffcharakteristika

Chrom ist ein natiirlich vorkommendes Element, das

in verschiedenen Oxidationsstufen existieren kann. \ /
In der Umwelt treten aufgrund ihrer chemischen \ / \ /
Stabilitdt ausschlieBlich trivalente und hexavalente

Cr(IIT)- und Cr(VI)-Derivate auf [Minister of Supply \ /

and Services Canada, 1994]. Cr(Ill)-Salze sind in

Erzen, oberflichlichem Gestein und Boden natiir- Na Na
licherweise in erheblichen Mengen eingelagert. Sie

sind in der Regel schlecht wasserloslich und bilden Abbildung 14 Chemische Struktur von Natrium-
schnell chemisch inerte Prézipitate. Im Gegensatz dichromat (NazCrz07, CAS-Nr. 10588-01-9).

dazu werden Cr(VI)-Verbindungen in der Umwelt

zum tiberwiegenden Teil durch den Menschen freigesetzt. Sie sind wirksame Oxidanzien und meist
gut wasserldslich [ATSDR, 2000a]. In den Versuchen der vorliegenden Arbeit wird Natrium-
dichromat als Vertreter dieser Stoffgruppe eingesetzt.

1.2.1.2 Expositionsquellen fir den Menschen

Chrom wird seit mehr als einem Jahrhundert industriell genutzt, sein Auftreten ist in vielen
Umweltbereichen durch den Menschen verursacht. Allein im Jahr 1995 wurden in Grofbritannien
60 Tonnen Chrom in Form von Cr(IlI)- und Cr(VI)-Verbindungen in die Atmosphére freigesetzt
[IARC, 1997; Rowbotham et al., 2000]. Die Cr(III)-Emission beruht vor allem auf der Verbren-
nung fossiler Brennstoffe, der Verhiittung von Erzen und der Herstellung und Bearbeitung von
Chromlegierungen und Stahl. Der AusstoB von Cr(VI)-Derivaten ist vor allem auf die Chrom-
verarbeitung sowie die Produktion und Verwendung von Chrom in der chemischen Industrie
zurlickzufithren. Natriumdichromat wird hauptséchlich in der chemischen Industrie, in der Metall-
veredelung, in Holzschutzmitteln, Textilien, anorganischen Pigmenten und Bauteilen fiir Ol-

bohrungen verwendet [Rowbotham et al., 2000].

Beruflich sind mehrere Millionen Arbeiter Rauch, Nebel und Staub ausgesetzt, die Chrom oder
Chromverbindungen enthalten. Der Hauptteil der hierbei absorbierten Chrommenge wird durch
Inhalation aufgenommen. In der Vergangenheit wurden in einigen Arbeitsbereichen Cr(VI)-
Belastungen der Luft von iiber 1 mg/m® gefunden. Moderne Emissions-Kontrolltechnologien haben
in den letzten Jahrzehnten diese Werte merklich reduziert [IARC, 1997]. Hohe Cr(VI)-Belastungen
treten aber nach wie vor bei der Arbeit mit Chromstahllegierungen, beim Schwei3en von rostfreiem
Stahl, bei der Chromatproduktion und der Arbeit mit Chrompigmenten auf. In diesen Industrie-
bereichen wurden in nordamerikanischen Betrieben Cr(VI)-Konzentrationen zwischen 10 und
600 pg/m’ Luft erreicht [National Toxicology Program, 2004a]. In der Umgebungsluft stidtischer
und léndlicher Gebiete in GrofBbritannien wurden dagegen nur Gesamtchromkonzentrationen von
0,9 bis 17,2 ng/m’ Luft gemessen [National Toxicology Program, 2004a].
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Fiir die Gesamtbevolkerung spielt damit die Inhalation von Chrom nur eine geringe Rolle. Die
Hauptquelle bilden hier Cr(III)-Salze, die in der Nahrung und in geringerem Malle im Trinkwasser
vorkommen. Messungen in GrofBbritannien ergaben, dass 99 % der 246 bis 344 pg Chrom, die
jeder Erwachsene pro Tag aufnimmt, aus der Nahrung stammen. Auch iiber Hautkontakt werden
wohl nur vernachldssigbar geringe Chrommengen aufgenommen, da in Konsumprodukten zum

allergroBten Teil kaum resorbierbare Cr(I1l)-Verbindungen vorliegen [Rowbotham et al., 2000].

1.2.2 N-Nitrosodiethylamin

1.2.2.1 Stoffcharakteristika

N-Nitrosodiethylamin (NDEA) gehort zur Gruppe der H3;C——CH,
N-Nitroso-Verbindungen. Mit einem Siedepunkt von

176,9 °C liegt es bei einer Temperatur von 20 °C \

aufgrund des Sittigungsdampfdrucks von 0,86 mmHg ——CH,

als gelbliche Fliissigkeit vor. Seine molare Molekiil-

masse betrdgt 102,14 g/mol. NDEA ist loslich in / \
Wasser, Ethanol, Diethylether und organischen QO CH;
Losungsmitteln [Verna et al., 1996; Berufsgenossen- Abbildung 1-5  Chemische Struktur von

schaftliches Institut fiir Arbeitsschutz, 2004; National N-Nitrosodiethylamin (CaH1oN20, CAS-Nr. 55-18-5).
Toxicology Program, 2004c].

1.2.2.2 Expositionsquellen fir den Menschen

Der menschliche Korper wird iiber zwei Wege mit N-Nitrosaminen belastet: Zum einen werden
praformierte N-Nitrosamine aus der Umwelt aufgenommen, zum anderen werden sie im
Gastrointestinaltrakt durch die Nitrosierung von Aminen gebildet. Nach einer groben Schitzung
betrdgt diese in-vivo-Bildung von N-Nitrosaminen 40-75 % der Gesamtbelastung [Vermeer und
van Maanen, 2001].

Die exogene Zufuhr von N-Nitroso-Verbindungen erfolgt durch Exposition am Arbeitsplatz,
Tabakrauchen oder -kauen und durch verschiedene Haushaltsprodukte wie Kosmetika und
Shampoos. Abgesehen von den tabakspezifischen Nitrosaminen werden als Hauptquelle jedoch
belastete Lebensmittel angenommen. Vertreter der Stoffgruppe sind vor allem in gepokeltem und
gerduchertem Fleisch und Fisch, aber auch in Kise, Bier und Whisky zu finden. Die Gesamtmenge
exogen zugefiihrter N-Nitrosamine wird in der Gréenordnung von 1 pg pro Person und Tag ange-
nommen, wobei die individuelle Belastung stark erndhrungsabhéngig ist [Verna et al., 1996;
Lijinsky, 1999; Vermeer und van Maanen, 2001].

Die berufliche Belastung mit den als krebserzeugend eingestuften N-Nitrosaminen ist in Deutsch-
land durch die Gefahrstoffverordnung gesetzlich begrenzt. Grundsétzlich diirfen Arbeitnehmer
karzinogenen N-Nitrosaminen nicht ausgesetzt sein. Als Grenzwert gilt dabei die ubiquitére Luft-
verunreinigung, die mit einer Konzentration von bis zu 0,1 pg/m’ Luft angenommen wird
[Ausschuss fiir Gefahrstoffe, 1996]. Dieses generelle Expositionsverbot gilt nicht flir die Industrie-
bereiche, in denen N-Nitrosamine nach heutigem Wissen unvermeidbar wéhrend technischer
Ablaufe entstehen. Davon betroffen sind Arbeitsprozesse in GieBereien, die Verwendung von

Kiihlschmierstoffen in der Eisen- und Stahlindustrie, Vulkanisationprozesse und die Produkt-
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lagerung in der Gummiindustrie sowie die chemische und lederverarbeitende Industrie. Als
Technische Richtkonzentrationen (TRK) gelten hier 1 pg/m’ bzw. 2,5 ug/m’ in besonderen
Arbeitsbereichen. Der Arbeitgeber ist verpflichtet zu priifen, ob Austauschstoffe mit einem
geringeren gesundheitlichen Risiko verfiigbar sind [Ausschuss fiir Gefahrstoffe, 1996]. Insgesamt
hat in Deutschland die Nitrosaminproblematik durch ein angepasstes Regelwerk und
Anstrengungen von Wissenschaft, Industrie und Aufsichtsbehdrden in den vergangenen Jahren an
Brisanz verloren. Die Zahl der betroffenen Arbeitsplitze ist zuriickgegangen und bei den
verbliebenen Arbeitspldtzen hat sich die Hohe der Nitrosaminbelastung verringert [Breuer und van
Gelder, 2001].

1.2.3 N-Methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidin

1.2.3.1 Stoffcharakteristika

Das Nitrosamid N-Methyl-N’-nitro- 0 NH

N-nitrosoguanidin (MNNG) ist ein

blass-gelbes kristallines Pulver, das griin

oder orange werden kann, wenn es dem N* C CH;
Licht ausgesetzt wird. MNNG ist in / \ / \ /

polaren organischen Loésungsmitteln 0 H N
16slich. Es zersetzt sich bei Tempera-
turen von 118-124°C. MNNG ist
empfindlich gegeniiber Hitze, Licht und

\

Feuchtigkeit  [National  Toxicology 0

Program, 2004b].
& ’ ] Abbildung 1-6 ~ Chemische Struktur von N-Methyl-N'-nitro-

1.2.3.2 Expositionsquellen far N-nitrosoguanidin (C2HsNsOs, CAS-Nr. 70-25-7).
den Menschen

Die Anwendung von MNNG beschriankt sich gegenwirtig auf den Einsatz als experimentelles
Mutagen, Teratogen und Karzinogen in der medizinischen und biologischen Forschung. Eine
potenzielle Exposition betrifft daher nur Personen, die als Forschungs- oder Reinigungspersonal in
entsprechenden Laboratorien arbeiten [National Toxicology Program, 2004b].
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1.3 Nachweis von DNS-Schaden mit dem Einzelzell-
Mikrogelelektrophorese-Assay

1.3.1 Funktionsprinzip der Technik

Die Exposition von Zellen gegeniiber Mutagenen resultiert in chemischen Modifikationen der
DNS, die entweder irreversibel sind oder von spezialisierten nukleéren Reparatursystemen behoben
werden konnen. Bei einem Teil der iliberlebenden Zellen bleiben durch eine Stérung der DNS-
Replikation Mutationen zuriick [Slamenova et al., 1997].

Die quantitative Erfassung von DNS-Schiden auf der Ebene von Einzelzellen gelang erstmals
Rydberg und Johanson [Rydberg und Johanson,
1978]. Die angewendete Methode basierte auf
dem Nachweis von DNS-Strangbriichen, die
durch eine Vielzahl verschiedener Reaktionen
induziert werden konnen [Slamenova et al.,
1997]. Um die Sensitivitit der Methode zu
erhohen, entwickelten Ostling und Johanson eine
Mikrogel-Elektrophoresetechnik, die spater unter
dem Namen Comet Assay bekannt wurde
[Ostling und Johanson, 1984]. In der urspriing-
lich beschriebenen Technik werden die Zellen
zuerst auf Objekttragern in Agarose eingebettet.
Darauthin werden ihre Membranstrukturen
durch Detergenzien und hohe Salzkonzentra-
tionen lysiert [Rojas et al., 1999]. Die so freige-
legten DNS-Doppelstringe werden unter leicht
alkalischen Bedingungen denaturiert und einem
elektrischen Feld ausgesetzt. In Zellen mit einer
erhohten Frequenz an DNS-Doppelstrang-
briichen kommt es zu einer Entspiralisierung der
DNS-Schleifen und durch die gréfere Beweg-
lichkeit zu einer DNS-Migration in Richtung der
Anode [Klaude et al., 1996]. Nach Anférbung
der DNS mit Ethidiumbromid bietet sich im

Abbildung 1-7:  Fluoreszenzmikroskopische Bilder von Zell-
kernen verschiedenen genetischen Fragmentierungsgrades

(aufgenommen mit 1.000facher VergréRerung).

Bild a: Kometenkopf ohne Schweif entsprechend einem Zell-
kern mit weitgehend intakter DNS.

Bilder b-e: Mit zunehmender DNS-Fragmentierung steigt die

relative Fluoreszenzintensitat und die L&nge des Schweifes.
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Fluoreszenzmikroskop bei geschidigten Zellen das Bild eines Kometen. Wie in Abbildung 1-7
dargestellt, bildet dabei der Zellkern den Kopf und die aus dem Kern gewanderten DNS-Schleifen
den Schweif. Die Einfiihrung der alkalischen Mikrogelelektrophorese durch Singh und Mitarbeiter
bedeutete eine weitere Erhohung der Sensitivitdt fiir genotoxische Effekte [Singh et al., 1988]. Da
in dem stark alkalischen Milieu mit einem pH-Wert iiber 13 die DNS vollstindig denaturiert und
entspiralisiert vorliegt, werden neben Doppelstrangbriichen weitere DNS-Schiden erfasst [Kohn,
1991; Tice et al., 2000]. Dazu zihlen Einzelstrangbriiche durch Radikale, interkalierende
Substanzen oder alkalilabile DNS-Addukte. Vor allem aber werden DNS-Strangbriiche erfasst, die
als Resultat einer metabolischen Beteiligung der Zellen auftreten, beispielsweise der Basen- und
Nukleotidexzisionsreparatur oder der enzymatischen Aktivitit von Endonukleasen, Topo-
isomerasen und DNS-Hydrolasen [Slamenova et al., 1997]. Anders als in der neutralen Version des
Einzelzell-Mikrogelelektrophorese-Assays besteht der Schweif dabei nicht aus DNS-Schleifen, die
im Zellkern fixiert sind. Er wird vielmehr von freien, einzelstringigen DNS-Fragmenten unter-
schiedlicher Grofe gebildet, die im elektrischen Feld aus dem Zellkern wandern [Klaude et al.,
1996].

Der Einzelzell-Mikrogelelektrophorese-Assay (EMGE-Assay) gilt als einfacher, schneller und
sensitiver Test zur Detektion genotoxischer Schédden. Er erlaubt die Quantifizierung von DNS-
Schdden auf der Ebene einzelner Zellen und ist bei praktisch allen eukaryotischen Zellen
anwendbar [Speit et al., 1996; Slamenova et al., 1997; Rundell et al., 2003]. Seit seiner Einfithrung
ist der Einzelzell-Mikrogelelektrophorese-Assay einer Vielzahl von Anwendungen angepasst
worden. Als relativ einfache Methode findet er Anwendung in Genotoxizitétsstudien [Tice et al.,
2000; Kleinsasser et al., 2001; Sasaki et al., 2002] und DNS-Reparatur-Untersuchungen
[Spanswick et al., 2002; Harréus et al., 2002]. Er wird aber auch in klinischen Anwendungen und
zur Uberwachung von Giftstoffen in &kologischen Systemen oder an Arbeitsplitzen eingesetzt
[Djuzenova et al., 1999; Undeger und Basaran, 2002]. Verdnderungen der Technik betreffen in der
Regel die Zusammensetzung und den pH-Wert von Lyselosung und Elektrophoresepuffer sowie
die technischen Variablen der Elektrophorese, also Spannung, Stromstirke, Entwindungs- und
Laufzeit [Rojas et al., 1999]. Die von Singh und Mitarbeitern beschriebene Technik gilt heute als
Methode der Wahl, wenn mit dem Einzelzell-Mikrogelelektrophorese-Assay Genotoxizititsstudien
durchgefiihrt werden sollen [Singh et al., 1988; Tice et al., 2000].

1.3.2 Quantifizierung genotoxischer Effekte mit dem Olive Tail Moment

Zur Abschitzung des Ausmalles der DNS-Fragmentierung konnen verschiedene Parameter heran-
gezogen werden. Neben der Angabe von Schweifldnge und prozentualem DNS-Anteil im Schweif
gilt das in dieser Arbeit verwendete Olive Tail Moment (OTM) als etabliertes MaB fiir den Grad der
DNS-Schéidigung [Hartmann et al., 2003]. Das Olive Tail Moment wurde 1990 von Olive und Mit-
arbeitern vorgestellt [Olive et al., 1990; Tice et al., 2000]. Es errechnet sich als Produkt aus der
relativen DNS-Menge im Schweif und der Schweiflinge. Bei einem niedrigen OTM ist damit ein
niedriger, bei einem hohen OTM ein hoher Fragmentierungsgrad der DNS anzunehmen. Das OTM
wird in der Regel dimensionslos angegeben.
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1.4 Nachweis apoptotischer Vorgange mit dem
Annexin-V-Affinitatstest

Bei der experimentellen Untersuchung genotoxischer Effekte mit dem Einzelzell-Mikrogel-
elektrophorese-Assay kann eine Erhdhung der Apoptoserate zu einer Erhéhung der gemessenen
DNS-Fragmentierung fithren. Um direkte Auswirkungen von Fremdstoffen auf das Erbgut korrekt
zu erfassen, ist also neben dem Nachweis der Vitalitdt der Zellen die Quantifizierung apoptotischer
Abbauvorginge notwendig.

1.4.1 Biologischer Hintergrund

1.4.1.1 Aufgaben der Apoptose

Die Apoptose ist eine kontrollierte Form des Zelluntergangs im Korper. Sie stellt einen essenziellen
physiologischen Prozess dar, der eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der Zellzahl wiahrend der
Entwicklung und wahrend des Lebens eines Organismus spielt [Zimmermann et al., 2001]. Als
Beispiele seien der morphogenetische Zelltod wéhrend der Embryogenese, die Zerstdrung auto-
reaktiver T-Zellen wihrend der T-Zell-Selektion und die Beteiligung an der normalen Gewebe-
erneuerung genannt. Durch die Elimination geschidigter Zellen sorgt der apoptotische Zellabbau
fiir die Entfernung infizierter, genetisch verdnderter oder beschédigter Zellen [Sgonc und Gruber,
1998; Gupta, 2001]. Wenn in diesem Prozess eine Fehlregulation auftritt, konnen transformierte
und geschédigte Zellen iiberleben und durch klonale Expansion die Entwicklung von Malignomen
verursachen [Wesierska-Gadek et al., 2003].

1.4.1.2 Ablauf der Apoptose

Im kontrollierten Ablauf des apoptotischen Zelluntergangs nimmt die Enzymfamilie der Caspasen
einen zentralen Platz ein. Bei diesen handelt es sich um Proteasen, die als inaktive Vorstufen
gebildet werden und sich durch die Spaltung spezifischer Peptidbindungen gegenseitig aktivieren
[Saraste und Pulkki, 2000; Chen et al., 2001].

Das Startsignal fiir diese Enzymkaskade kann durch &u3ere oder innere Einfliisse erfolgen. Im Falle
des extrinsischen Weges wird Caspase 8 durch Rezeptoren aus der Tumor-Nekrosefaktor-Rezeptor-
Gen-Superfamilie (TNFR) in der Zellmembran aktiviert [Gupta, 2001]. Am Beginn des
intrinsischen Wegs steht dagegen die Aktivierung von Caspase 9, die durch die Integration
verschiedener proapoptotischer Signale ausgelost wird. Zu den relevanten Faktoren zéhlen
zytotoxische Stoffe, reaktive Stressmolekiile und die Aktivitit nukledrer Transkriptionsfaktoren.
Uberwiegen die proapoptotischen Einfliisse, kommt es zur Freisetzung von Cytochrom C und
anderen Caspase-aktivierenden Faktoren aus den Mitochondrien und zur Aktivierung von
Caspase 9 [Saraste und Pulkki, 2000; Gupta, 2001; Zimmermann et al., 2001]. Alle Wege der
Apoptoseinduktion miinden schlieBlich in der kaskadenartigen Aktivierung von Caspase 3 und
weiteren Effektor-Caspasen, die die Exekutionsphase steuern [Chen et al., 2001; Zimmermann et
al., 2001]. In dieser Phase erfolgt die Spaltung nukledrer und zytoplasmatischer Proteine, die fiir
die Aufrechterhaltung der zelluldren Integritit, der Progression des Zellzyklus und die DNS-
Reparatur verantwortlich sind [Gupta, 2001]. Die DNS wird durch Endonukleasen fragmentiert
[Zimmermann et al., 2001]. Der Beginn dieses Abbaus ist bereits 15 min nach dem Start der
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Apoptosekaskade nachweisbar, innerhalb einer Stunden ist die DNS hochgradig fragmentiert
[Bacso et al., 2000]. In der Endphase kommt es zur Desintegration der Zelle, die durch distinkte
morphologische Merkmale gekennzeichnet ist. Zu diesen Merkmalen zéhlt eine zytoplasmatische
Kontraktion, der Verlust des Zellkontakts mit der Matrix und eine Blasenbildung der Zellmembran.
Diese Verdnderungen sind innerhalb der ersten zwei Stunden erkennbar [Saraste und Pulkki, 2000;
Gupta, 2001]. Im Rahmen der kontrollierten Zellfragmentierung werden keine intrazelluldren
Bestandteile freigesetzt, die eine lokale Entziindungsreaktion durch Zytokine auslésen konnten.
Stattdessen werden die abgeschniirten Zellreste durch spezialisierte Phagozyten und Nachbarzellen
abgerdumt [Hale et al., 1996; Saraste und Pulkki, 2000]. In vivo dauert der gesamte Vorgang des
apoptotischen Zelluntergangs zwischen 6 und 24 Stunden [Saraste und Pulkki, 2000; Gupta, 2001].

1.4.1.3 Membranveranderungen wahrend der Apoptose

Der apoptotische Zelltod wird auch von Verdnderungen der Plasmamembran begleitet, die eine
experimentelle Differenzierung vitaler von apoptotischen Zellen erlauben. Lebensfdhige Zellen
besitzen eine asymmetrische Verteilung verschiedener Phospholipide zwischen innerer und duf3erer
Membranseite [Bretscher, 1972]. Diese Verteilung wird aktiv durch Membranproteine aufrecht-
erhalten, die die Translokation spezifischer Lipidmolekiile erleichtern [Higgins, 1994; Diaz und
Schroit, 1996]. Zu diesen Lipidmolekiilen z&hlt auch das Aminophospholipid Phosphatidylserin,

das sich in lebensfahigen Zellen ausschlieBlich auf der Innenseite der Membran befindet.

Im Rahmen einer frithen Phase der Apoptose kommt es zu einer kontrollierten Translokation von
Phosphatidylserin von der Innen- auf die Aullenseite der Membran. Die Membranintegritit bleibt
dabei unbeeintrichtigt [van Engeland et al., 1998]. Der physiologische Sinn dieser Translokation
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Abbildung 1-8:  Prinzip des Annexin-V-Affinitatstests und Farbeverhalten bei vitalen, apoptotischen und nekrotischen Zellen.

Links: Bei einer nekrotischen Zelle kann Annexin V durch Membrandefekte in die Zelle eindringen. Obwohl Phosphatidylserin nur auf
der Membraninnenseite vorliegt, kann eine Bindung stattfinden (AV*). Die Gegenfarbung mit Propidiumjodid ist ebenfalls positiv (PI*).
Mitte: Bei einer vitalen Zelle kann Annexin V nicht in die Zelle gelangen. Da Phosphatidylserin aber nur auf der Membraninnenseite
vorliegt, kann keine Bindung stattfinden (AV-). Auch die Gegenfarbung mit Propidiumjodid ist negativ (PI-).

Rechts: Bei einer apoptotischen Zelle bindet Annexin V an exponiertes Phosphatidylserin auf der Auenseite der Zellmembran (AV*).

Da die Membranintegritat dabei erhalten bleibt, ist die Gegenfarbung mit Propidiumjodid aber negativ (PI-).
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liegt in einer Markierung der apoptotischen Zelle, die zur Erkennung und Abrdumung durch
Makrophagen und Nachbarzellen fiihrt [Fadok et al., 1992]. Die Externalisation von Phosphatidyl-
serin wird als integrierter und universeller Teil des Zellsuizids angesehen, der unabhingig vom
Zelltyp und dem Ausldser der Apoptose auftritt [Martin et al., 1995]. Sie ist innerhalb der ersten
Stunde nach Beginn der Exekutionsphase nachweisbar und bleibt bis zur Endphase erhalten
[Florent et al., 1999; Bacso et al., 2000; Zimmermann et al., 2001].

1.4.2 Funktionsprinzip der Technik

Der Annexin-V-Affinitétstest erlaubt die Detektion von Phosphatidylserin auf der Zelloberflache
und damit die Entdeckung apoptotischer Vorgénge [van Engeland et al., 1998; Sgonc und Gruber,
1998; Bacso et al., 2000]. Erstmals von Koopman und Mitarbeitern vorgestellt, basiert er auf der
Bindungsfihigkeit des humanen Proteins Annexin V an negativ geladene Phospholipide [Koopman
et al., 1994]. Die hochste Affinitit besitzt es dabei fiir Phosphatidylserin [Andree et al., 1990].
Annexin V kann rekombinant in bakteriellen Systemen hergestellt und mit Fluoresceinisothio-
cyanat (FITC) konjugiert werden, das fluoreszenzmikroskopisch nachweisbar ist. Bei der Farbung
mit Annexin V wird in der Regel mit dem DNS-bindenden Propidiumjodid gegengefarbt. Da weder
Annexin V noch Propidiumjodid intakte Plasmamembranen durchdringen konnen, erlaubt diese
Doppelfarbung die Unterscheidung vitaler, apoptotischer und nekrotischer Zellen. Abbildung 1-8
zeigt schematisch die Differenzierung der Zellen nach ihrem durchflusszytometrisch oder

fluoreszenzmikroskopisch erfassten Farbeverhalten [Koopman et al., 1994].

1.5 Nachweis von Cytochrom P450 2A6 mit dem
Durchflusszytometer

1.5.1 Funktionsprinzip eines Durchflusszytometers

Die Durchflusszytometrie kann definiert werden als Technik der Messung und Analyse von
Streulicht- und Fluoreszenzsignalen, die erzeugt werden, wenn Partikel in einem Fliissigkeitsstrom
durch einen Lichtstrahl flieBen [Givan, 1992b]. Sie erlaubt die quantitative und multiparametrische
Erfassung physikalischer und chemischer Eigenschaften einzelner Zellen einer Zellsuspension
[Weaver, 2000]. Abbildung 1-9 zeigt die wichtigsten Bauteile eines Durchflusszytometers. Im
Folgenden wird ihre Funktion kurz dargestellt.

1.5.1.1 Flussigkeitssystem

Das Fliissigkeitssystem eines Zytometers besteht aus zwei Leitungssystemen: Uber eine Zuleitung
stromt kontinuierlich Hiillfliissigkeit in laminarem Fluss durch eine Messkammer. In das Zentrum
dieses Stroms wird iiber eine Kapillare aus dem Probenréhrchen die Zellsuspension gepresst.
Unmittelbar nach dem Verlassen der Kapillare erfasst der Strom der Hiillfliissigkeit die Zell-
suspension. Dadurch wird ein koaxialer Fluss erzeugt, in dessen zentralem Strahl die Zellen
einander folgen. So passiert jede Zelle einzeln den Messpunkt, an dem der fokussierte Lichtstrahl
auf den Flissigkeitsstrahl trifft [Raffael et al., 1994].
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1.5.1.2 Optisches System

Das optische System besteht aus einem Anregungs- und einen Detektionsteil: Der Anregungsteil
arbeitet meistens mit einem 488-nm-Argon-Laser als Lichtquelle. In der Messkammer kreuzt dieser
gebiindelte und ausgerichtete Laserstrahl rechtwinklig den Fliissigkeitsstrom. Trifft er dabei auf
einen Partikel, so wird er ecinerseits gestreut und regt andererseits Farbstoffmolekiile zur
Fluoreszenz an [Radcliff und Jaroszeski, 1998; Hahn, 2000].

Nach dem Passieren des Messpunkts biindeln im Detektionsteil zwei Linsensysteme das Licht, das
den Fliissigkeitsstrom passiert hat: Das erste Linsensystem lenkt das Licht auf eine Photodiode in
der Lichtstrahlachse. Sie misst Licht der Wellenlidnge des ausgesandten Laserstrahls. Die Photo-
diode ist dabei so angeordnet, dass sie nur ein Signal registrieren kann, wenn das Licht durch die
Passage eines Partikels im Fliissigkeitsstrom um einen kleinen Winkel gebeugt worden ist. Der
gemessene Parameter wird als Vorwirtsstreulicht (Front Scatter, FSC) bezeichnet. Seine Grof3e
hangt hauptsichlich von der Querschnittsflaiche und damit dem Volumen des Partikels ab [Radcliff
und Jaroszeski, 1998; Hahn, 2000].

Das zweite Linsensystem steht rechtwinklig zur Ausbreitungsrichtung des Laserstrahls und wird
von einer Reihe doppelbrechender Spiegel gefolgt. Diese separieren das Farbgemisch, das durch
Streuung und Fluoreszenz entstanden ist, in definierte Spektralbereiche und lenken es auf Licht-
verstarkungsrohren. Einer dieser Photodetektoren misst Licht der gleichen Farbe wie der ausge-
sandte Lichtstrahl. Er erfasst so jede Streuung des Laserstrahls um 90° zur Seite, die ein Partikel im
Strom erzeugt. Man spricht von Seitwirtsstreulicht (Side Scatter, SSC). Die Intensitit dieser

Streuung zur Seite liefert Informationen tliber die Granuliertheit, die Membranfaltung und die
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Abbildung 1-9  Schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers.
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duBere Form der Zellen [Raffael et al., 1994]. Die iibrigen im rechten Winkel zum Lichtstrahl
angeordneten Detektoren besitzen Filter fiir oranges, griines oder rotes Licht. Sie kdnnen nur ein
Signal erfassen, wenn der Partikel, angeregt durch den blauen Laserstrahl, selbst Licht der
entsprechenden Farbe emittiert. Dies ist entweder der Fall, wenn er endogene fluoreszierende
Komponenten enthélt, oder aber, wenn er exogen mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert worden ist
[Givan, 1992b]. Die Fluoreszenz-Intensitit jedes Partikels ist proportional zur stochiometrisch
gebundenen Fluorochrommenge [Hahn, 2000].

1.5.1.3 Signalverarbeitung und -speicherung

Photonen, die auf die Photokathode des Detektors treffen, erzeugen Elektronen und damit einen
elektrischen Stromfluss. Dieser Impuls wird durch nachgeschaltete Verstirker linear oder
logarithmisch verstdrkt. Bei linearer Verstarkung ist die Ausgangsspannung des Verstirkers der
Eingangsspannung direkt proportional. Bei logarithmischer Verstirkung dagegen ist das Ausgangs-
signal dem Zehnerlogarithmus des Eingangssignals proportional. Dabei werden eine bis vier
Zehnerpotenzen abgedeckt [Givan, 1992b; Givan, 2001; Shapiro, 2001].

Die verstirkten Signale werden anschlieBend durch einen Analog-Digital-Konverter diskreten
Kanilen zugeordnet. Jeder dieser 256 (2°%) oder 1.024 (2'°) Kanile reprisentiert einen spezifischen
Lichtintensitétsbereich. Verunreinigungen, die eine Messung verfédlschen kdnnen, lassen sich durch
die Definition einer Intensititsschwelle, die ein Signal iiberschreiten muss, um als Ereignis
registriert zu werden, ausschliefen. Ausgehend von 1.024 Kanélen erhélt man pro gemessenem
Partikel fiir FSC, SSC und die verschiedenen Fluoreszenzen je eine Zahl zwischen 0 und 1.023. Die
Messwerte jedes einzelnen Partikels werden im Flow-Cytometry-Standard-Format unkomprimiert
gespeichert. Dadurch konnen bei der nachfolgenden Datenanalyse alle erfassten Parameter
miteinander korreliert werden [Givan, 1992b; Givan, 2001; Shapiro, 2001].

1.5.2 Funktionsprinzip der intrazellularen Antigenfarbung

1.5.2.1 Permeabilisierung und Fixierung

Um intrazelluldre Antigene fiir Antikorper und Antikorperkonjugate zugénglich zu machen, muss
die Zellmembran permeabilisiert werden. Der dadurch drohende Verlust l6slicher Antigene wird

durch die gleichzeitige Fixierung der Bestandteile in Zytoplasma und Zellorganellen verhindert.

Sander und Mitarbeiter stellten 1991 eine Methode zum Nachweis intrazelluldren Cytokins vor, die
eine Permeabilisierung durch Saponin mit einer Fixierung durch Formaldehyd verband, um
intrazelluldre Strukturen zu konservieren [Sander et al., 1991]. Inzwischen gibt es verschiedene
kommerzielle Chemikaliensitze, die diese Saponin/Formaldehyd-Prozedur als Permeabilisierungs-
und Fixierungstechnik nutzen [Pala et al., 2000]. Wie in Abbildung 1-10 schematisch dargestellt,
erzeugt das steroidbasierte Detergens Saponin, wahrscheinlich durch die Bindung an
Cholesterinmolekiile, porendhnliche Strukturen in der Zellmembran [Bomford et al., 1992]. Dabei
bleiben die Antigene der Zelloberfliche und des Zytoplasmas und die Zellmorphologie, also FSC-
und SSC-Charakteristika, erhalten [Lecoeur et al., 1998]. Formaldehyd wirkt quervernetzend,
wodurch intrazelluldre Antigene verankert und stabilisiert werden. Der Antigen-Verlust wird durch

die Fixierung auf ein Minimum reduziert [Koester und Bolton, 2000].
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1.5.2.2 Antigenfarbung

Zur gezielten Anfarbung von Antigenen werden in der Regel spezifische monoklonale Antikorper
verwendet [Herzenberg und De Rosa, 2000]. Bei der direkten Farbemethode sind diese mit einem
Fluoreszenzfarbstoff konjugiert. Ist der primére, spezifische Antikérper unmarkiert, so muss er
durch einen markierten Sekundirantikdrper nachgewiesen werden. Diese indirekte Farbemethode
ist in Abbildung 1-11 dargestellt. Indirekte und direkte Firbemethode sind mit der
Saponin/Formaldehyd-Prozedur kompatibel.

1.5.2.3 Negativkontrollen

Bei Anwendung der indirekten Fluoreszenzfirbung lassen sich verschiedene Negativkontrollen
durchfithren, um falsch positive Ergebnisse zu erkennen: Der Versuchsablauf der Priméranti-
korper-Auslasskontrolle iibergeht die Zugabe des Primérantikdrpers nach dem Fixierungs- und
Permeabilisierungsschritt. Dadurch ldsst sich eine unspezifische Bindung des Sekundérantikorpers
in der Zelle detektieren [Assenmacher et al., 1994]. Die Isotypkontrolle erfasst die Mdglichkeit
einer unspezifischen Bindung des Primédrantikdrpers. Dafiir wird statt des spezifischen Primér-
antikorpers ein Kontrollantikorper verwendet. Dieser gleicht dem eingesetzten spezifischen Anti-
korper in Ursprungstier, Immunglobulin-Klasse und -Subklasse, besitzt aber keine Affinitdt fiir
Antigene, die in menschlichen Zellen vorkommen [Jung et al., 1993].

1.5.2.4 Antikorpertitration

Unterschiede in der Antigenkonzentration sind nur dann detektierbar, wenn bei der verwendeten
Antikorperkonzentration alle fiir den Antikdrper erkennbaren Epitope mit Antikorpermolekiilen
besetzt sind. Folglich muss eine ausreichend hohe Antikérperkonzentration eingesetzt werden. Mit
groBBem Antikdrperiiberschuss zu arbeiten, wire jedoch sehr unékonomisch [Reilly, 1996; Givan,
2000]. Um die optimale Antikorperkonzentration zu bestimmen, werden serielle Verdiinnungs-
reihen mit halbierenden Konzentrationen durchgefiihrt. Nach der durchflusszytometrischen
Messung wird das Ergebnis in zwei Diagrammen dargestellt: Im ersten wird der Median der
Fluoreszenzintensitit gegen die eingesetzte Antikorperkonzentration aufgetragen. Der resultierende
Graph zeigt idealerweise eine Saittigungskinetik. Bei steigender Antikdrperkonzentration kommt es

zu einer Erhdhung der mittleren Fluoreszenz, da mehr Antigenstellen besetzt werden kdnnen. Bei

+ Saponin "
Permeabilisierung
durch Porenbildung

+ Formaldehyd ~
Fixierung durch ! -7
Quervernetzung

Abbildung 1-10  Funktionsprinzip der Zellfixierung und -permeabilisierung durch Formaldehyd und Saponin.
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spezifischer Bindung der Antikorper flacht die Kurve jedoch aufgrund der begrenzten Anzahl der
Antikdrperbindungsstellen zunehmend ab und néhert sich asymptotisch einem Maximum an. Ein
Ausbleiben dieser Plateaubildung spricht fiir eine unspezifische Akkumulation der Antikdrper in
der Zelle [Reilly, 1996]. Im zweiten Diagramm wird der Prozentsatz der Zellen, die nach dem
Setzen einer Markierung in der Negativkontrolle als positiv anzusehen sind, gegen die jeweilige
Antikorperkonzentration aufgetragen. Auch diese Kurve sollte sich asymptotisch einem Maximum
anndhern. Die letztlich in den Versuchen verwendete Konzentration sollte im Plateaubereich beider
Kurven in der Néhe der Sattigungskonzentration liegen. Bei dieser Konzentration ist die maximale
Anzahl von Antigen-Bindungsstellen besetzt, ein weiterer Anstieg der Antikorperkonzentration
fiihrt also zu keinem signifikanten Anstieg der Fluoreszenz mehr [Reilly, 1996]. Bei indirekter
Féarbung miissen beide Antikdrper titriert werden, um eine maximale Sensitivitit und Spezifitét der
Messung zu erreichen [Reilly, 1996; Givan, 2000].

‘ 'lil Primarantikorper Y’ Sekundérantikorper

Abbildung 1-11  Schematischer Ablauf der indirekten Fluoreszenzfarbung eines intrazelluléren Antigens.

Links: Inkubation mit Primarantikdrper:

Durch die Membran gelangen die Primérantikérper zu den korrespondierenden Antigen-Bindungsstellen im Inneren des endo-
plasmatischen Retikulums (gelb) einer fixierten und permeabilisierten Zelle. Ungebundene Priméarantikdrpermolekiile werden
anschlieend in mehreren Waschschritten entfernt.

Rechts: Inkubation mit Sekundérantikérper:

Auf die Inkubation mit dem Primarantikdrper folgt die Farbung mit dem fluoreszenzmarkierten Sekundarantikorper, der an den Fc-Teil

gebundener Primarantikdrpermolekiile binden kann.
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1.6 Arbeitshypothese und Ziele der Arbeit

Malignome des sinonasalen und nasopharyngealen Raums entstehen aus dem Zusammenspiel
individueller Suszeptibilitit und exogener Noxen. Zur Untersuchung dieses Zusammenwirkens
in vitro wird ein Versuchssystem gefordert, das die Verhiltnisse in vivo optimal nachbildet und die
kontrollierte und wiederholte Exposition der Zielzellen gegeniiber potenziell schidigenden
Einfliissen erlaubt. Das Modell der Miniorgankulturen humaner nasaler Schleimhaut soll diese
Anforderungen erfiillen. Exemplarisch wird die ein- und mehrfache Inkubation der Miniorgane mit
den genotoxischen Substanzen Natriumdichromat, N-Nitrosodiethylamin und N-Methyl-N’-nitro-
N-nitrosoguanidin untersucht. Um den direkten Vergleich mit etablierten Versuchssystemen zu

ermdglichen, werden parallel zu diesen Versuchen auch Einzelzellen in Suspension inkubiert.

Die induzierten genetischen Schéden lassen sich durch die alkalische Version des Einzelzell-
Mikrogelelektrophorese-Assay quantifizieren. Der Anteil apoptotischer Vorginge an hohen DNS-
Schaden im Einzelzell-Mikrogelelektrophorese-Assay soll durch den Einsatz des Annexin-V-
Affinitétstests erfasst werden. Die Aufrechterhaltung der metabolischen Kompetenz der Zellen der
Miniorgane im Verlauf der Kultivierung wird durch die durchflusszytometrische Quantifizierung
des Enzyms Cytochrom P450 2A6 demonstriert.



Kapitel 2 Material und Methoden

2.1 Technik der Miniorgankulturen

2.1.1 Verwendetes Gewebe

Zur Anlage der Miniorgankulturen wurden Gewebeproben humaner nasaler Schleimhaut
verwendet. Das entnommene Material stammte von Patienten, die sich bei erschwerter Nasen-
atmung einer operativen Korrektur der vorliegenden Nasenmuschelhyperplasie unterzogen. Bei
diesem Eingriff wurden in der Regel etwa 5 x 15 mm groBle Schleimhautstiicke der Concha nasalis
inferior entfernt. Die Operationen fanden alle an der Klinik fiir Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde
der Ludwig-Maximilians-Universitdt in Miinchen statt. Die Patienten wurden iiber die
wissenschaftliche Verwendung der Operationspraparate aufgeklart und gaben ihr schriftliches
Einverstdndnis entsprechend einem von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt
empfohlenen Aufkliarungsbogen (Ethikkommission der Medizinischen Fakultit der Ludwig-
Maximilians-Universitét, Projekt Nr. 073/00).

2.1.2 Herstellung der Miniorgane und Ablauf der Kultivierung

Innerhalb von vier Stunden nach Explantation wurden die Operationspréiparate gekiihlt und licht-
geschiitzt in das Labor gebracht und dort zligig weiterverarbeitet. Zur Vermeidung bakterieller oder
viraler Kontaminationen erfolgten alle weiteren Schritte unter den aseptischen Bedingungen einer
Sterilbank. Zundchst wurden tiefer liegende Knochenstrukturen mit einem sterilen Skalpell
herausprépariert und wie avitale, narbige oder entziindlich verdnderte Anteile verworfen. Das
verbleibende Schleimhautgewebe wurde in etwa 1 mm® groe Wiirfel zerteilt, so dass mindestens
eine Seitenfliche von makroskopisch intakter Mukosa bedeckt war. Nach dreimaligen Waschen in
Bronchial Epithelial Basal Medium (BEBM; Promocell, Heidelberg) wurden diese Wiirfel auf
Kulturplatten mit je 24 Vertiefungen (Falcon, Heidelberg) verteilt. Um ein Anhaften der
Gewebsfragmente am Plastikrand der Vertiefungen zu vermeiden und ein freies Schweben im
Kulturmedium zu gewéhrleisten, waren die einzelnen Vertiefungen im Vorfeld mit jeweils 200 pl
0,7 %iger Agaroselosung beschichtet worden. Die dabei verwendete Agaroseldsung setzte sich aus
0,45 g Agarose (Agar Noble; Difco, Detroit, MI, USA), 30 ml Aqua bidestillata und 30 ml
Dulbeccos modifiziertem Eagles Medium inklusive N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfon-
sdure (DMEM inkl. HEPES; Gibco Lifetechnologies, Eggenstein) sowie 6 ml fetalem Kélberserum
(FCS; Gibco Lifetechnologies, Eggenstein) zusammen. Neben 75 pl nicht-essenzieller Amino-
sduren (Gibco Lifetechnologies, Eggenstein) wurden auBlerdem 120 ul Amphotericin B (Gibco
Lifetechnologies, Eggenstein) und 240 pl Penicillin-Streptomycin-Losung (Sigma, Steinheim)

zugesetzt, um die Miniorgane vor Infektionen zu schiitzen.

Nach Zugabe von 250 ul des Nahrmediums BEBM zu jeder Vertiefung wurden die Kulturplatten in
einem Inkubator bei konstanten Umweltbedingungen aufbewahrt (37 °C, 5 % CO,, Luftfeuchtig-
keit 100 %). Jeden zweiten Tag wurde das Ndhrmedium unter aseptischen Bedingungen vollsténdig
abgesaugt und durch 250 pl frisches BEBM ersetzt.
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2.2 Technik der Zellseparation und des Vitalitatstests

2.2.1 Mechanische und enzymatische Zellseparation

Die angewandte Technik der Zellisolation aus menschlicher Schleimhaut fiir die Anwendung des
Einzelzell-Mikrogelelektrophorese-Assay wurde von Kuchenmeister sowie Pool-Zobel und
Mitarbeitern eingefiihrt [Pool-Zobel et al., 1994; Kuchenmeister, 1994]. Die Auftrennung des
epithelialen Zellverbandes in einzelne Zellen erfolgt dabei enzymatisch und mechanisch. Die fiir
die Versuche verwendete Enzymlosung enthielt Kollagenase P (1 mg/ml; Boehringer, Mannheim),
Hyaluronidase (1 mg/ml; Boehringer, Mannheim) und Protease (5 mg/ml; Sigma, Steinheim). Vor
der Zugabe der Gewebestiicke wurde die Enzymldsung steril filtriert. Zur Vermeidung einer
Schidigung zelluldrer DNS durch ultraviolettes Licht wurden die Einzelzellen nur langwelligem
roten Licht ausgesetzt.

Zur Gewinnung einer Einzelzellsuspension wurden die Miniorgane der Versuchsansétze in Eppen-
dorfgefdBe mit je 600 ul der proteolytischen Enzymlosung {iberfiihrt und fiir 45 Minuten im
bewegten Wasserbad bei 37 °C inkubiert. Um weitere Stoffwechsel- und Reparaturvorgénge zu
minimieren, wurden die Zellen nach Ablauf dieser Zeit auf Eis gekiihlt. Nach kurzem Durch-
mischen des Inkubationsgefifles auf dem Vortex-Schiittler und manueller Entfernung makro-
skopisch sichtbarer Bindegewebsreste mit einer Kaniile folgten mehrere Waschschritte. Zunichst
wurden dazu 600 pl kaltes FCS zugesetzt. An das Zentrifugieren (10 min, 4 °C, Drehzahl 800 min™
bzw. 150 x g) und Abpipettieren des Uberstands schlossen sich zwei weitere Waschschritte mit je
1 ml kalter Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS, Gibco Lifetechnologies, Eggenstein) an.

Am Ende der Zellisolation wurde die Suspension noch einmal zentrifugiert (10 min, 4 °C, Drehzahl
800 min™' bzw. 150 x g), so dass nach Abpipettieren des Uberstandes nur ein Zellpellet am Boden
jedes EppendorfgefiBes verblieb.

2.2.2 Vitalitatstest und Zellzdhlung mit dem Trypanblau-Ausschlusstest

Der Farbstoff Trypanblau kann bei intakter Zellmembran nicht ins Zytoplasma von Zellen
gelangen. Geht die Membranintegritit aber verloren, so kommt es zu einem Eindringen des Farb-
stoffs, was im Mikroskop an einer Blaufarbung der Zelle erkennbar ist. Bei den durchgefiihrten
Versuchen diente der Trypanblau-Ausschlusstest der Bestimmung des Anteils vitaler Zellen bei der
Zellzahlung [Phillips, 1973]. Dazu wurde das bei der Separation gewonnene Zellpellet in 50 pul
Trypanblau-Losung (Trypan Blue Stain 0,4 %, Gibco Lifetechnologies, Eggenstein) vorsichtig
resuspendiert. Unter dem Durchlichtmikroskop konnte dann mittels einer Zdhlkammer nach Neu-
bauer bei 400facher Vergroflerung die Gesamtzellzahl und der prozentuale Anteils blau gefarbter

und damit avitaler Zellen bestimmt werden.
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2.3 Technik der Fremdstoffinkubation

2.3.1 Inkubationsschemata

Die etwa 100 Miniorgane, die aus dem exzidierten nasalen Gewebe eines Patienten hergestellt
werden konnten, wurden nach sechstigiger Kultivierung randomisiert und einem der beiden
folgenden Versuchsschemata zugeteilt. Die im Ergebnisteil angegebene Gesamtzahl der

Versuchsansétze N entspricht damit jeweils der Anzahl der teilnehmenden Probanden.

2.3.1.1 Vergleich der genetischen Fragmentierung bei Miniorganen und Einzel-
zellen

Ziel des ersten Versuchsschemas war der Vergleich der genetischen Fragmentierung nach ein- oder
mehrfacher Inkubation der Zellen im Gewebeverband der Miniorgane oder als Einzelzell-
suspension. Dazu wurde ein Viertel der angelegten Miniorgane einmal an Tag 11 mit der
mutmaBlich genotoxischen Substanz in Kontakt gebracht. Diese Ansdtze erhielten die
Kennzeichnung Mok 1x. Das zweite Viertel der Miniorgane wurde dreimal hintereinander an den
Tagen 7, 9 und 11 inkubiert. Diese Ansétze erhielten die Kennzeichnung Mok 3x. Das dritte Viertel
der Miniorgane wurde an Tag 11 nicht als Zellverband inkubiert, sondern erst in Einzelzellen
separiert und dann dem Fremdstoff ausgesetzt. Diese Ansédtze erhielten die Kennzeichnung Ez 1x.
Das letzte Viertel wurde an den Tagen 7 und 9 als Miniorgane inkubiert, an Tag 11 dagegen als
Einzelzellsuspension. Diese Ansétze erhielten die Kennzeichnung Ez 3x. Abbildung 2-1 stellt

dieses Inkubationsschema graphisch dar.

2.3.1.2 Schema zur Bestimmung von genetischer Fragmentierung und
Apoptoserate bei Miniorganen

Ziel des zweiten Versuchsschemas war der Vergleich der genetischen Auswirkungen und der
Apoptoserate nach ein- oder mehrfacher Inkubation der Zellen der Miniorgane. Wie in

Tag 11

Tage 0-6

Tag 7

* Anlegen von Inkubation der Inkubation der - _Ez3x
—6 Inkubation der | —

4 Kulturplatten Miniorgane Miniorgane Einzelzellen | Ez1x | Einzelzell-
* Pro Platte < ——| Mirogel-

24 Miniorgane ; : elektrophorese-

- ) Inkgpatlon der Inkgpatlon der Inkubation der Mok 3x § Assay
« Kultivierung tiber Miniorgane Miniorgane > .
9 Miniorgane | niok 1x
7 Tage > —_—

Abbildung 2-1  Inkubationsschema zur Bestimmung der genetischen Fragmentierung bei Miniorganen und Einzelzellen.
Ez 1x: Einmalige Exposition der Einzelzellen an Tag 11.

Ez 3x: Exposition der Einzelzellen an Tag 11 nach zweimaliger Exposition der Miniorgane an Tag 7 und 9.

Mok 1x:  Einmalige Exposition der Miniorgane an Tag 11.

Mok 3x:  Dreimalige Exposition der Miniorgane an Tag 7, 9 und 11.

—=

Enzymatische und mechanische Auftrennung des Zellverbands in Einzelzellen (Separation).
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Abbildung 2-2 dargestellt, wurde die Hilfte der angelegten Miniorgane nur einmal an Tag 11 mit
den Schadstoffen in Kontakt gebracht. Diese Ansdtze erhielten die Kennzeichnung Mok 1x. Die
andere Hélfte wurde dagegen dreimal hintereinander an den Tagen 7, 9 und 11 inkubiert. Diese
Ansitze erhielten die Kennzeichnung Mok 3x. Um Unterschiede im individuellen Versuchsablauf
zu vermeiden, wurden die Miniorgane, die dem Einzelzell-Mikrogelelektrophorese-Assays bzw.
dem Annexin-V-Affinitétstest zugefiihrt werden sollten, bis zum Vitalitétstest parallel verarbeitet.

2.3.2 Ablauf der Inkubationen an Tag 7 und 9 der Kultivierung

Bei beiden Versuchsschemata fand an den Tagen 7 und 9 eine Inkubation der Miniorgane von zwei
Kulturplatten statt. Die Gewebestiicke wurden dabei auf den Kulturplatten mit den entsprechenden
Noxen in Kontakt gebracht. Zum Erreichen der gewiinschten Endkonzentration der Xenobiotika
wurde den 250 pl Ndhrmedium pro Vertiefung 25 pl des entsprechend verdiinnten Fremdstoffs
zugesetzt. Dabei wurde darauf geachtet, die teilweise photolabilen Substanzen dem Licht mdglichst
wenig auszusetzen. Fiir die folgenden 60 Minuten befanden sich die Platten in einem Wasserbad
bei 37 °C und Bewegung im Dunklen. Als Negativkontrolle diente das Ndhrmedium BEBM. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurden die Miniorgane auf der Platte gewaschen, indem nach
Absaugen aller Fliissigkeit 250 pl frisches BEBM pro Vertiefung zugegeben wurde.

Um einer moglichen Kontamination der Agarosebeschichtung vorzubeugen, wurden die
betreffenden Miniorgane nach dem Waschen vorsichtig auf neue Kulturplatten umgesetzt und nach
Zugabe von 250 ul BEBM wieder in den Inkubator verbracht.

2.3.3 Ablauf der Inkubationen an Tag 11 der Kultivierung

2.3.3.1 Miniorgan-Inkubation

An Tag 11 wurden die Miniorgane der Ansdtze Mok 3x und Mok 1x auf den Kulturplatten
inkubiert. Beim ersten Schema handelt es sich dabei nur um zwei Platten, beim zweiten Schema
um vier. Wie zuvor wurde zum Erreichen der gewiinschten Endkonzentration pro Vertiefung 25 pul

des entsprechend verdiinnten Fremdstoffs zugesetzt. Nach 60 Minuten Inkubationszeit im

Tage 0-6

Tag 7

Abbildung 2-2

Mok 1x:
Mok 3x:

—=

|

Einmalige Exposition der Miniorgane an Tag 11.

Dreimalige Exposition der Miniorgane an Tag 7, 9 und 11.

Enzymatische und mechanische Auftrennung des Zellverbands in Einzelzellen (Separation).

* Anlegen von Inkubation der Inkubation der : Mok 3x Einzelzell-Mikrogel-
—_— Inkubation der | ——=<=

4 Kulturplatten Miniorgane Miniorgane Miniorgane elektrophorese-
* Pro Platte —€§M0k It Assay

24 Miniorgane ; i

- ) Inkgpatlon der Inkgpatlon der Inkubation der Mok 3x Annexin-V-

* Kultivierung tiber Miniorgane TEgEn Miniorgane Affinitatstest

7 Tage Mok 1x §

Inkubationsschema zur Bestimmung von DNS-Fragmentierungsgrad und Apoptoserate bei Miniorganen.
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Wasserbad bei 37 °C und Bewegung im Dunklen wurden die Miniorgane wieder auf der Platte
gewaschen, indem nach Absaugen aller Fliissigkeit 250 pl frisches BEBM pro Vertiefung
zugegeben wurde. Im Unterschied zur Inkubation der Miniorgane an den Tagen 7 und 9 wurden die
Miniorgane daraufhin aber nicht auf neue Kulturplatten iibertragen, sondern in Einzelzellen
aufgetrennt und nach Durchfilhrung des Vitalittstests dem Einzelzell-Mikrogelelektrophorese-
Assay oder dem Annexin-V-Affinititstest zugefiihrt.

2.3.3.2 Einzelzell-Inkubation

Bei Verfahren nach dem ersten Versuchsschema erfolgte die Inkubation der Ansdtze Ez 3x und
Ez 1x an Tag 11 erst nach der Separation der Miniorgane in Einzelzellen. Dazu wurden die Zell-
pellets, die nach der Zellisolation in den Eppendorfgefilen verblieben, in je 250 ul BEBM
resuspendiert. Die Inkubation der hergestellten Einzelzellsuspensionen mit den entsprechenden
Noxen erfolgte dann wie bei der Inkubation der Miniorgane durch Zugabe von je 25 ul Fremd-
stofflésung. Dadurch wurde eine identische Konzentration der Noxen wie bei der Inkubation der
Miniorgane erreicht. Nach Ablauf der 60miniitigen Inkubationszeit im Wasserbad bei 37 °C und
Bewegung im Dunklen wurden die Eppendorfgefile mit den Einzelzellsuspensionen auf Eis
gekiihlt. An die folgende Zentrifugation (10 min, 4 °C, Drehzahl 800 min™ bzw. 150 x g) schlossen
sich ziigig Vitalititstest und Einzelzell-Mikrogelelektrophorese-Assay an.

2.3.4 Verwendete Schadstoffkonzentrationen

Tabelle 2-1 gibt die Schadstoftkonzentrationen wieder, die fiir die Inkubationen verwendet wurden.
Grundlage fiir die Wahl dieser Konzentrationen waren Vorversuche mit Miniorganen und Einzel-
zellen, Dosis-Wirkungskurven und Literaturangaben [Kleinsasser et al., 2001]. Als Losungsmittel
diente im Falle von Natriumdichromat und NDEA das Kulturmedium BEBM, bei MNNG
Dimethylsulfoxid (DMSO, Merck, Darmstadt). Bei allen Substanzen wurde mit Doppelansétzen
gearbeitet. Negativkontrollen wurden fiir jeden Versuchszeitpunkt parallel zur Inkubation mit den
Noxen durchgefiihrt. In den Ansétzen der Negativkontrollen wurde ein identisches Volumen des
Mediums BEBM zugesetzt.

Tabelle 2-1 Eingesetzte Schadstoffkonzentrationen.

Schadstoff Konzentration Herstellerfirma
Natriumdichromat 1,0 umol/ml (0,26 mg/ml) Sigma, Steinheim
N-Nitrosodiethylamin 50 pmol/ml (5,1 mg/ml) Sigma, Steinheim
N-Methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidin 0,07 pmol/ml (10,3 pg/ml) Fluka, Neu-UIm

2.4 Einzelzell-Mikrogelelektrophorese-Assay
2.4.1 Verwendetes Protokoll
In der vorliegenden Arbeit wurde eine Variante des Protokolls nach Singh angewandt. Im

speziellen wurde darauf geachtet, die Leitlinien fiir die Untersuchung genotoxischer Einfliisse
umzusetzen, die 1999 im Rahmen des International Workshop on Genotoxicity Test Procedures
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(IWGTP) von einer Expertenkommission erarbeitetet wurden [Tice et al., 2000]. Diese Leitlinien
empfehlen die alkalische Version des Einzelzell-Mikrogelelektrophorese-Assay. Sie beinhalten
dariiber hinaus technische und verfahrensméfige Regeln zu Versuchsdurchfiihrung, Auswertung

und Dokumentation.

2.4.2 Ablauf der Versuche

2.4.2.1 Herstellung der beschichteten Objekttrager

Um eine elektrophoretische Auftrennung der DNS zu ermdglichen, miissen die Zellkerne auf dem
Objekttrager von Agarose umschlossen sein. Die Zellen liegen deshalb, in Agarose aufgenommen,
zwischen einer Grund- und einer Deckschicht aus Agarose. Die verwendeten Agaroseprodukte
wurden durch kurzes Erhitzen in der Mikrowelle in PBS gelost und bis zur weiteren Verwendung
im Wasserbad bei 37 °C autbewahrt.

Nach Nummerierung mit einem Diamantstift erhielten die Objekttriager die Grundbeschichtung mit
Agarose. Um ein Ablosen der unteren Agaroseschicht vom Glas bei der spéteren Elektrophorese zu
vermeiden, wurden seitlich mattierte Objekttriger verwendet. Diese gewdhrleisten eine bessere
Haftung der Grundschicht und verhindern so den Verlust der gesamten Objekttragerbeschichtung
inklusive der aufgetragenen Zellen. Fiir die Grundbeschichtung wurden 85 ul Normal-Melting-
Agarose 0,5 % (Seakem LE agarose, FMC-Bio Products, Rockland, MA, USA) auf die Objekt-
triger getropft und mit einem Deckglas bedeckt. Es folgte eine Trocknung der Objekttréger tiber
mindestens 24 Stunden und die Aufbewahrung bei Zimmertemperatur. Kurz vor der weiteren
Verwendung wurden die Deckgldser entfernt. Die zweite Agaroseschicht enthielt die zu
analysierenden Zellen. Das Zellpellet, das nach dem letzten Waschschritt {ibrig blieb, wurde dafiir
in 75 ul Low-Melting-Temperature-Agarose 0,7 % (Sea-Plaque GTG agarose, FMC-Bio Products,
Rockland, MA, USA) aufgenommen und auf die Grundschicht aufgetragen. Die gleichmiBige
Verteilung erfolgte wieder durch Auflegen eines Deckglases. Das Erstarren der Agarose erforderte
etwa zehn Minuten und erfolgte auf Eis. Nach dem vorsichtigen Abziehen des Deckglases konnte
eine weitere Deckschicht mit 85 ul Low-Melting-Temperature-Agarose 0,7 % aufgetragen werden.
Entsprechend dem vorhergehenden Schritt wurde auch hier ein Deckglas bis zum Erstarren der
Agarose auf dem Objekttrager belassen.

2.4.2.2 Auflésung der zellularen Membranen

Um ein unbehindertes Wandern der Nukleinsduren in der Elektrophorese zu gewihrleisten, wurden
die Objekttrager im Anschluss in einen Puffer iiberfiihrt, der zellulire Membranen aufldst. Dieser
Lysepuffer wurde fiir jeden Versuch aus 1 ml des Detergens Triton-X 100 (Sigma, Steinheim),
10 ml DMSO und 89 ml Lysestammlosung frisch angesetzt und mit einem Magnetriihrer gemischt.
Die Lysestammldsung bestand aus 46,4 g Natriumchlorid (2,5 M; Sigma, Steinheim), 1,2 g
Trishydroxymethylaminomethan (Trizma-Base, 10 mM; Merck, Darmstadt), 37,2 g Ethylendiamin-
tetraessigsdure-di-Natriumsalz (Na,EDTA, 100 mM; Serva, Heidelberg), 10 g N-Lauroylsarcosin-
Natriumsalz (1 %; Sigma, Steinheim), mit Aqua bidestillata auf 11 aufgefiillt und auf einen
pH-Wert von 10 eingestellt. Die Objekttrager wurden nach vorsichtiger Entfernung der Deckgladser
vertikal in eine Glaskiivette gestellt, die bis zur vollstindigen Bedeckung der Objekttriger mit
Lysepuffer gefiillt wurden. Bei 4 °C im Dunklen verblieben sie dort mindestens eine Stunde bis

maximal fiinf Tage lang.
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2.4.2.3 Inkubation mit alkalischem Elektrophoresepuffer

Um alkalilabile Stellen in Einzelstrangbriiche umzuwandeln und einzelstringige, entspiralisierte
DNS zu erzeugen, wurden die Objekttrager vor der Elektrophorese fiir 20 Minuten in alkalischem
Elektrophoresepuffer (pH-Wert > 13) inkubiert [Klaude et al., 1996]. Die Objekttrager wurden
dafiir aus der Kiivette entnommen und nach der Entfernung des iiberschiissigen Lysepuffers an der
Anode beginnend auf das Bett der vorgekiihlten horizontalen Gelelektrophoresekammer verteilt.
Die Priaparate wurden mit kaltem Elektrophoresepuffer liberschichtet, bis der Puffer etwa 0,5 cm
iiber den Objekttragern stand. Der Elektrophoresepuffer wurde jeden Tag frisch angesetzt und vor
Verwendung auf 4 °C gekiihlt. Er bestand aus 24 g Natriumhydroxid-Plitzchen (300 mM; Merck,
Darmstadt) und 0,744 ¢ Na,EDTA (1 mM), mit Aqua bidestillata auf 2 1 aufgefiillt.

2.4.2.4 Elektrophorese unter alkalischen Bedingungen

Nach Ablauf der 20miniitigen Entspiralisierungszeit wurde fiir weitere 20 Minuten eine Spannung
(25V, 300 mA, ~1,0 V/cm) an die Elektroden des Beckens angelegt, um im Falle einer Fragmen-
tierung der DNS Bruchstiicke im elektrischen Feld zur Anode hin aus dem Zellkern hinauswandern
zu lassen. Bei konstanter Spannung wurde die Einstellung der Stromstirke auf 300 mA innerhalb
der ersten Minuten durch vorsichtiges Hinzufiigen oder Abpipettieren des Elektrophoresepuffers
erreicht [Speit und Hartmann, 1996].

2.4.2.5 Neutralisation

Nach Abschluss der Elektrophorese wurden die Objekttrager aus der Elektrophoresekammer
entnommen, auf Abtropfgestellen platziert und dreimal mit Neutralisationspuffer gespiilt. Dieser
bestand aus 48,5 g Trizma-Base (400 mM), die mit Aqua bidestillata auf 11 aufgefiillt und auf
einen pH-Wert von 7,5 eingestellt war.

2.4.2.6 Fluoreszenzfarbung

Um eine Analyse der DNS-Wanderung unter dem Fluoreszenzmikroskop zu erméglichen, folgte
die Fiarbung der in Agarose eingebetteten DNS. Dafiir wurden auf jeden Objekttrager 75 pl
Ethidiumbromid-Férbelosung (51 uM; Sigma, Steinheim) aufgetropft und mit einem Deckglas
eingedeckt. Die Férbelosung wurde aus einer Stammldsung aus 0,20 mg/ml Ethidiumbromid
(0,51 mM) durch 1:10-Verdiinnung mit Aqua bidestillata und Sterilfiltration hergestellt. Die
gefarbten Prdparate konnten bis zu eine Woche lang in einer feuchten Kammer bei 4 °C

lichtgeschiitzt aufbewahrt werden.
2.4.3 Fluoreszenzmikroskopische Auswertung

Die Auswertung der Objekttrager geschah computerassistiert mittels eines Fluoreszenzmikroskops
unter Verwendung eines Filtersystem mit Griinanregung (515-560 nm Bandpass) und Ausgangs-
Sperrfilter (590 nm Langpass) bei 400facher VergroBerung. Zunichst wurde das mikroskopische
Bild iiber eine zugeschaltete Monochrom-CCD-Kamera digitalisiert. Das Programm Komet 3.1
(Kinetic Imaging, Liverpool, Grof3britannien) ermittelte dann automatisch an einem vom Auswerter
gewidhlten Zellkern im Gesichtsfeld das Olive Tail Moment (OTM). Wie in Abbildung 2-3
dargestellt, flieBt in dessen Hohe, neben dem relativen Anteil der Fluoreszenzintensitit des
Schweifs, die Schweifldnge in Mikrometern ein [Olive et al., 1990; Tice et al., 2000]. Um korrekte
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Messergebnisse zu gewdahrleisten, wurde es vermieden, Zellen im Randbereich des Objekttrigers
auszuwerten [Tice et al., 2000]. Pro Versuchsansatz wurde das Fluoreszenzmuster von insgesamt
80 Zellkernen auf zwei identisch behandelten Objekttrigern bestimmt. Die Messergebnisse wurden

in einer Datei im Microsoft Excel-Format (Microsoft GmbH, UnterschleiBheim) gespeichert.

Die Messung der Fluoreszenzverteilung erfolgte bei diesem Verfahren also weitgehend auto-
matisch. Der Auswerter musste jedoch pro Objekttriger 40 Zellen auswéhlen, die fiir das
Schidigungsniveau des Versuchsansatzes représentativ waren. Um eine subjektive Verfilschung
dieser Auswahl auszuschlielen und somit die Beobachtungsgleichheit bei der Versuchsauswertung
zu gewihrleisten, wurden die Objekttrager der Versuchsansitze blind ausgewertet. Die Auswahl
der Zellen erfolgte also ohne das Wissen, um welchen Versuchsansatz es sich handelt [Tice et al.,
2000]. Zu diesem Zweck wurden die einzelnen Objekttrager mehrerer Versuche, die durch die
eingravierte Nummer mit einer eindeutigen Kodierung versehen waren, randomisiert und dann
ausgewertet. Die erzeugte Ergebnisdatei wurde unter der jeweiligen Objekttrigernummer
gespeichert. Nach Abschluss der Auswertung aller Objekttrager wurden die OTM-Werte jedes
Versuchs mittels eines Microsoft Excel-Makros in einer neuen Tabelle zusammengefasst,

statistisch ausgewertet und gespeichert.

Pro Versuchsansatz ging der arithmetische Mittelwert der OTM-Werte der jeweils gemessenen
80 Zellen in die weiteren Berechnungen ein.

OTM = (Mb - Ma) x (Fb / Fc)

| |
Flachenmedian der Flachenmedian der
Fluoreszenzverteilung Fluoreszenzverteilung
des Kopfes (Ma) des Schweifes (Mb)
Abbildung 2-3 Mikroskopisches Bild eines Zellkerns nach der Einzelzell-Mikrogelelektrophorese

(aufgenommen mit 1.000facher VergroRerung) und Formel zur Berechnung des Olive Tail Moment (OTM).
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2.5 Apoptosenachweis mit dem Annexin-V-Affinitatstest

2.5.1 Verwendeter Chemikaliensatz

Die Untersuchung apoptotischer Vorgénge nach Giftstoffexposition erfolgte mit dem ApoAlert
Annexin-V-FITC Apoptosis Kit (BD Clontech, Heidelberg). Dieser Chemikaliensatz bestand aus
Annexin-V-FITC-Férbelosung (20 pg/ml  Annexin-V-FITC in Trizma-Base/NaCl), einem
Bindungspuffer und Propidiumjodidlésung (50 pg/ml in Bindungspuffer).

2.5.2 Ablauf der Versuche

Das Pellet mit den zu analysierenden Zellen, das nach dem letzten Waschschritt der Zellisolierung
und dem Abpipettieren des Uberstandes verblieb, wurde in 200 ul Bindungspuffer resuspendiert,
gewaschen und zentrifugiert. Nach dem Abpipettieren des Uberstandes folgte die Resuspendierung
in nochmals 200 pl Bindungspuffer. Im Férbeschritt wurden anschlieBend jedem Ansatz 5 pl
Annexin-V-FITC-Férbelosung und 10 pl Propidiumjodidldsung zugegeben. Nach einer zehn-
miniitigen Inkubation bei Raumtemperatur im Dunklen wurden 100 pl der Zellsuspension auf einen
Objekttrager ilibertragen und mit einem Deckglas bedeckt. Die Auswertung folgte unverziiglich.

2.5.3 Fluoreszenzmikroskopische Auswertung ]

Da die Apoptose ein dynamisches Geschehen darstellt, erfolgte — :

die Auswertung aller Objekttrager eines Versuchs innerhalb der
ersten Stunde nach Abschluss der Inkubation. Zuerst wurde
dabei durchlichtmikroskopisch bei 400facher Vergroflerung die
Gesamtzahl der Zellen im auszuwertenden Gesichtsfeld
bestimmt. Daraufhin wurde in demselben Gesichtsfeld im
fluoreszenzmikroskopischen Bild unter Verwendung eines

Filtersystem mit Blauanregung und einem Ausgangs-Sperrfilter
(450-490 nm Bandpass und 515nm Langpass) die griin
und/oder rot fluoreszierenden Zellen gezihlt. Pro Versuchs-
ansatz wurden 100 Zellen ausgewertet. Diese Zellen wurden,

wie in Abbildung 2-4 dargestellt, nach ihrem Farbeverhalten in
vier Kategorien eingeteilt. In die weiteren Berechnungen ging

der prozentuale Anteil vitaler und apoptotischer sowie spat-
apoptotischer, nekrotischer und beschadigter Zellen ein.

Abbildung 2-4  Fluoreszenzmikroskopische Bilder von Zellen nach Doppelfarbung mit
Annexin V und Propidiumjodid (Falschfarbenbilder durch Uberlagern von drei Mono-

chrombilder. blau: durchlichtmikroskopisches Bild; griin: Annexin-V-Farbung, rot: Propi- @
diumjodid-Férbung; aufgenommen mit 1.000facher VergroRerung).

Bild a: AV-/PI- vitale Zelle,

Bild b: AV*/ Pl apoptotische Zelle,

Bild c: AVHPI* spat-apoptotische oder nekrotische Zelle,

Bild d: AV-/PI* beschédigte oder nekrotische Zelle.
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2.6 Durchflusszytometrische CYP2A6-Bestimmung

2.6.1 Verwendete Zellen

Fiir alle Vorversuche und die Titration von Primér- und Sekundérantikdrper fanden aus frischen
Nasenmuschelproben gewonnene Schleimhautzellen Verwendung. Zur Bestimmung der intra-
zelluldren Konzentration von Cytochrom P450 2A6 (CYP2A6) im Verlauf der Kultivierung
wurden Miniorgankulturen angelegt. Um Einzelzellen zu isolieren, wurde das mit einem Skalpell
zerkleinerte Operationspraparat bzw. 10-15 Miniorgane in ein Reaktionsgefdl mit 10 ml Enzym-
16sung fiir die Zellseparation tiberfiihrt. In beiden Fillen betrug die Inkubationszeit 60 Minuten im
bewegten Wasserbad bei 37 °C, um die Zellausbeute zu maximieren. Nach Ablauf dieser Zeit
wurde das Inkubationsgefd3 kurz auf dem Vortex-Schiittler gemischt, bis eine Triibung der Zell-
suspension eintrat. Dann erfolgte die Filterung iiber dreifach gelegte Gaze, um grobe Verunreini-
gungen und Bindegewebsreste zu entfernen. Die anschlieende Spiilung des Gazenetzes mit 10 ml
BEBM diente der Vermeidung weiterer Zellverluste. Es folgte ein Zentrifugationsschritt (10 min,
4 °C, Drehzahl 1070 min™" bzw. 250 x g) und das AbgieBen des Uberstands. Das Zellpellet wurde
in 5 ml kaltem PBS resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation, Abgieen und Resuspendierung in

2 ml kaltem PBS wurden 50 ul der Zellsuspension entnommen und der Zellzdhlung zugefiihrt.

2.6.2 Verwendete Materialien

2.6.2.1 Chemikaliensatz zur Zellfixierung und -permeabilisierung

In den durchgefiihrten Versuchen wurde das Cytofix/Cytoperm-Kit der Firma Becton Dickinson
eingesetzt (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA). Bei diesem Chemikaliensatz wird die
Permeabilisierung mit Saponin und die Fixierung mit Formaldehyd in einem einzigen Schritt durch
Inkubation mit der gelieferten Cytofix/Cytoperm-Lésung erreicht. Der in den Waschschritten und
zur Verdiinnung der Antikdrperldsungen verwendete Perm/Wash-Puffer wurde vor Verwendung
im Verhéltnis 1:10 mit Aqua bidestillata verdiinnt.

2.6.2.2 Priméarantikorper und Isotypantikorper

Als Primirantikdrper wurde ein monoklonaler IgG;-Antikérper der Maus gegen humanes
Cytochrom P450 2A6 gewihlt (CYP2A6, Assay Designs, Ann Arbor, MI, USA). Die Protein-
konzentration betrug 9,86 mg/ml TBS mit 0,1 % Natriumazid, der Immunglobulingehalt
1,90 mg/ml. Kreuzreaktionen mit rekombinantem menschlichem Cytochrom P450 1A1, 1A2, 2B6,
2C8, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1, 3A4, 3A5 wurden durch die Herstellerfirma ausgeschlossen. Um
wiederholtes Auftauen und Wiedereinfrieren des Antikdrpers zu vermeiden, wurde die Anti-
korperlosung in 4 pl-Portionen aufgeteilt und bis zur Verwendung bei -80 °C aufbewahrt. Als
Antikorper fiir die Isotypkontrollen kam ein monoklonaler IgG,-Antikérper der Maus zum Einsatz,
der gegen ein Antigen gerichtet ist, das im menschlichen Organismus nicht auftritt (BD
Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA).

2.6.2.3 Sekundarantikorper

Als Sekundérantikorper diente ein Fluoreszein-markierter polyklonaler Antikorper der Ziege gegen
Maus-IgG;, -1gGa,, -1gG2p und -1gG; (BD Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA).
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2.6.3 Primarantikorpertitration

Vor Beginn der Messung des zeitlichen Verlaufs des Cytochrom-P450-2A6-Gehalts der Zellen
wurde durch eine serielle Verdiinnungsreihe das Farbeverhalten frischer Schleimhautzellen bei fiinf
verschiedenen Primérantikorper-Konzentrationen untersucht. Durch diesen Versuch konnte die

optimale Konzentration des Primédrantikorpers ermittelt werden.

2.6.3.1 Herstellung der Verdinnungsreihe

Am Beginn dieser Titrationsreihe stand die Vorbereitung von sechs Eppendorfgefdlen und ihre
Beschriftung entsprechend der Verdiinnung mit 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 und 0 als Negativkontrolle.
Im ersten Eppendorfgefdl wurden dann 100 pl einer Antikorperlosung der Startkonzentration von
107 pg/ml durch Mischen von 11,26 ul unverdiinnter Antikérperlosung mit 98,74 ul Perm/Wash-
Puffer hergestellt. In den iibrigen EppendorfgefaBBen wurden je 50 ul Perm/Wash-Puffer vorgelegt.
Wie in Abbildung 2-5 dargestellt, wurden dann die Verdiinnungen durch seriellen Ubertrag von
50 ul auf das jeweils folgende Eppendorfgefdll erzielt. Auf das Gefdl fiir die Negativkontrolle
wurde keine Antikdrperldsung tibertragen.

2.6.3.2 Herstellung der Testrohrchen

Ein frisches Nasenmuschelpriparat wurde ohne Anlage einer Miniorgankultur in Einzelzellen auf-
getrennt. Nach Zellzdhlung und Vitalitidtsbestimmung mit dem Trypanblau-Ausschlusstest wurden
je 0,8 x 10° Zellen auf sechs 5 ml Rundbodenrohrchen (BD Falcon, Heidelberg) verteilt [Owens et
al., 2000]. Entsprechend der Antikorperverdiinnung, die dem jeweiligen Ansatz zugegeben werden
sollte, wurden sie mit 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 und 0 als Negativkontrolle beschriftet.

Nach Zentrifugation wurde der Uberstand iiber dem Zellpellet in einem Zuge abgegossen. Alle
weiteren Versuchsschritte geschahen unter Lichtabschluss oder langwelligem Rotlicht, um eine
Zellschddigung oder ein Ausbleichen des Fluoreszenzfarbstoffs zu vermeiden.

Wb\
v ¥V VU

Startkonzentration Negativkontrolle
1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 0

50 pl

Abbildung 2-5  Schema zur Erstellung einer Verdlinnungsreihe.

Dargestellt ist die Ubertragung von 50 pl Antikdrperldsung der Verdiinnung 1:4 auf das néchste EppendorfgefaR, in dem schon
50 ul Perm/Wash-Puffer vorgelegt sind (blau). Nach griindlichem Mischen werden aus diesem wieder 50 ul in das nachste
Eppendorfgefal dberflihrt.
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2.6.3.3 Fixierung und Permeabilisierung der Zell- und Organellmembranen

Nach vorsichtigem Resuspendieren der Zellpellets in der Restfliissigkeit wurden unter weiterem
Mischen auf dem Vortex-Schiittler jedem Ansatz langsam 250 pl kalter Cytofix/Cytoperm-Lsung
zugesetzt. Dadurch lieB3 sich die Aggregation der Zellen wiahrend der Fixierung vermeiden. Der
anschliefenden zwanzigminiitigen Inkubation der Versuchsgefafle auf Eis folgte die Zentrifugation
und nach AbgieBen des Uberstandes ein Waschschritt mit 1 ml kaltem Perm/Wash-Puffer.

2.6.3.4 Farbung mit Primarantikérper

Nach Resuspendieren in 1 ml kaltem Perm/Wash-Puffer und Zentrifugation wurde die iiber-
stehende Fliissigkeit bis auf ein Restvolumen von ca. 50 ul abgesaugt. Durch Zugabe von je 50 pl
der unterschiedlich verdiinnten Antikorperlésung zu den sechs flir die Farbung vorbereiteten und
beschrifteten Rohrchen wurde ein Farbevolumen von 100 pl erreicht.

Dem vorsichtigen Mischen der Ansétze folgte die Inkubation fiir 30 Minuten auf Eis im Dunklen.
Nach Ablauf dieser Zeit wurden durch mehrere Waschschritte nicht gebundene Antikoérper aus der
Zellsuspension entfernt. Dazu wurde jeweils 1 ml kalter Perm/Wash-Puffer zugegeben und
griindlich mit den Zellen vermischt, dann wurden die Ansitze zentrifugiert und der Uberstand

verworfen. Dieser Waschvorgang wurde ein zweites Mal in gleicher Weise wiederholt.

2.6.3.5 Farbung mit Sekundarantikorper

Dem AbgieBen des Uberstandes nach dem letzten Waschschritt folgte die Zugabe von 10 pl unver-
diinnter Antikorperlosung zu jedem Ansatz. Diese Sekundirantikdrperkonzentration von
10 ul/100 pl Zellsuspension wurde nach Herstellerangaben und Literaturstudium gewahlt, da noch

keine Titrationsergebnisse fiir den Sekundéirantikérper vorlagen [Smith und Ellis, 1999].

Die Inkubation fand wieder auf Eis im Dunklen fiir 30 Minuten statt. Danach folgten zwei Wasch-
schritte mit je 1 ml kaltem Perm/Wash-Puffer und zwei weitere Waschschritte mit je 2 ml kaltem
PBS.

2.6.3.6 Fixierung und Filtrierung

Auf die Resuspendierung des Zellpellets folgte die Zugabe von je 1 ml kalter 2 %iger Form-
aldehydlosung. Diese wurde durch Mischung 4 %iger Formaldehydlosung (Otto Fischar, Saar-
briicken) mit PBS im Verhéltnis 1:1 unter Rilhren mit einem Magneten hergestellt und auf einen
pH-Wert von 7.4 eingestellt. Sofort nach der Zugabe wurde die Zellsuspension kriftig durch
Auf-und Abpipettieren unter Vermeidung von Blasenbildung gemischt. Bei 4 °C und Licht-
abschluss konnten die Ansétze bis zur durchflusszytometrischen Auswertung aufbewahrt werden.
Vor der Messung wurden die Zellen griindlich resuspendiert und durch einen Nylonfilter mit einer
Porenweite von 35 um (BD Falcon, Heidelberg) gesiebt, um grofB3ere Zellaggregate zu entfernen,
die das Zytometer verstopfen und Messfehler verursachen konnten [Owens et al., 2000]. Auf die

Zentrifugation und das Verwerfen des Uberstandes folgte die durchflusszytometrische Messung.
2.6.4 Sekundarantikdrpertitration

Nach Auswertung der Titrationsversuche zur Primérantikorperkonzentration konnte die optimale

Sekundirantikérperkonzentration bestimmt werden.
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2.6.4.1 Herstellung der Testrohrchen

Auch bei der Titration des Sekundérantikorpers wurde ein frisches Nasenmuschelpraparat ohne
Anlage einer Miniorgankultur in Einzelzellen aufgetrennt. Nach Zellzdhlung und Vitalitits-
bestimmung mit dem Trypanblau-Ausschlusstest wurden fiinf 5 ml Rundbodenréhrchen mit je
0,8 x 10° Zellen vorbereitet [Owens et al., 2000]. Je nachdem, welches Volumen der unverdiinnten
Sekunddrantikorperlosung spéter zugegeben werden sollte, wurden die Réhrchen mit 20 pl, 10 pl,
5 ul, 2,5 pl und 0 als Negativkontrolle beschriftet.

Nach dem Zentrifugieren der Ansitze wurde der Uberstand in einem Zuge abgegossen. Alle

weiteren Versuchsschritte geschahen unter Lichtabschluss oder langwelligem Rotlicht.

2.6.4.2 Fixierung und Permeabilisierung der Zell- und Organellmembranen

Die Zellpellets wurden vorsichtig resuspendiert und mit 250 ul langsam zugegebener kalter
Cytofix/Cytoperm-Losung griindlich gemischt. Die Versuchsgefiale wurden dann fiir 20 Minuten
auf Eis im Dunklen inkubiert. Nach Zentrifugation und AbgieBen des Uberstandes in einem Zuge
folgte ein Waschschritt mit 1 ml kaltem Perm/Wash-Puffer.

2.6.4.3 Farbung mit Primarantikérper

An das Waschen schloss sich die Resuspendierung in 1 ml kaltem Perm/Wash-Puffer und die
Zentrifugation an. Darauthin wurde die tiberstehende Fliissigkeit bis auf ein Restvolumen von
ca. 50 ul abpipettiert und das verbliebene Zellpellet resuspendiert. Nach Zugabe von 1 ul der
unverdiinnten Primérantikdrperlosung wurden die Ansdtze vorsichtig gemischt und 30 Minuten
lang auf Eis im Dunklen inkubiert. Im Anschluss an die Inkubation konnten nicht gebundene Anti-
korpermolekiile durch zwei Waschschritte aus der Zellsuspension entfernt werden. Jeder Wasch-
schritt bestand aus der Zugabe von je 1 ml kaltem Perm/Wash-Puffer, griindlichem Mischen,
Zentrifugation und der Entfernung des Uberstandes durch ziigiges AbgieBen.

2.6.4.4 Farbung mit Sekundarantikorper

Das verbleibende Restvolumen iiber den Zellpellets nach dem abschlieBenden Waschschritt betrug
etwa 100 pl. Entsprechend der Beschriftung der Rundbodenrohrchen wurde den Ansitzen 20 pl,
10 ul, 5 pl bzw. 2,5 pl der unverdiinnten Sekunddrantikoérperlosung zugegeben. Dadurch wurden
Mischungsverhéltnisse von 16,67 ul, 9,09 ul, 4,76 ul und 2,44 ul pro 100 pl erreicht. Das Rund-
bodenrdhrchen der Negativkontrolle blieb ohne Sekundérantikorper. Die Inkubationszeit betrug
wieder 30 Minuten und geschah auf Eis im Dunklen. Es folgten zwei Waschschritte mit je 1 ml
kaltem Perm/Wash-Puffer und zwei weitere Waschschritte mit je 2 ml kaltem PBS.

2.6.4.5 Fixierung und Filtrierung

Der resuspendierten Zellsuspension wurde je 1 ml kalter 2 %iger Formaldehydldsung zugegeben.
Nach kriftigem Mischen unter Vermeidung von Blasenbildung konnten die Ansétze bis zur Aus-
wertung bei 4 °C und Lichtabschluss aufbewahrt werden. Vor der durchflusszytometrischen
Messung wurden die Zellen resuspendiert und durch einen Nylonfilter der Porenweite 35 pm
gesiebt [Owens et al., 2000]. Die Zellsuspension wurde anschlieBend zentrifugiert, der Uberstand
verworfen. Danach schloss sich die durchflusszytometrische Analyse der Proben an.
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2.6.5 Bestimmung der CYP2A6-Konzentration im Zeitverlauf der
Kultivierung

2.6.5.1 Untersuchungszeitpunkte

Aus Nasenschleimhautproben wurden Miniorgankulturen angelegt. Zu verschiedenen Zeitpunkten
der Kultivierung wurden Aliquots dieser Kulturen in Einzelzellsuspensionen aufgetrennt und auf
ihren Gehalt an Cytochrom P450 2A6 untersucht. Der Ablauf der Kultivierung und die Versuchs-
zeitpunkte sind in Abbildung 2-6 dargestellt.

2.6.5.2 Herstellung der Testrohrchen

An die Gewinnung der Einzelzellsuspension schloss sich die Zellzdhlung und Vitalititsbestimmung
mit dem Trypanblau-Ausschlusstest an. Die Suspension wurde dann auf drei 5 ml Rundboden-
réhrchen mit je 0,8 x 10° Zellen verteilt [Owens et al., 2000]. Das erste Rohrchen enthielt die
Zellen fiir die spitere Inkubation mit dem Anti-Cytochrom-P450-2A6-Antikorper. Der zweite
Ansatz diente als Isotypkontrolle und der dritte als Primérantikdrper-Auslasskontrolle. Die drei
Rundbodenrohrchen wurden entsprechend mit Test, Isotyp und Primér beschriftet. Es wurde
besonders darauf geachtet, im Ansatz der Isotypkontrolle und in dem Ansatz, der mit dem
CYP 2A6-Antikorper inkubiert wurde, die Zellkonzentration identisch zu halten, um das Verhéltnis
von Zellen zu Primér- bzw. Isotyp-Antikorper gleich zu halten [Smith und Ellis, 1999]. Zu jedem
Rundboden-R6hrchen wurden dann 2 ml PBS zugegeben, daran schlossen sich die Zentrifugation
und das AbgieBen des Uberstandes an. Alle Versuchsschritte geschahen unter Lichtabschluss oder
langwelligem Rotlicht, um eine Zellschiddigung oder ein Ausbleichen des Fluoreszenzfarbstofts zu

vermeiden.

Tag 0 | ’ Tag 4 |‘ Tag 7 |‘ Tag 9 H Tag 11
~ ~ ~ ~ ~

+ Anlegen von
2 Kulturplatten

* Pro Platte
24 Miniorgane

‘ Fluoreszenzfarbung von Cytochrom P450 2A6 ‘
~_~

‘ Durchflusszytometrische Messung und fluoreszenzmikroskopische Darstellung ‘

Abbildung 2-6  Versuchsschema zur Quantifizierung von Cytochrom P450 2A6 im Verlauf der Kultivierung der

Miniorgane.

—€§ Enzymatische und mechanische Aufteilung des Zellverbands in Einzelzellen.
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2.6.5.3 Fixierung und Permeabilisierung der Zell- und Organellmembranen

Die Zellpellets wurden zuerst vorsichtig mit dem Vortex-Schiittler in der Restfliissigkeit resuspen-
diert, darauf folgte die langsame Zugabe von 250 pl kalter Cytofix/Cytoperm-Losung pro Ansatz.
Dabei befand sich die Zellsuspension weiter auf dem Vortex-Schiittler in Bewegung, um die
Aggregation der Zellen wihrend der Fixierung zu vermeiden. Die Versuchsgefdfle wurden dann fiir
20 Minuten auf Eis im Dunklen inkubiert. Es schlossen sich Zentrifugation, Abgieen und ein
Waschschritt mit 1 ml kaltem Perm/Wash-Puffer an.

2.6.5.4 Farbung mit Primarantikdrper und Anfertigung der Kontrollen

Bei den Ansitzen, denen der Anti-CYP2A6-Antikorper zugegeben werden sollte, wurde nach
Zugabe von 1 ml kaltem Perm/Wash-Puffer, griindlichem Mischen und Zentrifugation die iiber-
stehende Fliissigkeit bis auf ein Restvolumen von ca. 50 pl abgesaugt. Darauthin wurden die
Ansitze resuspendiert und 1 pl der unverdiinnten Primérantikorperlosung beigefiigt. Eine iden-
tische Antikdrperkonzentration der Isotypkontrolle konnte erreicht werden, indem die Ansétze der
Isotypkontrolle bis auf ca. 12 pul abgesaugt und nach Zugabe von 38 pl unverdiinnter Isotyp-
Antikorperlosung resuspendiert wurden. Bei der Primérantikdrper-Auslasskontrolle unterblieb nach
Absaugen des Uberstandes die Zugabe eines Antikdrpers. An die folgende Inkubationszeit von
30 Minuten auf Eis im Dunklen schlossen sich zwei Waschschritte zur Entfernung nicht gebun-
dener Antikorpermolekiile aus der Zellsuspension an. Dazu wurde jeweils 1 ml kalter Perm/Wash-

Puffer zugegeben, die Suspension zentrifugiert und der Uberstand verworfen.

2.6.5.5 Farbung mit Sekundarantikorper

Auf das AbgieBen des Uberstandes nach dem letzten Waschschritt folgte die Zugabe von je 10 ul
unverdiinnter Antikorperldsung pro Ansatz. Die Inkubation fand wieder auf Eis im Dunklen fiir
30 Minuten statt. Daran schlossen sich zwei Waschschritte mit je 1 ml kaltem Perm/Wash-Puffer
und zwei weitere Waschschritte mit je 2 ml kaltem PBS an.

2.6.5.6 Fixierung und Filtrierung

Den Zellsuspensionen wurde je 1 ml kalter 2 %iger Formaldehydlosung zugegeben. Nach kréfti-
gem Mischen unter Vermeidung von Blasenbildung konnten die Ansitze bis zur Auswertung bei
4 °C und Lichtabschluss aufbewahrt werden. Vor der durchflusszytometrischen Messung wurden
die Zellen griindlich resuspendiert und durch einen Nylonfilter der Porenweite 35 pm gesiebt. Die
Zellsuspension wurde anschlieBend zentrifugiert, der Uberstand verworfen. Darauf folgte die
durchflusszytometrische Messung.

2.6.6 Durchflusszytometrische Auswertung

Das Absorptionsspektrum von FITC besitzt ein Maximum bei einer Wellenldnge von 495 nm. Als
Fluoreszenzfarbstoff emittiert es Licht, wenn es durch Bestrahlung angeregt wird. Das Maximum
der relativen emittierten Fluoreszenz liegt bei 519 nm. Mit einem FACSort Durchflusszytometer
wurden die Zellsuspensionen unter Nutzung der CellQuest-Software (Becton Dickinson, Heidel-
berg) analysiert. Die Messung aller Ansétze eines Versuchs erfolgte in derselben Sitzung. Typi-
scherweise wurden 10.000 Partikel gemessen. Der Detektor des Zytometers fiir das Vorwirtsstreu-

licht wurde auf E -1 eingestellt, d.h. das registrierte FSC-Signal wurde vor der Weiterverarbeitung
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mit 10" multipliziert. Eine Intensititsschwelle fiir die Signale des Vorwirtsstreulichts wurde bei
Kanal 410 gesetzt, um Verunreinigungen suffizient aus der Messung auszublenden. An den
Detektor fiir das Seitwartsstreulicht wurde eine Spannung von 251 V angelegt, an die Lichtver-
starkungsrohre des Fluoreszenzkanals FL1 eine Spannung von 430 V. Der Detektionsbereich des
Kanals FL1, 515 nm bis 545 nm, beinhaltet das Maximum der von FITC emittierten Fluoreszenz.
Alle Werte wurden iiber eine vier Dekaden umfassende Intensitdtsskala logarithmisch erfasst.

2.7 Graphische Darstellung der Ergebnisse und statistische
Analyse

2.7.1 Diagramme

2.7.1.1 Boxplots

Beim Einzelzell-Mikrogelelektrophorese-Assay ging fiir jeden Versuchsansatz der arithmetische
Mittelwert der OTM-Werte der gemessenen 80 Zellen in die weiteren Berechnungen ein. Die
Ergebnisse wurden graphisch durch Boxplots dargestellt, die mit dem Programm SPSS 11.0.1
(SPSS GmbH Software, Miinchen) erzeugt wurden.

In den Boxplots zeigt die untere Begrenzung des Kastens das erste Quartil, d.h. 25 % aller Werte
liegen unterhalb dieser Linie. Die Mittellinie wird durch den Median gebildet, d.h. 50 % aller
Werte liegen unterhalb und 50 % oberhalb der Linie. Die obere Begrenzung des Kastens wird
schlieBlich durch das dritte Quartil festgelegt, d.h. 75 % aller Werte liegen unterhalb dieser Linie.
Werte, die mehr als drei Seitenldngen auflerhalb des Kastens liegen, werden als Extremwerte mit
einem Stern gekennzeichnet. Werte, die zwischen anderthalb und drei Seitenldngen auflerhalb des
Kastens liegen, werden als Ausreiler mit einem Kreis gekennzeichnet. Die nach oben und unten
reichenden Linien zeigen den Maximal- und den Minimalwert im Bereich von anderthalb Seiten-

langen ober- und unterhalb des Kastens.

2.7.1.2 Stapelbalkendiagramme

Mit dem Programm Sigmaplot 2000 Version 6.0 (SPSS GmbH Software, Miinchen) erstellte
Stapelbalkendiagramme wurden zur Illustration der kumulativen Anteile apoptotischer (AV'/PI),
nekrotischer (AV'/PI"), beschidigter (AV /PI") und vitaler Zellen (AV /PI") eingesetzt.

2.7.1.3 Konturdiagramme und Analysefenster

Die durchflusszytometrisch gewonnenen Daten wurden in Konturdiagrammen dargestellt. Im
Gegensatz zu Punktdiagrammen, in denen zwei Parameter als Punktewolke direkt gegeneinander
aufgetragen werden, wird in Konturdiagrammen die Punktedichte durch konzentrische Kontur-
linien dhnlich den Hohenlinien in einer Landkarte dargestellt. Diese Form der Darstellung liefert
also zusitzlich Informationen liber die Héufigkeit jeder Parameterkombination. Die Diagramme
wurden mit dem Programm WinMDI Version 2.8 (Joseph Trotter, La Jolla, CA, USA) erzeugt.

Zu Beginn der Datenanalyse wurden die Parameter Vorwértsstreulicht und Seitwértsstreulicht eines
Kontrollansatzes in einem Konturdiagramm gegeneinander aufgetragen. Der Abstand zwischen
zwei Konturlinien entsprach dabei einem linearen Anstieg der Haufigkeit des Auftretens um 10 %.
In diesem Diagramm wurde graphisch die Region selektiert, in der sich der Hauptteil der gemes-
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senen Partikel befand. Die Definition dieses Analysefensters (Gating) erlaubte die Auswahl der
relevanten Zellpopulationen unter Ausblendung von Verunreinigungen und Zelltrimmern. Das
gewihlte Fenster konnte zur Analyse aller Ansdtze eines Versuchs beibehalten werden, da sich
Vorwirtsstreulicht und Seitwértsstreulicht in Kontrollen und spezifisch gefarbten Ansétzen nicht
unterschieden. Nur die durch das Fenster eingegrenzten Partikel wurden in den nidchsten Analyse-
schritt miteinbezogen [Weaver, 2000].

2.7.1.4 Histogramme und Markierungen

Waren die gewliinschten Partikel im Konturdiagramm ausgewéhlt, so wurde ihre Verteilung mit
dem Programm WinMDI Version 2.8 in Histogrammen weiter analysiert. In diesen Graphiken wird
in einer Kurve dargestellt, wie viele Partikel pro Fluoreszenzkanal registriert worden sind. Bei allen
Versuchen wurde von der gewéhlten Zellpopulation die Haufigkeitsverteilung der Fluoreszenz-
intensititen im Fluoreszenzkanal FL1 im Histogramm dargestellt. Aus dieser Kurve errechnete das
Analyseprogramm fiir jeden Versuchsansatz den geometrischen Mittelwert, der in die weiteren
Berechnungen einging. Der geometrische Mittelwert ergibt sich aus dem Produkt aller n Werte und
anschlieender n-ter Wurzelbildung. Er ist im Vergleich zum arithmetischen Mittelwert robuster
gegen Ausreiller und besser fiir logarithmisch verstiarkte Daten geeignet [Werner, 1992a; Osborne,
2001].

Bei den Titrationsversuchen wurde zusétzlich im Histogramm der Isotypkontrolle der Kanal
bestimmt, von dem aus gesehen 99 % der Partikel links und 1 % der Partikel rechts lagen. Dieser
Kanal galt in den Histogrammen der spezifisch gefdrbten Ansdtze als Grenze zwischen
CYP 2A6-negativ und -positiv gefarbten Zellen. Aus der Anzahl positiv gefarbter Zellen und der
Gesamtzahl der Zellen errechnete das Programm den prozentualen Anteil CYP 2A6-positiver
Zellen [Givan, 1992a]. Die resultierenden Werte wurden in eine Microsoft Excel-Tabelle tiberfiihrt
und mit dem Programm Sigmaplot 2000 Version 6.0 in einem Punktdiagramm graphisch dar-

gestellt.

2.7.1.5 Punktdiagramme

Der prozentuale Anteil apoptotischer Zellen wurde mit dem Programm Sigmaplot 2000 Version 6.0
in Punktdiagrammen gegen das Olive Tail Moment als MaB fiir die DNS-Fragmentierung aufgetra-
gen. Um Unterschiede in der Verteilung der Punkte zwischen Negativkontrollen und genotoxischen
Testsubstanzen zu veranschaulichen, wurden die Diagramme in vier Quadranten eingeteilt. Die
vertikalen und horizontalen Linien wurden dabei so gesetzt, dass sich alle Werte der Negativ-

kontrolle gerade im linken unteren Quadranten befanden.

Die in Konturdiagrammen und Histogrammen aus den Daten der Titrationsreihen errechneten
Werte wurden ebenfalls in Punktdiagrammen dargestellt. Dabei wurde der geometrische Mittelwert
und der Anteil CYP2A6-positiver Zellen in Abhédngigkeit von der Antikorperkonzentration aufge-
tragen. Die Punkte wurden dann durch Regressionskurven verbunden. Diese wurden wie die
Punktdiagramme mit dem Programm Sigmaplot 2000 Version 6.0 erstellt. Der gewéhlte
Funktionstyp nimmt dabei einen exponentiellen Anstieg bis zu einem Maximum an
(Gleichung: y=a - (1 - ¢™)). Das Programm bestimmt dann mit dem Marquardt-Levenberg-
Algorithmus die Koeffizienten der Formel, bei denen sich der Graph dem Verlauf der gemessenen
Werte optimal anpasst. Als Optimierungskriterium gilt bei diesem Algorithmus die Minimierung
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der Summe der quadratischen Abweichungen der gemessenen von den berechneten Werten der
abhéngigen Variablen. Die abhéngigen Variablen waren im vorliegenden Fall die geometrischen
Mittelwerte der Fluoreszenzintensitdt und der prozentuale Anteil positiver Zellen [Werner, 1992a;
Werner, 1992c].

2.7.2 Statistische Testverfahren

Fiir die statistischen Tests zu Einzelzell-Mikrogelelektrophorese-Assay, Annexin-V-Affinititstest
und CYP2A6-Gehalt wurde das Programm SPSS 11.0.1 verwendet. Die Irrtumswahrscheinlich-
keit o wurde als allgemeines Signifikanzniveau (p-Wert) vor den Testverfahren mit 0,05 festgelegt
[Werner, 1992c].

2.7.2.1 Wilcoxon-Test

Beim Wilcoxon-Test handelt es sich um einen nichtparametrischen Test. Er liberpriift zwei verbun-
dene Variablen auf die Hypothese hin, nach der beide Variablen dieselbe Verteilung haben. Dabei
werden keine Annahmen {iiber die Form der Verteilung der beiden Variablen gemacht. Der
Wilcoxon-Test beriicksichtigt fiir jedes Variablenpaar die Grofle der Differenz zwischen den bei-
den Variablen. So fallen Paare mit groBeren Differenzen stirker ins Gewicht als Paare mit
kleineren Differenzen [Werner, 1992b].

Wegen der langen Dauer der Versuche und der Vielzahl der Untersuchungen, die an einem
Versuchspriparat durchgefiihrt wurden, waren die bei Einzelzellversuchen und Miniorgan-
versuchen gewonnenen Datenmengen in ihrer Anzahl unausgeglichen. Deshalb wurde zur
Berechnung aller Testergebnisse die exakte SPSS-Methode angewendet, die im Gegensatz zur
asymptotischen Standard-Berechnungsmethode keine groBen Datenmengen oder liickenlose und
ausgeglichene Datensitze voraussetzt. Mit dem Wilcoxon-Test wurden die arithmetischen Mittel-
werte der OTM-Werte bzw. der prozentualen Anteile apoptotischer Zellen in Testansdtzen und
Negativkontrollen verglichen. Der Wilcoxon-Test wurde auch fiir den Vergleich der arithmetischen
Mittelwerte bei ein- und dreifacher Inkubation von Miniorganen und Einzelzellen angewandt.

Bei den Versuchen zum Nachweis von CYP2A6 im Zeitverlauf konnte ebenfalls der Wilcoxon-
Test eingesetzt werden. Verglichen wurden dabei die geometrischen Mittelwerte der Fluoreszenz-
intensitdt der Testansdtze mit denen der Antikorper-Auslass- und der Isotypkontrollen. Da die
Aussage, die mittlere Fluoreszenzintensitit der Kontrollen sei hoher als die der gefdrbten Proben,
von vorneherein als unzutreffend angenommen werden konnte, wurde die Nullhypothese in diesen
Tests einseitig formuliert [Werner, 1992c].

2.7.2.2 Friedman-Test

Auch beim Friedman-Test handelt es sich um einen nichtparametrischen Test. Er iiberpriift mehrere
verbundene Variablen auf die Hypothese hin, nach der alle Variablen dieselbe Verteilung haben.
Der Friedman-Test wird bei Versuchen mit Messwiederholungen bei einer Stichprobe angewendet
[Werner, 1992b]. Er wurde bei der Untersuchung des CYP2A6-Gehalts eingesetzt, um heraus-
zufinden, ob sich die geometrischen Mittelwerte der Fluoreszenzintensititen im Zeitverlauf
voneinander unterschieden. Auch fiir diese Berechnungen wurde die exakte SPSS-Methode
gewihlt.
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2.8 Verwendete Gerate und Reagenzien

2.8.1 Reagenzien

Chemikalien

Dimethylsulfoxid (DMSO, C2HeOS)

Merck, Darmstadt

Ethidiumbromid (C21H20BrNs)

Sigma, Steinheim

Ethylendiamintetraessigsaure-di-Natriumsalz (Na2EDTA, C1oH14N2Na20s)

Serva, Heidelberg

Fetales Kélberserum (FCS)

Gibco Lifetechnologies, Eggenstein

Formaldehydldsung 4 % (CH20)

Otto Fischar, Saarbriicken

Low-Melting-Temperature-Agarose 0,7 % (Sea-Plaque GTG agarose)

FMC-Bio Products, Rockland, MA, USA

N-Methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG, C2HsN5O3, CAS-Nr. 70-25-7)

Fluka, Neu-Ulm

N -Nitrosodiethylamin (NDEA, C4H10N20, CAS-Nr. 55-18-5)

Sigma, Steinheim

Natriumchlorid (NaCl)

Sigma, Steinheim

Natriumdichromat (Na2Cr207, CAS-Nr. 10588-01-9)

Sigma, Steinheim

Natriumhydrogenkarbonat (NaHCO3)

Merck, Darmstadt

Natriumhydroxid-Platzchen (NaOH)

Merck, Darmstadt

N-Lauroylsarcosin-Natriumsalz 1 % (C21H20N3Br)

Sigma, Steinheim

Normal-Melting-Agarose 0,5 % (Seakem LE agarose)

FMC-Bio Products, Rockland, MA, USA

Phosphat-gepufferte Salzldsung (PBS, ohne Kalzium, Magnesium und
Natriumbikarbonat)

Gibco Lifetechnologies, Eggenstein

Trishydroxymethylaminomethan (Trizma-Base, C4H11NQO3)

Merck, Darmstadt

Triton-X 100 (t-Octylphenoxypolyethoxyethanol, CasHe2011)

Sigma, Steinheim

Trypanblau-Losung 0,4 % (CsaH23NsO14SsNay)

Gibco Lifetechnologies, Eggenstein

Enzyme

Hyaluronidase aus Schafshoden

Boehringer, Mannheim

Kollagenase P aus Clostridium histolyticum

Boehringer, Mannheim

Protease aus Streptomyces griseus

Sigma, Steinheim

Medien und Zusatze

Bronchial Epithelial Basal Medium (BEBM) mit Supplement Pack

Promocell, Heidelberg

Dulbeccos modifiziertes Eagles Medium (DMEM)

Gibco Lifetechnologies, Eggenstein

Amphotericin B (Fungizone)

Gibco Lifetechnologies, Eggenstein

N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonsaure (HEPES)

Gibco Lifetechnologies, Eggenstein

Nicht-essenzielle Aminosauren

Gibco Lifetechnologies, Eggenstein

Penicillin-Streptomycin-Lésung

Sigma, Steinheim

Chemikaliensatze

ApoAlert Annexin-V-FITC Apoptosis Kit:
Annexin V-FITC (20 pg/ml in Trizma-Base/NaCl)
Bindungspuffer
Propidiumjodid-Lésung (50 pg/ml Bindungspuffer)

BD Clontech, Heidelberg

Cytofix/Cytoperm-Kit:
Cytofix/Cytoperm-Losung
Perm/Wash-Puffer (10x konzentriert)

BD Pharmingen, San Diego, CA, USA
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Antikdrper

Anti-human P450 2A6, monoklonaler Maus-IgG1-Antikdrper:
Proteinkonzentration 9,86 mg/ml TBS mit 0,1 % Natriumazid
Immunglobulingehalt 1,90 mg/ml

Assay Designs, Ann Arbor, MI, USA

Fluoreszein-markierter polyklonaler Sekundérantikérper der Ziege:
Antigen: Maus-1gG1, -IgGza, -IgG2s und -IgGs

BD Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA

Monoklonaler Maus-1gGi-Antikérper fir Isotypkontrollen:
Antigen: Keyhole limpet hemocyanin (KLH)
Klon X40 (Maus IgG1 schwere und kappa leichte Ketten)
Immunglobulingehalt: 1 pug 1gG /20 pl

BD Biosciences, San Jose, CA, USA

2.8.2 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Combitipps

Eppendorf, Hamburg

Deckglaser zum Mikroskopieren (76 x 26 mm, Glasdicke 0,08-0,12 mm)

Langenbrinck, Emmendingen

Einmalspritzen (5 ml, 10 ml)

Becton Dickinson, Heidelberg

Einwedfiltereinheiten Millex-GV und Millex-GS (steril, Porenweite 0,22 um)

Millipore, Eschborn

Kulturplatten mit 24 Vertiefungen

BD Falcon, Heidelberg

Objekttrager

Merck, Darmstadt

Objekttrager (70 x 24 mm, je 5 mm seitlich mattiert)

Langenbrinck, Emmendingen

Objekttragerkasten fiir 50 Objekttrager (76 x 26 mm)

GLW, Wiirzburg

Pipettenspitzen (10 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl)

Eppendorf, Hamburg

Reaktionsgefal (1,5 ml)

Eppendorf, Hamburg

Rohrchen mit Schraubverschluss (15 ml)

Sarstedt, Nimbrecht

Rohrchen mit Schraubverschluss (50 ml)

Greiner, Frickenhausen

Rundbodenréhrchen (12 x 75 mm, 5 ml, Polystyrol)

BD Falcon, Heidelberg

Rundbodenréhrchen (12 x 75 mm, 5 ml, Polystyrol) und Kappe mit Zellsieb
(Porenweite 35 um, Nylon)

BD Falcon, Heidelberg

Schreibdiamant

Renner, Dannstadt

2.8.3 Software und Gerate

Software
CellQuest Becton Dickinson, Heidelberg
Sigmaplot 2000 Version 6.0 SPSS Software, Miinchen

Microsoft Excel Version 7.0

Microsoft, Unterschleiltheim

Komet 3.1

Kinetic Imaging, Liverpool, GroRbritannien

WinMDI Version 2.8

Joseph Trotter, The Scripps Research Institute, La
Jolla, CA, USA, 2000

SPSS Version 11.0.1

SPSS Software, Miinchen

Gerate

Analysenwaage Voyager

Ohaus, Gieften

Durchlichtmikroskop

Zeiss, Oberkochen
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Elektrophoresekammer, horizontal (23,7 x 18,0 cm)

Renner, Dannstadt

Elektrophoresenetzgeréat E 865

Renner, Dannstadt

FACSort Durchflusszytometer

Becton Dickinson, Heidelberg

Fluoreszenzmikroskop DM LB
Lichtquellen:
Hg-Gasentladungslampe 100 W
Halogenlampe 12 V, 100 W

Leica Mikrosysteme, Bensheim

Fluoreszenzmikroskop DM LB: Filter- & Reflektordaten
Filtersystem A:

Eingangs-Bandfilter: 340-380 nm Bandpass,
dichroitischer Teilerspiegel: 400 nm,
Ausgangs-Sperrfilter: 425 nm Langpass
Filtersystem | 3 (Blauanregung fiir FITC und Propidiumjodid):
Eingangs-Bandfilter: 450-490 nm Bandpass
dichroitischer Teilerspiegel: 510 nm,
Ausgangs-Sperrfilter: 515 nm Langpass

Filtersystem N 2.1 (Griinanregung fiir Ethidiumbromid)

Leica Mikrosysteme, Bensheim

Eingangs-Bandfilter: 515-560 nm Bandpass
dichroitischer Teilerspiegel: 580 nm,
Ausgangs-Sperrfilter: 590 nm Langpass
Fluoreszenzmikroskop DM LB: Objektive Leica Mikrosysteme, Bensheim
100x / 1,25 Ol
40x /0,5
10x /0,22
4x/0,1
Gefrierschrank (-80 °C) New Brunswick Scientific, Nirtingen

Hochleistungs-Monochrom-CCD-Kamera Cohu 4912
(0,02 Lux, %" Sensor)

Cohu, San Diego, CA, USA

Inverses Labormikroskop Leica DM IL fiir Hellfeld (Durchlichtbeleuchtung)

Leica Mikrosysteme, Bensheim

Kiihischrank (+ 4 °C) und Gefrierschrank

Bosch, Stuttgart

Magnetriihrer Combimag RCT IKA, Staufen
Mikrowelle MWS 2819 Bauknecht, Schorndorf
pH-Meter 766 Calimatic Knick, Berlin

Schiittelwasserbad 1083 GFL, Burgwedel
Schiittler Vortex Genie 2 Scientific Industries, Bohemia, NY, USA
Spiegelreflexkamera Minolta, Japan

Sterilbank Herasafe

Heraeus, Hanau

Waage 1419

Sartorius, Gielen

Zellzahlkammer nach Neubauer

Paul Marienfeld, Lauda-K6nigshofen

Zentrifuge Varifuge 3.0 RSund 3.0 R

Heraeus, Hanau
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3.1 Zellvitalitat

Zum Ausschluss einer Verfilschung der Ergebnisse wurde der Anteil avitaler Zellen bei jedem
Versuch mit dem Trypanblau-Ausschlusstest bestimmt. Die Vitalitit der Zellen lag bei allen durch-
gefiihrten Versuchen iiber 86 %.

3.2 Genotoxische Schaden nach Fremdstoffinkubation

Im Folgenden werden die Versuchsergebnisse présentiert, die mit dem Einzelzell-Mikrogel-
elektrophorese-Assay bei Ein- und Dreifachinkubation von Miniorganen und Einzelzellsuspen-
sionen mit den untersuchten Xenobiotika gewonnen wurden. Nach getrennter Darstellung der
Ergebnisse von Miniorgan- und Einzelzellversuchen werden die erzielten stoffspezifischen Resul-
tate direkt gegeniibergestellt. Abbildung 3-1 zeigt exemplarisch den Ausschnitt eines Objekttrigers
nach einmaliger Exposition der Zellen im Gewebeverbund der Miniorgane gegeniiber MNNG.
Neben Zellkernen, die nach der Elektrophorese einen Schweif fragmentierter DNS bilden, sind
auch Zellkerne ohne messbare Schiddigung erkennbar. In die statistische Analyse ging pro
Versuchsansatz der arithmetische Mittelwert der OTM-Werte von 80 zufillig ausgesuchten Zellen

cin.

Abbildung 3-1 Ausschnitt des
fluoreszenzmikroskopischen Bildes
eines Objekttragers nach einmaliger
Exposition der Zellen im Gewebe-
verbund der Miniorgane gegentiber
N-Methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidin
(aufgenommen mit 400facher Ver-

groferung).




3.2.1 Genotoxische Schaden bei Ein- und Dreifachinkubation von

Miniorganen

3.2.1.1 Natriumdichromat
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Abbildung 3-2

des Ausmales der genetischen Schadi-

Boxplot-Darstellung

gung durch Natriumdichromat.

Mok 1x: Einmalige Exposition der Mini-
organe an Tag 11,

Mok 3x: Dreimalige Exposition der Mini-
organe an Tag 7, 9 und 11,

BEBM: Bronchial Epithelial Basal Medium,
Cr(VI): Natriumdichromat (1 mM, 1 h),

N: Anzahl der Versuche, O: Ausreiller,

* : Extremwert.

Die ein- bzw. dreimal mit dem Kulturmedium BEBM inkubierten Miniorgane dienen in den durch-

gefithrten Versuchen als Negativkontrollen. Im Einzelzell-Mikrogelelektrophorese-Assay prasen-

tieren sie mit medianen OTM-Werten von 1,7 und 1,9 niedrige DNS-Fragmentierungsgrade.

Im Gegensatz dazu bewirkt die einmalige Inkubation der Miniorgane mit Natriumdichromat ein
deutlich erhdhtes DNS-Schéadigungsniveau. Der OTM-Median betrdgt hier 6,3. Bei dreimaliger

Inkubation kommt es zu einer weiteren starken Zunahme der Schidigung mit einem Anstieg des

O™

Tabelle 3-1

-Medians auf 42,6.

Niveaus sind grau hinterlegt.

a-Werte der Vergleiche der OTM-Mediane. Das lokale a-Niveau wird als <0,050 definiert. a-Werte unterhalb dieses

Mok 1x BEBM vs. Mok 1x Cr(VI) vs. Mok 3x Cr(VI) vs. Mok 1x Cr(VI) vs.
Mok 3x BEBM Mok 1x BEBM Mok 3x BEBM Mok 3x Cr(VI)
p=0,917 p<0,001 p<0,001 p<0,001




3.2.1.2 N-Nitrosodiethylamin
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Abbildung 3-3  Boxplot-Darstellung
des Ausmales der genetischen Schadi-
gung durch NDEA.

Mok 1x: Einmalige Exposition der Mini-
organe an Tag 11,

Mok 3x: Dreimalige Exposition der Mini-
organe an Tag 7, 9 und 11,

BEBM: Bronchial Epithelial Basal Medium,
NDEA: N-Nitrosodiethylamin (50 mM, 1 h),
N: Anzahl der Versuche, O: Ausreiler,

* . Extremwert.

Bei Inkubation mit NDEA zeigt sich ein deutlich anderes Ergebnis als bei Einsatz von Natrium-

dichromat. Weder nach einmaliger, noch nach dreimaliger Durchfiihrung ldsst sich hier ein

signifikant erhohtes Schidigungsniveau gegeniiber den Negativkontrollen nachweisen. Die
Mediane der OTM-Werte betragen 1,6 und 2,1 gegeniiber 1,7 und 1,9 in den Negativkontrollen.

Im Vergleich des DNS-Fragmentierungsgrades bei NDEA-Exposition zu drei Zeitpunkten mit der

einmaligen Exposition ergibt sich allerdings ein signifikanter Unterschied.

Tabelle 3-2  a-Werte der Vergleiche der OTM-Mediane. Das lokale a-Niveau wird als <0,050 definiert. a-Werte unterhalb dieses

Niveaus sind grau hinterlegt.

Mok 1x BEBM vs. Mok 1x NDEA vs. Mok 3x NDEA vs. Mok 1x NDEA vs.
Mok 3x BEBM Mok 1x BEBM Mok 3x BEBM Mok 3x NDEA
p=0,917 p=0,273 p=0,107 p=0,007




3.2.1.3
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Abbildung 3-4  Boxplot-Darstellung
des Ausmales der genetischen Schadi-
gung durch MNNG.

Mok 1x: Einmalige Exposition der Mini-
organe an Tag 11,

Mok 3x: Dreimalige Exposition der Mini-
organe an Tag 7, 9 und 11,

BEBM: Bronchial Epithelial Basal Medium,
MNNG: N-Methyl-N'-nitro-N-nitroso-
guanidin (0,07 mM, 1 h),

N: Anzahl der Versuche, O Ausreifer,

* . Extremwert.

Fiir die Dreifachinkubation ergibt sich in den Versuchen mit MNNG bei groferer Streubreite ein

dhnliches Schiadigungsniveau wie mit Natriumdichromat. Der mediane OTM erreicht 39,9. Anders

als Natriumdichromat bewirkt MNNG aber bereits nach einmaliger Inkubation bei ebenfalls grofer

Streubreite einen sehr hohen Grad der DNS-Fragmentierung. Der OTM-Median betrigt fiir diesen

Versuchsansatz 26,2.

Sowohl im Vergleich mit den Negativkontrollen als auch im Vergleich der Ein- und Dreifach-

inkubation werden bei Einsatz von MNNG signifikante Unterschiede erzielt.

Tabelle 3-3

Niveaus sind grau hinterlegt.

a-Werte der Vergleiche der OTM-Mediane. Das lokale a-Niveau wird als <0,050 definiert. a-Werte unterhalb dieses

Mok 1x BEBM vs. Mok 1x MNNG vs. Mok 3x MNNG vs. Mok 1x MNNG vs.
Mok 3x BEBM Mok 1x BEBM Mok 3x BEBM Mok 3x MNNG
p=0,917 p<0,001 p<0,001 p<0,001




3.2.2 Genotoxische Schaden bei Ein- und Dreifachinkubation von
Einzelzellen

3.2.2.1 Natriumdichromat
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Im Folgenden sind die Ergebnisse der Versuche mit Einzelzellsuspensionen dargestellt, die parallel

zu den Miniorganversuchen an Priparaten derselben Spender durchgefiihrt wurden.

Wie bei den Miniorgan-Versuchen wurde hier das Kulturmedium BEBM fiir die Negativkontrollen
eingesetzt. In Analogie zu den Negativkontrollen der Miniorgane ergeben sich mit medianen
OTM-Werten von 1,5 und 1,3 niedrige DNS-Fragmentierungsgrade.

Die einfache Inkubation der Einzelzellen mit Natriumdichromat bewirkt dagegen eine deutliche
Erhohung der gemessenen DNS-Schédigung. Der Median der OTM-Werte betragt 17,7. Bei zwei-
facher Vorinkubation der Zellen als Miniorgane steigt der OTM-Median auf 33,8 und liegt damit
erheblich iiber dem Schidigungsgrad der Negativkontrolle und dem Ergebnis bei einmaliger

Exposition.

Tabelle 3-4  a-Werte der Vergleiche der OTM-Mediane. Das lokale a-Niveau wird als <0,050 definiert. a-Werte unterhalb dieses

Niveaus sind grau hinterlegt.

Ez 1x BEBM vs. Ez 1x Cr(VI) vs. Ez 3x Cr(VI) vs. Ez 1x Cr(VI) vs.
Ez 3x BEBM Ez 1x BEBM Ez 3x BEBM Ez 3x Cr(VI)
p=0,570 p=0,001 p=0,001 p=0,012




3.2.2.2 N-Nitrosodiethylamin
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Wie schon bei der Inkubation der Miniorgane festgestellt, ergibt sich bei Exposition der Einzelzell-
suspensionen gegeniiber NDEA keine statistisch signifikante DNS-Schédigung.

Bei einmaliger Inkubation der Einzelzellen mit NDEA liegt der OTM-Median bei 1,3 im Vergleich
zu 1,5 in der Negativkontrolle mit BEBM. Bei zweimaliger Vorinkubation als Miniorgane vor der
dritten Inkubation mit NDEA ist ein im Gegensatz zur Negativkontrolle leicht erhdhter

OTM-Median von 3,0 messbar. Das Signifikanzniveau wird in diesem Fall nur knapp verfehlt.

Im Vergleich der einfachen mit der dreifachen NDEA-Inkubation mit ergibt sich kein statistisch
signifikanter Unterschied.

Tabelle 3-5  a-Werte der Vergleiche der OTM-Mediane. Das lokale a-Niveau wird als <0,050 definiert.
Ez 1x BEBM vs. Ez 1x NDEA vs. Ez 3x NDEA vs. Ez 1x NDEA vs.
Ez 3x BEBM Ez 1x BEBM Ez 3x BEBM Ez 3x NDEA
p=0,570 p=0,465 p=0,054 p=0,074




3.2.2.3 N-Methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidin
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Bei Einsatz von MNNG ergibt sich ein dhnliches Muster der DNS-Fragmentierung wie bei den
Versuchen mit Natriumdichromat. Insgesamt liegt das Schiadigungsniveau aber erheblich hoher.
Bei einfacher bzw. dreifacher Inkubation der Einzelzellen mit MNNG ergeben sich
OTM-Medianwerte von 30,2 bzw. 47,1.

Sowohl beim Vergleich mit den Negativkontrollen als auch beim Vergleich der Ein- und Drei-
fachinkubation ergeben sich in den Versuchen mit MNNG signifikante Unterschiede.

Tabelle 3-6  a-Werte der Vergleiche der OTM-Mediane. Das lokale a-Niveau wird als <0,050 definiert. a-Werte unterhalb dieses

Niveaus sind grau hinterlegt.

Ez 1x BEBM vs. Ez 1x MNNG vs. Ez 3x MNNG vs. Ez 1x MNNG vs.
Ez 3x BEBM Ez 1x BEBM Ez 3x BEBM Ez 3x MNNG

p=0,570 p=0,001 p=0,001 p=0,020




3.2.3 Vergleich der genotoxischen Schaden bei einfacher Inkubation von

Miniorganen und Einzellzellen

3.2.3.1 Natriumdichromat
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Abbildung 3-8 Boxplot-Darstellung
des Ausmales der genetischen Schadi-

gung durch Natriumdichromat.

Mok 1x: Einmalige Exposition der Mini-
organe an Tag 11,

Ez 1x: Einmalige Exposition der Einzel-
zellen an Tag 11,

BEBM: Bronchial Epithelial Basal Medium,
Cr(VI): Natriumdichromat (1 mM, 1 h),

N: Anzahl der Versuche, O: Ausreiler,

* . Extremwert.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Einzelzellversuche bei einmaliger Inkubation den Ergeb-

nissen der entsprechenden Miniorganversuche gegentibergestellt.

Hinsichtlich der Negativkontrollen liegen die OTM-Mediane bei den Miniorganen mit 2,8 etwas

hoher als bei den Einzelzellen mit 1,5. Dieser Unterschied ist signifikant.

Im Vergleich der Ansdtze mit Natriumdichromat zeigt sich eine weitaus hohere Schiadigung der

Zellen der Einzelzellsuspensionen als der Zellen der Miniorgane. Die medianen OTM-Werte

betragen 17,7 bzw. 6,6.

Tabelle 3-7  a-Werte der Vergleiche der OTM-Mediane. Das lokale a-Niveau wird als <0,050 definiert. a-Werte unterhalb dieses

Niveaus sind grau hinterlegt.

Mok 1x BEBM vs. Mok 1x Cr(VI) vs.
Ez 1x BEBM Ez 1x Cr(VI)
p=0,042 p=0,001




3.2.3.2 N-Nitrosodiethylamin
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Im Gegensatz zu den Ergebnissen mit Natriumdichromat ist bei der Exposition gegeniiber NDEA
kein Unterschied im Schédigungsausmal3 feststellbar. Bei einmaliger Inkubation der Miniorgane
resultiert ein OTM-Median von 2,3 gegeniiber einem Wert von 1,3 bei der Inkubation der Einzel-

zellen.

Tabelle 3-8  a-Werte der Vergleiche der OTM-Mediane. Das lokale a-Niveau wird als <0,050 definiert. a-Werte unterhalb dieses

Niveaus sind grau hinterlegt.

Mok 1x BEBM vs. Mok 1x NDEA vs.
Ez 1x BEBM Ez 1x NDEA

p=0,042 p=0,206




3.2.3.3 N-Methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidin
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Im Vergleich der Versuche mit MNNG ergibt sich ein dhnliches Bild wie bei den Versuchen mit
Natriumdichromat. Das Schéadigungsniveau und die Streubreite der Ergebnisse sind allerdings
deutlich hoher. Die einmalige Exposition der Miniorgane gegeniiber MNNG resultiert in einem
medianen OTM von 21,9. Dieser Wert wird in den Einzelzellversuchen deutlich iibertroffen. Hier
liegt der mediane OTM bei 30,2.

Tabelle 3-9  a-Werte der Vergleiche der OTM-Mediane. Das lokale a-Niveau wird als <0,050 definiert. a-Werte unterhalb dieses

Niveaus sind grau hinterlegt.

Mok 1x BEBM vs. Mok 1x MNNG vs.
Ez 1x BEBM Ez 1x MNNG

p=0,042 p=0,005




3.3 Genotoxische Schaden und Apoptose nach
Fremdstoffinkubation

3.3.1 Apoptose bei Ein- und Dreifachinkubation der Miniorgane

3.3.1.1 Natriumdichromat

100 Abbildung 3-11
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organe an Tag 11,

Mok 3x: Dreimalige Exposition der Mini-
organe an Tag 7, 9 und 11,

BEBM: Bronchial Epithelial Basal Medium,
Cr(VI): Natriumdichromat (1 mM, 1 h).

E Apoptotische Zellen
- Spatapoptotische / nekrotische Zellen

B Vitale Zellen

Kumulative Anteile [%]

Mok 1x BEBM Mok 3x BEBM Mok 1x Cr(VI) ~ Mok 3x Cr(VI)

Zur Bestimmung des Anteils apoptotischer Zellen bei den durchgefiihrten Miniorgan-Versuchen
wurde der Annexin-V-Affinitdtstest eingesetzt. Bei den Negativkontrollen mit BEBM ergibt die
einfache bzw. dreifache Inkubation der Miniorgane sehr dhnliche Ergebnisse. Der mediane Anteil
apoptotischer Zellen liegt bei 14,0 % bzw. 13,9 %.

Auch bei einmaliger Natriumdichromat-Exposition liegt keine erhohte Apoptoserate vor. Der
Anteil apoptotischer Zellen liegt mit 11,4 % sogar etwas niedriger als in der Negativkontrolle. Ein
ganz anderes Bild bietet sich bei dreimaliger Natriumdichromat-Exposition: Gegeniiber Negativ-
kontrolle und Einfachinkubation erhoht sich die Fraktion apoptotischer Zellen drastisch auf 62,5 %.

Tabelle 3-10 a-Werte der Vergleiche des Anteils apoptotischer Zellen (AV*/PI-). Das lokale a-Niveau wird als <0,050 definiert.

o-Werte unterhalb dieses Niveaus sind grau hinterlegt.

Mok 1x BEBM vs. Mok 1x Cr(VI) vs. Mok 3x Cr(VI) vs. Mok 1x Cr(VI) vs.
Mok 3x BEBM Mok 1x BEBM Mok 3x BEBM Mok 3x Cr(VI)

p=1,000 p=0,278 p=0,001 p=0,001




3.3.1.2 N-Nitrosodiethylamin
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Abbildung 3-12
Oben: Boxplot-Darstellung des Anteils

apoptotischer Zellen durch NDEA.

Unten: Stapelbalkendiagramm der mittleren
Anteile apoptotischer, spatapoptotischer /

nekrotischer und vitaler Zellen (N=11).

Mok 1x: Einmalige Exposition der Mini-
organe an Tag 11,

Mok 3x: Dreimalige Exposition der Mini-
organe an Tag 7, 9 und 11,

BEBM: Bronchial Epithelial Basal Medium,
NDEA: N-Nitrosodiethylamin (50 mM, 1 h).

E Apoptotische Zellen
- Spatapoptotische / nekrotische Zellen

B Vitale Zellen

Wie bei den Versuchen mit Natriumdichromat ist auch bei einmaliger Inkubation mit NDEA keine

Erhohung des Anteils apoptotischer Zellen gegeniiber der Negativkontrolle nachweisbar. Es ergibt

sich ein medianer Anteil apoptotischer Zellen von 21,8 %. Im Gegensatz zu den Versuchen mit

Natriumdichromat tritt aber keine Erhohung der Fraktion apoptotischer Zellen bei Dreifach-

inkubation auf. Mit 16,5 % liegt der Anteil sogar unter dem Ergebnis der Einfachinkubation.

Tabelle 3-11 a-Werte der Vergleiche des Anteils apoptotischer Zellen (AV*/PI-). Das lokale a-Niveau wird als <0,050 definiert.

Mok 1x BEBM vs. Mok 1x NDEA vs. Mok 3x NDEA vs. Mok 1x NDEA vs.
Mok 3x BEBM Mok 1x BEBM Mok 3x BEBM Mok 3x NDEA
p=1,000 p=0,465 p=0,831 p=0,278




3.3.1.3 N-Methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidin

100

80

60

40

20 ‘

Anteil apoptotischer Zellen [%)]

A
B

\T\
. T%L’Jf

100
. 804
§
2
2 60
<<
2
B 40
>
IS
=]
X
204
0]

Mok 1x BEBM Mok 3x BEBM Mok 1x MNNG Mok 3x MNNG

Abbildung 3-13
Oben: Boxplot-Darstellung des Anteils
apoptotischer Zellen durch MNNG.

Unten: Stapelbalkendiagramm der mittleren
Anteile apoptotischer, spatapoptotischer /

nekrotischer und vitaler Zellen (N=11).

Mok 1x: Einmalige Exposition der Mini-
organe an Tag 11,

Mok 3x: Dreimalige Exposition der Mini-
organe an Tag 7, 9 und 11,

BEBM: Bronchial Epithelial Basal Medium,
MNNG: N-Methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidin
(0,07 mM, 1 h).

] Apoptotische Zellen

- Spatapoptotische / nekrotische Zellen

B Vitale Zellen

Die Ergebnisse bei Einsatz von MNNG dhneln den Ergebnissen der Negativkontrolle und der

Versuche mit NDEA: Weder die einmalige noch die dreimalige Inkubation der Miniorgane mit

MNNG bewirkt eine relevante Verdnderung des Anteils apoptotischer Zellen. Die medianen

Fraktionen apoptotischer Zellen sind mit 18,6 % und 17,7 % gegeniiber der Negativkontrolle mit

14,0 % und 13,9 % leicht erhoht.

Tabelle 3-12  a-Werte der Vergleiche des Anteils apoptotischer Zellen (AV*/PI-). Das lokale a-Niveau wird als <0,050 definiert.

Mok 1x BEBM vs. Mok 1x MNNG vs. Mok 3x MNNG vs. Mok 1x MNNG vs.
Mok 3x BEBM Mok 1x BEBM Mok 3x BEBM Mok 3x MNNG
p=1,000 p=0,770 p=0,320 p=0,831




3.3.2 Genotoxische Schaden und Apoptose bei Ein- und Dreifachinkubation
der Miniorgane

3.3.2.1 Natriumdichromat

Abbildung 3-14
Anteils apoptotischer Zellen gegen die DNS-

Punktdiagramm des

Fragmentierung nach Natriumdichromat-
Exposition in 10 Versuchen. Alle Werte der
Negativkontrollen befinden sich gerade im

linken unteren Quadranten.

Mok 1x: Einmalige Exposition der Mini-
organe an Tag 11,

Mok 3x: Dreimalige Exposition der Mini-
organe an Tag 7, 9 und 11,

BEBM: Bronchial Epithelial Basal Medium,
Cr(VI): Natriumdichromat (1 mM, 1 h).
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Bei einer einfachen Natriumdichromat-Exposition ist eine klar erhohte DNS-Fragmentierung mit

einem OTM von 5,6 gegeniiber 1,4 in der zugehodrigen Negativkontrolle messbar. Dabei findet sich

in den entsprechenden Zellpopulationen keine signifikante Erhéhung des Anteils apoptotischer

Zellen.

Bei dreifacher Inkubation mit Natriumdichromat resultiert eine weitere starke Erhohung der

DNS-Fragmentierung mit einem OTM von 51,8 gegeniiber 1,4 in der Negativkontrolle. Im Gegen-

satz zur Einfachinkubation ist dabei aber zusétzlich eine drastisch erhdhte Apoptoserate von 62,5 %

messbar.

Tabelle 3-13 a-Werte der Vergleiche der OTM-Mediane und des Anteils apoptotischer Zellen (AV*/PI-). Das lokale a-Niveau wird

als <0,050 definiert. a-Werte unterhalb dieses Niveaus sind grau hinterlegt.

Mok 1x BEBM vs. Mok 1x Cr(VI) vs. Mok 3x Cr(V1) vs. Mok 1x Cr(VI) vs.
Mok 3x BEBM Mok 1x BEBM Mok 3x BEBM Mok 3x Cr(V1)
OT™M p=0,770 p=0,002 p=0,002 p=0,002
Anteil apoptotischer Zellen p=1,000 p=0,278 p=0,001 p=0,001




3.3.2.2 N-Nitrosodiethylamin
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Im Gegensatz zu den Ergebnissen mit Natriumdichromat findet sich bei ein- und dreifacher
Inkubation mit NDEA weder eine Erhohung der Apoptoserate noch eine Erhohung der
DNS-Fragmentierung. Die medianen OTM-Werte betragen 1,4 gegen 1,4 in der Negativkontrolle
fiir die Einfachinkubation und 1,7 gegen 1,4 fiir die Dreifachinkubation.

Fiir die DNS-Fragmentierung bei Dreifachinkubation ergibt sich jedoch ein Anstieg bei der drei-

maligen gegeniiber der einmaligen Inkubation.

Tabelle 3-14 a-Werte der Vergleiche der OTM-Mediane und des Anteils apoptotischer Zellen (AV*/PI-). Das lokale a-Niveau wird

als <0,050 definiert. a-Werte unterhalb dieses Niveaus sind grau hinterlegt.

Mok 1x BEBM vs. Mok 1x NDEA vs. Mok 3x NDEA vs. Mok 1x NDEA vs.
Mok 3x BEBM Mok 1x BEBM Mok 3x BEBM Mok 3x NDEA
O™ p=0,770 p=0,250 p=0,537 p=0,010
Anteil apoptotischer Zellen p=1,000 p=0,465 p=0,831 p=0,278




3.3.2.3 N-Methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidin

70 5) Abbildung 3-16 Punktdiagramm des
© Anteils apoptotischer Zellen gegen die DNS-
60 - o Fragmentierung nach MNNG-Exposition in
O 10 Versuchen. Alle Werte der Negativ-
50 A @ kontrollen befinden sich gerade im linken
= o0 unteren Quadranten.
£ 401 8 o —— " -
S 0O ® Mok 1x: Einmalige Exposition der Mini-
% 2 . 5 organe an Tag 11,
-C_Z) | O o o Mok 3x: Dreimalige Exposition der Mini-
organe an Tag 7, 9 und 11,
20 BEBM: Bronchial Epithelial Basal Medium,
% MNNG: N-Methyl-N"-nitro-N-nitrosoguanidin
10 1

(0,07 mM, 1 h).
O Mok 1x BEBM
B Mok 3x BEBM

O Mok 1x MNNG
@ Mok 3x MNNG

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Anteil apoptotischer Zellen [%]

MNNG ruft bei Ein- und Dreifachinkubation der Miniorgane eine starke DNS-Fragmentierung
hervor. Die OTM-Mediane betragen 29,2 und 41,7 im Vergleich zu 1,4 in den zugehorigen
Negativkontrollen. Im Gegensatz zu den Ergebnissen mit Natriumdichromat, das dhnlich hohe

DNS-Schéden wie MNNG erzeugen kann, ist jedoch keine Erhéhung der Apoptoserate zu erfassen.

Tabelle 3-15 a-Werte der Vergleiche der OTM-Mediane und des Anteils apoptotischer Zellen (AV*/PI-). Das lokale a-Niveau wird

als <0,050 definiert. a-Werte unterhalb dieses Niveaus sind grau hinterlegt.

Mok 1x BEBM vs. Mok 1x MNNG vs. Mok 3x MNNG vs. Mok 1x MNNG vs.
Mok 3x BEBM Mok 1x BEBM Mok 3x BEBM Mok 3x MNNG
O™ p=0,770 p=0,002 p=0,002 p=0,049
Anteil apoptotischer Zellen p=1,000 p=0,770 p=0,320 p=0,831




3.4 Cytochrom-P450-2A6-Konzentration in Miniorganen

3.4.1 Fluoreszenz- und durchlichtmikroskopische Untersuchung

Abbildung 3-17 zeigt exemplarisch das fluoreszenz- und durchlichtmikroskopische Bild je einer
Zelle der Priméarantikorper-Auslasskontrolle, der Isotypkontrolle und des Testansatzes.

Morphologisch sind die Zellen von Testansatz und Negativkontrollen unter dem Durchlicht-
mikroskop nicht zu unterscheiden. Wie in Abbildung 3-17a zu sehen, sind neben Zellkern und
Plasmamembran hdufig vakuoldre Strukturen im Zytoplasma erkennbar. Bei Betrachtung unter
dem Fluoreszenzmikroskop zeigen die Zellen der Negativkontrollen teilweise eine sehr schwache,
diffuse Fluoreszenz des Zytoplasmas. Lokale Floreszenzverdichtungen finden sich aber nicht.
Zwischen den Zellen der Primérantikorper-Auslasskontrolle und der Isotypkontrolle ist kein Unter-
schied festzustellen.

Im Gegensatz dazu weist ein Grofteil der Zellen des Test- 3]
ansatzes, bei dem Cytochrom-P450-2A6 spezifisch angefarbt
werden sollte, neben einer #hnlich geringgradigen diffusen £ .» j/
Fluoreszenz deutliche Ansammlungen lokaler fluoreszierender ! v
Depots auf. Wie in Abbildung 3-17¢ gezeigt, korrelieren diese

meist mit den durchlichtmikroskopisch erkennbaren vakuoldren
Zellstrukturen. [b]

Abbildung 3-17 Mikroskopische Bilder von Zellen der Negativkontrollen und des
Testansatzes (Falschfarbenbilder durch Uberlager von zwei Monochrombilder. blau:
durchlichtmikroskopisches Bild; griin: FITC-gefarbtes Cytochrom P450 2A6 im

fluoreszenzmikroskopischen Bild; aufgenommen mit 1.000facher VergroRerung). o
. '_ .V.c - -
Bild a: Zelle der Priméarantikorper-Auslasskontrolle (Primér), /¥ ! w\.

Bild b: Zelle der Isotypkontrolle (Isotyp), -t

Bild c: Zelle des Testansatzes (Test).



3.4.2 Titration des Primarantikorpers

Die beiden Regressionskurven in Abbildung 3-18 zeigen eine Séttigungskinetik in Abhingigkeit
von der Konzentration des Primérantikdrpers. Sowohl die Kurve fiir die mittlere Fluoreszenz-
intensitét als auch die Kurve fiir den Anteil CYP2A6-positiv geféarbter Zellen flacht nach einem
starker Anstieg im niedrigen Konzentrationsbereich ab und erreicht ein Plateau. Die fiir die
folgenden Versuche gewdhlte Primérantikorperkonzentration von 38 pg/ml liegt im flachen
Bereich beider Kurven. Abbildung 3-19 zeigt die Histogramme zur Verteilung der Fluoreszenz-
intensitdten bei verschiedenen Primirantikorperkonzentrationen. Die Markierung ist so gesetzt,
dass in der Negativkontrolle weniger als 1 % der Zellen als CYP2A6-positiv gewertet werden.
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3.4.3 Titration des Sekundarantikdrpers

Die Titration des Sekundérantikdrpers ergibt einen konzentrationsabhéngigen Anstieg der mittleren
Fluoreszenzintensitdt. Wie bei der Titration des Primérantikdrpers ist auch hier eine Sattigungs-
kinetik erkennbar. Diese spiegelt sich auch im Anstieg des Anteils CYP2A6-positiver Zellen in
Abhéngkeit von der Antikorperkonzentration wider.

Die in den folgenden Versuchen eingesetzte Sekundérantikdrperkonzentration von 100 pl/ml liegt

im flachen Bereich beider Titrationskurven.
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3.4.4 Cytochrom-P450-Konzentration im Verlauf der Kultivierung

3.4.4.1 Vergleich der Fluoreszenzintensitatswerte von Testanséatzen und
Kontrollen zu verschiedenen Zeitpunkten

160 Abbildung 3-22  Liniendiagramm
140 der mittleren Fluoreszenzintensitat
T von Testansatzen sowie Negativ-
120 - und Isotypkontrollen im Zeitverlauf
= der Kultivierung (N=5).
-‘é 100 -
= —O—  Testansatz
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é einer Standardabwei-
S 60 A
b 4 chung nach oben und
40 - unten
—B - Isotypkontrolle
207 - Primarantikérper-
0 : : : : : : Auslasskontrolle
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Tag

Beide Negativkontrollen zeigen an allen fiinf Versuchstagen niedrige mittlere Fluoreszenz-
intensitdten. In der Isotypkontrolle werden Werte zwischen 8,62 und 13,13 erreicht, in der Primér-
antikorper-Auslasskontrolle Werte zwischen 7,65 und 13,51.

Wie aus Abbildung 3-22 ersichtlich weisen die Zellen des spezifisch gefarbten Testansatzes
dagegen iiber den gesamten Untersuchungszeitraum bei einer groen Streuungsbreite weit hohere
Signalintensititen auf. Die mittleren Fluoreszenzintensititen bewegen sich in diesen Ansitzen
zwischen 54,03 und 159,69. Ein eindeutiger Trend der Fluoreszenzintensititswerte und somit des
Gehalts der Zellen an CYP2AG6 ist nicht erkennbar.

Tabelle 3-16 a-Werte der Vergleiche der mittleren Fluoreszenzintensitaten von Testansatzen und Isotypkontrollen. Das lokale

a-Niveau wird als <0,050 definiert. a-Werte unterhalb dieses Niveaus sind grau hinterlegt.

Tag 0 Tag 4 Tag7 Tag 9 Tag 11
Testansatze vs. Isotypkontrollen p=0,031 p=0,031 p=0,031 p=0,031 p=0,031
Testansatze vs. Negativkontrollen p=0,031 p=0,031 p=0,031 p=0,031 p=0,031

Isotypkontrollen vs. Negativkontrollen p=0,156 p=0,156 p=0,406 p=0,406 p=0,063




3.4.4.2 Verhéaltnis der Fluoreszenzintensitatswerte der Testansatze zu denen der
Isotypkontrollen im Zeitverlauf
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Abbildung 3-23 zeigt fiir jeden Untersuchungszeitpunkt den Mittelwert des Verhéltnisses der
mittleren Fluoreszenzintensitit des Testansatzes zur mittleren Fluoreszenzintensitiat der Isotyp-
kontrolle. Dadurch werden Verfilschungen der Messergebnisse eliminiert, die auf der
Autofluoreszenz der Zellen und der Verstirkung von Storeinfliissen bei Versuchsdurchfithrung und
Messvorgang beruhen [Ogino et al., 2003].

Bei Untersuchung der Zellen frisch explantierter Mukosaproben an Tag 0 zeigt sich die
Fluoreszenzintensitit der Testansdtze im Vergleich zur jeweiligen Isotypkontrolle im Mittel
9,75 mal groBer. Zu diesem Zeitpunkt ist Schwankungsbreite des Faktors mit einem Bereich von
6,20 bis 14,98 am groBiten. Der CYP2A6-Gehalt der Zellen variiert damit interindividuell um das
2,42fache. Fir die folgenden Versuchszeitpunkte ergibt sich ein stetiger Abfall des mittleren
Multiplikationsfaktors. Am letzten Messpunkt an Tag 11 ist die Fluoreszenzintensitit der
Testansétze aber im Mittel noch immer 7,24 mal groBer als die der Isotypkontrolle. Statistisch 14sst
sich keine signifikante Verdnderung des Multiplikationsfaktors nachweisen.

Tabelle 3-17 a-Werte der Vergleiche der Multiplikationsfaktoren (Fluoreszenzintensitat Test:Isotyp) zu verschiedenen Zeitpunkten.

Das lokale o-Niveau wird als <0,050 definiert. a-Werte unterhalb dieses Niveaus sind grau hinterlegt.

Fluoreszenzintensitat Test:Isotyp

TagOvs. Tag4 vs. Tag 7 p=0,398

vs. Tag 9 vs. Tag 11




3.4.4.3 Veranderung der Zellpopulationen im Zeitverlauf

Im Zeitverlauf ist in allen fiinf Versuchen eine Verdnderung der Kurvenform des Testansatzes im
Histogramm zu erkennen. Abbildung 3-24 zeigt dies exemplarisch an den Histogrammen zu einem
Versuch. Man sieht im Zeitverlauf eine Verbreiterung und Abflachung der Kurvenform mit einer
angedeuteten Ausbildung zweier Gipfel. Die Konturdiagramme zu den Testansétzen von Tag 0 und
11 setzen diese Verteilung der Fluoreszenzintensitét ins Verhédltnis zu Vorwirts- und Seitwérts-
streulicht. Die Verbreiterung des Gipfels der Fluoreszenzintensitidtswerte korreliert mit einer
leichten Erhohung und Verbreiterung des Gipfels der Seitwértsstreulichtwerte. Die Vorwarts-
streulichtwerte dndern sich nicht eindeutig.
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Kapitel 4 Diskussion

4.1 Genotoxikologie - eine Forschungsrichtung im Wandel

Wie sich am Umfang der weltweit groBten chemischen Datenbank ersehen lésst, wéchst die Zahl
patentierter und industriell eingesetzter chemischer Verbindungen exponentiell [Chemical
Abstracts Service, 2005]. Da fiir zahlreiche maligne Erkrankungen des Menschen ein kausaler
Zusammenhang mit der Exposition gegeniiber bestimmten Noxen gezeigt werden konnte, gewinnt
die frithzeitige Identifikation potenziell gefahrlicher Stoffe eine erhebliche Bedeutung. Entschei-
dend fiir die Beurteilung von Risikostoffen erscheint die Klérung ihrer pathogenetischen Wirk-
mechanismen und gegebenenfalls die Quantifizierung ihrer karzinogenen Potenz. Fiir Verbin-
dungen, die einen signifikanten Nutzen erbringen und nicht einfach aus dem Gebrauch eliminiert
werden konnen, miissen valide Grenzwerte toxischer Effekte festgesetzt werden, die eine frithe
Erkennung gefdhrdeter Berufsgruppen und das Ergreifen sinnvoller SchutzmaBinahmen erlauben

[Subcommittee On Environmental Mutagenesis, 1977].

Um dem Ziel einer realistischen Bewertung des Gefahrenpotenzials chemischer Verbindungen
gerecht zu werden, ist auch die Klassifikation von Karzinogenen in den letzten Jahren in der
Diskussion. Bei der Definition zuldssiger Expositionswerte entfernt man sich langsam von der
dichotomen Einteilung in genotoxische und nicht-genotoxische Verbindungen [Kirkland und
Muller, 2000; Bolt, 2003; Bolt et al., 2004]. Stattdessen strebt man eine Klassifikation der Karzino-
gene nach den jeweiligen Wirkmechanismen an, die die schiddigende Potenz und mutmaBliche
Schwellenwerte beriicksichtigen [Bolt, 2003; Bolt et al.,, 2004]. In Deutschland hat die
Senatskommission der Deutschen Forschungsgemeinschaft zur Priifung gesundheitsschidlicher
Arbeitsstoffe (MAK-Kommission) 1998 neue Empfehlungen herausgegeben, die zwischen fiinf
Gruppen gesicherter und verdéchtigter Karzinogene unterscheiden. Dieser Vorschlag beinhaltet
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Diskussion

zwei neue Kategorien von Stoffen, fiir die ,,bei Einhaltung des MAK-Wertes kein signifikanter
Beitrag zum menschlichen Krebsrisiko zu erwarten® ist. Das ist zum einen eine Gruppe von
»Stoffen mit karzinogenem Potenzial, fiir das Genotoxizitit keine oder nur eine untergeordnete
Rolle spielt, zum anderen ein Gruppe von ,,Substanzen mit karzinogenem und genotoxischem
Potenzial, deren Potenz als sehr gering eingestuft wird*“ [Neumann et al., 1998; Greim und Reuter,
2001; Bolt et al., 2004]. Zu den nicht-genotoxischen Karzinogenen zihlen beispielsweise Hormone
und Tumorpromotoren. Fiir diese Stoffe ldsst sich entsprechend den Richtlinien anderer toxikologi-
scher Disziplinen ein maximales Expositionsniveau herleiten, bei dem kein relevantes Krebsrisiko
fiir den Menschen zu erwarten ist. In die Gruppe genotoxischer Karzinogene mit geringer Potenz
fallen Verbindungen, die nicht direkt mit der DNS reagieren, beispielsweise Inhibitoren des
Spindelapparats. Fiir einen Teil dieser Substanzen ist die Existenz von Schwellenwerten anzuneh-
men, die je nach dem vorliegenden Schiadigungsmechanismus durch differenzierte Methoden
extrapoliert werden konnen [Bolt et al., 2004]. Die Existenz von Schwellenwerten fiir direkt mit
der DNS interagierende genotoxische Substanzen, zu denen die drei untersuchten Verbindungen
Natriumdichromat, N-Nitrosodiethylamin und N-Methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidin z#hlen, ist
derzeit noch umstritten [Zito, 2001; Hengstler et al., 2003; Waddell, 2003c; Sanner und Dybing,
2005]. Trotz interessanter Anhaltspunkte fiir die Forschung hat sich fiir regulatorische Zwecke die
Anwendung von Extrapolationsmethoden zur Schwellenwertbestimmung aus Sicherheitsgriinden
noch nicht durchgesetzt [Bolt, 2003]. Es besteht allerdings ein Konsens iiber die Notwendigkeit,
gegenwartige Regulierungsinstrumente weiter anzupassen, um die Karzinogenitdt von Chemikalien
addquat darzustellen [Bolt, 2003].

4.2 Diskussion der Ergebnisse mit Natriumdichromat

4.2.1 Toxikologischer Hintergrund

4.2.1.1 Mogliche Aufnahmewege von Natriumdichromat

Eine systemische Aufnahme von Chrom ist durch Ingestion, Inhalation und Hautkontakt moglich.
Ihr AusmaB hiangt von der Oxidationsstufe des Chroms und den verfiigbaren Schutzmechanismen
des Organismus ab.

Trivalentes Chrom liegt bei einem physiologischen pH-Wert um 7,4 als Kation vor und kann
Plasmamembranen nur schwer iiberwinden. Nur chemisch inerte organische Cr(Il1)-Komplexe, wie
sie bei der prasystemischen und systemischen Reduktion von hexavalentem Chrom entstehen,
konnen in geringen Mengen passiv in Zellen diffundieren [Kerger et al., 1996; Rowbotham et al.,
2000]. Trivalentes Chrom ist ein essenzieller Nahrungsbestandteil, der eine wichtige physio-
logische Rolle im Glukose- und Lipidmetabolismus spielt [Anderson, 1997]. Laut Erndhrungs-
empfehlung des Food and Nutrition Board of the U.S. National Research Council sollte die
tagliche Cr(Ill)-Aufnahme bei 50-200 pg pro Person liegen [Minister of Supply and Services
Canada, 1994]. Eine karzinogene Wirkung dieser Valenzform konnte nicht nachgewiesen werden.
Auch Einnahmen des 1.000fachen der empfohlenen Dosis erwiesen sich als nicht toxisch [Minister
of Supply and Services Canada, 1994; Felter und Dourson, 1997].

Hexavalentes kann im Gegensatz zu trivalentem Chrom leicht in Zellen eindringen, da es bei einem
physiologischen pH-Wert in wissriger Losung hauptsichlich als Chromation (CrO,)* vorliegt und
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in dieser Form {iiber unspezifische Anionen-Transporter problemlos ins Zytoplasma befordert wird
[De Flora, 2000; Bagchi et al., 2001]. Unter experimentellen Bedingungen wird Cr(VI) auch bei
niedrigen extrazelluldren Konzentrationen unter 10 pymol/l in humane Lungenepithelzellen aufge-
nommen. In Dosis-Wirkungsexperimenten ist diese Aufnahme dosisabhingig, ohne eine Maximal-
schwelle zu erreichen [Liu et al., 2001]. Invivo wirkt dieser Form der Aufnahme das gewaltige
extrazelluldre Reduktionspotenzial des Korpers entgegen. Bei Ingestion reagiert das hexavalente
Chrom in Magen und Diinndarm vor der Resorption vollstindig mit organischen Substraten und
wird dabei reduziert [Minister of Supply and Services Canada, 1994; Kerger et al., 1996]. Nur etwa
10 % der eingebrachten Chrommenge wird dann in Form organischer Cr(III)-Komplexe resorbiert,
zu einem kleinen Teil utilisiert und zum gréften Teil renal wieder ausgeschieden [Kerger et al.,
1996]. In den terminalen Atemwegen, der Lungenfliissigkeit und Alveolarmakrophagen finden
diese extrazelluldren Redoxreaktionen ebenfalls statt. Die Reduktionskapazitit dieser Systeme ist
aber geringer als die des Gastrointestinaltrakts, die Resorptionsquote nach Inhalation von Cr(VI)
liegt mit 30 % hoher als nach Ingestion [Minister of Supply and Services Canada, 1994; De Flora et
al., 1997]. Jede systemische Verbreitung von Cr(VI) wird durch die unverziigliche Reduktion durch
Bestandteile des Blutes und nicht kernhaltiger Zellen unterbunden [TARC, 1997].

4.2.1.2 Biotransformation und zellulare Wirkung von Natriumdichromat

Wihrend die présystemische und extrazellulire Reduktion von hexavalentem Chrom einen
wichtigen Schutzmechanismus darstellt, konnen dieselben Redoxprozesse eine komplexe deletidre
Wirkung entfalten, wenn sie im Inneren der Zellen ablaufen [Minister of Supply and Services
Canada, 1994; ATSDR, 2000b; Liu et al., 2001]. Nach der Aufnahme in die Zelle reagiert Cr(VI)
mit zelluldren Antioxidantien wie Glutathion, Ascorbat und NADPH. In diesem Prozess wird das
freie Radikal Superoxidanion (O,") aus elementarem Sauerstoff gebildet. Durch die Superoxid-
dismutase wird daraus Wasserstoffperoxid (H,O,) gebildet. H,O, kann mit Cr(V) reagieren, dabei
ein Hydroxylradikal (‘OH) freisetzen und Cr(VI) regenerieren [Wang und Shi, 2001].
Experimentell ist diese Hydroxylradikalbildung im Konzentrationsbereich von 0,125 bis 2 mmol/l
innerhalb kurzer Zeit nach Expositionsbeginn dosisabhingig messbar. Im Rahmen der weiter
ablaufenden Redoxreaktionen entsteht letztlich tiber Cr(IV) die stabile Oxidationsstufe Cr(III) [Shi
et al., 1999; Zhang et al., 2001].

Die im Rahmen der Redoxreaktionen entstehenden freien Sauerstoffradikale erzeugen durch Lipid-
und Proteinmodifikationen oxidativen Stress [Baeuerle und Henkel, 1994; Baldwin, 1996; Wang
und Shi, 2001; Gupta, 2001]. Oxidative Verdnderungen der Desoxyribosen fithren hdufig zu
Einzelstrangbriichen, alkalilabilen Stellen oder Fehlpaarungen bei der Replikation [Gupta, 2001].
Daneben induzieren die Chrommetabolite vielfaltige DNS-Schidden, die zu einer signifikanten
Erhohung der Mutationsfrequenz beitragen. So fiihrt Cr(V) durch kovalente Bindung zu einer
Quervernetzung zwischen Bestandteilen der DNS und anderen Makromolekiilen, wéhrend das
intrazellular gebildete Cr(III) DNS-Addukte bildet [Wang und Shi, 2001; Chen et al., 2001].Diese
Verdnderungen sind durch eine erhohte DNS-Fragmentierung mit dem Einzelzell-Mikrogel-
elektrophorese-Assay auf der Ebene einzelner Zellen erfassbar [Liu et al., 2001; Zhang et al.,
2001].
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4.2.2 Diskussion der Ergebnisse des Annexin-V-Affinitatstests

Seit der Entdeckung der proapoptotischen Wirkung von hexavalentem Chrom haben sich zahl-
reiche Studien mit den zugrunde liegenden Mechanismen beschéftigt [Blankenship et al., 1994].
Dabei konnten mindestens zwei verschiedene Wege identifiziert werden, iiber die Cr(VI) die
Apoptose auslosen kann. Wie in Abbildung 4-2 gezeigt, fiilhrt zum einen die exzessive Bildung
reaktiver Sauerstoffradikale wéhrend der Reduktion von Cr(VI) schnell zu einer direkten
Schéadigung der Mitochondrien mit Freisetzung Caspase-aktivierender Faktoren. Apoptosezeichen
sind bereits innerhalb der ersten Stunde postexpositionell detektierbar [Shi et al., 1999; Wang und
Shi, 2001]. In den fiir die vorliegende Arbeit durchgefiihrten Versuchen ist unmittelbar nach einer
einstlindigen Inkubation der Miniorgane mit einer extrazelluliren Natriumdichromatkonzentration
von 1 mmol/l keine Erh6hung der Apoptoserate nachweisbar. Offenbar wird also durch die exogen
induzierten Sauerstoffradikale nicht genug oxidativer Stress ausgeiibt, um akut die Apoptose der
Zellen auszulésen [Martindale und Holbrook, 2002].

Zum anderen rufen Chrommetabolite und reaktive Sauerstoffradikale oft DNS-Schédden hervor, die
zeitversetzt eine Aktivierung nukledrer Transkriptionsfaktoren bewirken, darunter p53 und NF-xB
[Wang und Shi, 2001; Chen und Shi, 2002]. Diese Transkriptionsfaktoren binden an spezifische
Sequenzen der DNS und regulieren dadurch die Expression ihrer Zielgene. Das Tumorsuppressor-
gen p53 kann die Zelle in einen Zellzyklusarrest fithren, der die Reparatur zelluldrer Schéden vor
der néchsten Zellteilung ermoglicht. Sind die Schiden zu ausgeprigt, induziert p53 iiber die
Freisetzung Caspase-aktivierender Faktoren aus den Mitochondrien die Apoptose. Auch NF-«kB,
das als intrazelluldrer Sensor fiir oxidativen Stress gilt, kann die Apoptose entweder induzieren
oder aufhalten [Liu et al., 2001; Wang und Shi, 2001; Zhang et al., 2001; Chen et al., 2001; Gupta,
2001]. Da in den durchgefiihrten Versuchen der Annexin-V-Affinititstest unmittelbar nach dem
Ende der Inkubationszeit durchgefiihrt wurde, kann eine verzégerte Erhohung der Apoptoserate
durch die Aktivierung nukledrer Transkriptionsfaktoren nach einmaliger Inkubation nicht direkt
beurteilt werden. Die drastische Erhdhung der Fraktion apoptotischer Zellen auf 62,5 % nach
dreimaliger Inkubation spricht aber fiir eine Kumulation intrazelluldirer Schidden durch die
mehrfache Cr(VI)-Exposition, die auch iiber diesen Weg zur Apoptoseinduktion fiihrt.

Cr(V1), Cr(V), ; o Aktivierung nuklearer
Cr(IV), Cr(llT) PSSR Transkriptionsfaktoren \

Natrium- > Freisetzung Caspase-
dichromat ) aktivierender Faktoren
Freie o /
Sauerstoffradikale | —> | Oxidativer Stress

Abbildung 4-2 Wege der Apoptoseinduktion durch Natriumdichromat.
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4.2.3 Diskussion der Ergebnisse des Einzelzell-Mikrogelelektrophorese-
Assay

4.2.3.1 Ergebnisse bei Mehrfachinkubation

Die einmalige Inkubation von Miniorganen nasaler Mukosa mit Natriumdichromat fiihrt zu einer
signifikanten Erhéhung der DNS-Fragmentierung im Vergleich zur Negativkontrolle. Diese
Schiden sind wohl das Ergebnis der direkten Wirkung reaktiver Cr(VI)-Metabolite, fiir einen Ein-
fluss apoptotischer Abbauvorgéinge fand sich kein Hinweis. Nach dreimaliger Inkubation der Mini-
organe mit Natriumdichromat erhoht sich der DNS-Fragmentierungsgrad der Zellen entsprechend
fritheren Untersuchungen an diesem Modell weiter [Kleinsasser et al., 2001]. Angesichts des damit
einhergehenden hohen Anteils apoptotischer Zellen ist von einer Kumulation der Schiden an DNS
und anderen vitalen Strukturen bei wiederholter Inkubation auszugehen. Ist ein bestimmter
Schéadigungsgrad erreicht, kann es liber die zustindigen nukledren Transkriptionsfaktoren zur
Finleitung der Apoptose kommen [Zhang et al., 2001; Wallner, 2003]. Den entscheidenden
Einfluss der Art des induzierten zelluldren und genetischen Schadens belegen die durchgefiihrten
Versuche mit MNNG, in denen trotz hohen DNS-Fragmentierungsgrades keine erhdhte
Apoptoserate beobachtet wurde. Der unmittelbare Beitrag der direkten DNS-schiadigenden Cr(VI)-
Wirkung von der apoptotisch bedingten Fragmentierung ldsst sich nach mehreren Inkubationen
nicht mehr voneinander abgrenzen [Chen et al., 2001].

4.2.3.2 Ergebnisse bei Inkubation von Einzelzellen im Vergleich zu Miniorganen

Entsprechend fritheren Vermutungen weisen die in Suspension exponierten Einzelzellen im Ver-
gleich zu den Zellen der Miniorgane bei einmaliger Inkubation mit Natriumdichromat ein deutlich
erhohtes DNS-Fragmentierungsniveau auf [Wallner, 2003]. Durch die Gewinnung der Einzelzell-
suspension aus Miniorganen an Tag 11 und die zeitgleiche Inkubation beider Versuchsansitze
konnten Alterungsvorginge als Ursache fiir Unterschiede in der Suszeptibilitit als Storfaktor aus-
geschaltet werden. Dieses Ergebnis spricht fiir eine hohere Resistenz der Miniorgane gegeniiber der
deletdren Wirkung von Natriumdichromat. Angesichts des Wirkungsmechanismus von Cr(VI) tragt
wohl eine verminderte Aufnahme von Cr(VI) aus dem Extrazellulirraum zu dem geringeren
Schadigungspotenzial bei. Dieser Schutz wird zum einen durch die mukdse Bedeckung der Mini-
organe gewiahrleistet, die von eingestreuten Becherzellen gebildet wird [Edsman und Hagerstrom,
2005]. Da fiir zahlreiche Korpersekrete einschlieBlich Speichel und bronchioalveolérer Fliissigkeit
eine erhebliche Reduktionskapazitit nachgewiesen wurde, kann diese Eigenschaft auch fiir nasalen
Schleim angenommen werden [[ARC, 1997; De Flora et al., 1997]. Zum anderen begrenzt die
mukozilidre Reinigungsfunktion die Resorption inhalierter Stoffe, die Transitzeit betrdgt in vivo
12-15 min [Merkus et al., 1998]. Sind diese Barrieren iiberschritten, wird Cr(VI) wegen der groflen
exponierten Zelloberfliche und aufgrund unspezifischer Anionenkanédle rasch aufgenommen
[Bagchi et al., 2001; Turker et al., 2004].

Neben den extrazelluliren Schutzmechanismen gibt das Modell der Miniorgane auch Effekte
wieder, die auf der Modifikation toxischer Einfliisse durch die interzelluldre Kommunikation im
Gewebeverband beruhen. Eine zentrale Rolle beim direkten Informationsaustausch zwischen
benachbarten Zellen nehmen Maculae communicantes (gap junctions) ein [Azzam et al., 2003;
Physikalisch-Technische Bundesanstalt, 2004]. Wie in Abbildung 4-3 gezeigt, werden diese
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Kommunikationszonen von porenbildenden Proteinkomplexen gebildet, die das Zytoplasma zweier
Zellen membraniibergreifend verbinden und eine metabolische und ionale Koppelung der Zellen
erlauben. Die im Zentrum der Proteine gelegenen Kanile haben Durchmesser von 1,5 bis 2,0 nm
und erlauben damit den direkten Ubertritt von Wasser, lonen und kleinen Molekiile wie Zucker,
Aminosduren oder Nukleotiden von einer Zelle zur anderen. Die tunnelférmigen Verbindungen, die
als Konnexone bezeichnet werden, bestehen aus sechs hexagonal angeordneten Connexin-Unter-
einheiten [Koval, 2002; Saez et al., 2003]. Deren Expression konnte auch in epithelialen und
submukdsen Zellen nasaler Mukosa nachgewiesen werden [Yeh et al., 2003]. Die Bedeutung dieser
direkten Zell-Zell-Kontakte zeigen Untersuchungen, die sich mit der Wirkung niedrig dosierter
radioaktiver Bestrahlung auf multizelluldre in-vitro-Modelle beschiftigen. Dabei werden auch bei
nicht exponierten Zellen in der Umgebung direkt bestrahlter Zellen komplexe Reaktionen
beobachtet, die {iber multiple zelluldre Signalwege ausgelost werden. Je nachdem, ob destruktive
oder protektive Mechanismen iiberwiegen, konnen genetische Instabilitit und die Einleitung apop-
totischer Vorginge oder die Induktion von Schutz- und Reparaturprozessen die Folge sein [Prise et
al., 2003; Waldren, 2004]. Die Kommunikation iiber Maculae communicantes nimmt auf die Steue-
rung von mitotischer Aktivitdt, Zelldifferenzierung und Apoptose Einfluss. Im Falle respirato-
rischen Epithels wird Ihnen eine Beteiligung an der Koordination des metachronalen Zilienschlags
zugesprochen, der fiir einen gerichteten Sekrettransport entscheidend ist [Ruch et al., 2001; Yeh et
al., 2003]. In den Zellen humaner Malignome verschiedenen Ursprungsgewebes ist der
Informationsaustausch durch eine verminderte Expression der Connexin-Bausteine der Maculae
communicantes oft herabgesetzt. Dies wird als wichtiger Faktor fiir die Proliferations- und
Invasionskapazitit maligner Zellen gesehen [Mesnil, 2002; Carruba et al., 2004; Trosko et al.,
2004]. Als Reaktion auf die Exposition eines Zellverbands gegeniiber hexavalentem Chrom kommt
es dagegen zu einer Verstarkung des interzelluldren Informationsflusses, was moglicherweise pro-
tektive Mechanismen in Gang setzt und Unterschiede zu den Einzelzellversuchen erkldren kann
[Mikalsen, 1990].

Neben den Maculae communicantes spielen auch interzelluldre Adhésionsmolekiile eine Rolle bei
der Regulierung der Zellhomoostase. Als wichtiger Vertreter gilt das interzellulire Adhésions-
molekiil 1 (ICAM-1), ein Glykoprotein der Zelloberfliche, dessen Expression auch in Zellen
humaner nasaler Mukosa nachgewiesen werden konnte [Shirasaki et al., 2004; Rosette et al., 2005].
Als wichtiger Rezeptor fiir die Zell-Zell-Interaktion nimmt es im Gewebeverbund Einfluss auf den

Ablauf apoptotischer und lokaler inflammatorischer Prozesse [Gorgoulis et al., 2003]. Dariiber

Abbildung 4-3  Elektronenmikroskopisches Bild
eines Leberdiinnschnitts der Ratte (aufgenommen
mit 18.000facher VergroRerung): Die Pfeile deuten
auf eine langstreckige Membranverdickung
zwischen zwei Hepatozyten, die einem Areal mit
Maculae communicantes entspricht. In der Aus-
schnittsvergréerung lasst sich die schematische

Anordnung der Kommunikationskanale erkennen.
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hinaus besteht ein direkter Zusammenhang zwischen der Expression von ICAM-1 und der Inva-
sions- und damit Metastasierungsfahigkeit epithelialer Tumorzellen [Rosette et al., 2005]. Seine
Expression wird durch nukledre Transkriptionsfaktoren wie NF-kB und p53 vermittelt, deren
Aktivitdt durch hexavalentes Chrom und eine Vielzahl weiterer schiadigender Einfliisse reguliert
wird [Pritchard et al., 2000; Gorgoulis et al., 2003; Rosette et al., 2005]. Die vielschichtigen inter-
zelluldaren Kommunikationswege, die durch die Chromexposition beeinflusst werden, modifizieren
die Wirkung auf den Gewebeverband in erheblichem MaBle. In den durchgefiihrten Einzelzell-
versuchen kommen diese Mechanismen im Gegensatz zu den Versuchen mit Miniorganen nicht
zum Tragen, was einen weiteren Erkldrungsansatz flir die Unterschiede im Schéddigungsniveau
bietet.

4.2.4 Beurteilung des Gefahrenpotenzials fir den Menschen

4.2.4.1 Derzeitige Einschatzung der karzinogenen Potenz

Ein Risiko fiir den Menschen durch oral aufgenommene Cr(VI)-Derivate besteht wegen der groflen
Reduktionskapazitit des Gastrointestinaltrakts nur bei sehr hohen Dosen [Rowbotham et al., 2000].
Nach langerer beruflicher Exposition gegeniiber Cr(VI)-Verbindungen in der Atemluft kann es
jedoch zu Schleimhautschidden im Aerodigestivtrakt und einer chronischen Reizung der Atemwege
kommen. Im Bereich der Nase konnen Schleimhautulzerationen bis hin zur Septumperforation
auftreten. An der Haut kann Chrom nekrotische Hautldsionen sowie eine allergische oder irritative
Kontaktdermatitis verursachen [Minister of Supply and Services Canada, 1994; Felter und
Dourson, 1997; ATSDR, 2000b]. Die industrielle Cr(VI)-Exposition wird zudem mit einem
erhohten Krebsrisiko in Verbindung gebracht: In Tierexperimenten mit Ratten, Mausen und
Hamstern erzeugten die meisten getesteten Cr(VI)-Verbindungen Tumoren. Natriumdichromat
erzeugte in Ratten bei Inhalation und intratrachealer Applikation benigne und maligne
Lungentumoren. Eine intrabronchiale, intrapleurale und intramuskuldre Applikation erzeugte
dagegen kein erhdhtes Auftreten lokaler Tumoren. Epidemiologische Studien bei Arbeitern in der
Produktion von Chromat, Chrompigment und Zinkchromat und der Verchromung zeigen durchweg
ein erhdhtes Lungenkrebsrisiko. Bei diesen Arbeitern treten auch sinonasale Malignome vermehrt
auf [IARC, 1997]. Fiir die Gesamtbevdlkerung liegen die aufgenommenen Chrommengen in der
Regel weit unter den Bereichen, bei denen eine chronische Toxizitdt und ein erhdhtes Krebsrisiko
anzunehmen ist [Rowbotham et al., 2000].

Die International Agency for Research on Cancer der Weltgesundheitsorganisation WHO sieht
ausreichende Beweise fiir die Karzinogenitit von Cr(VI)-Verbindungen, wie sie in der Chromat-
produktion, der Chromatpigmentproduktion und der Verchromung angetroffen werden. Cr(VI)-
Derivate werden deshalb als karzinogen fiir Menschen (Gruppe 1) eingestuft. Fiir die Karzino-
genitdt von metallischem Chrom und Cr(III)-Verbindungen gibt es nur ungeniigende Beweise. Sie
werden deshalb als hinsichtlich ihrer Karzinogenitit nicht klassifizierbar (Gruppe 3) eingeordnet
[IARC, 1997].

4.2.4.2 Neuere Aspekte bei der Einschatzung der karzinogenen Potenz

Die Frage, ob eine Festlegung von Schwellenwerten fiir Karzinogene zuléssig ist, wird sehr
kontrovers diskutiert. Im Besonderen gilt dies fiir Verbindungen mit direkter genotoxischer
Wirkung. Im Falle von Chromverbindungen ist seit mehr als 100 Jahren eine Assoziation mit
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sinonasalen Krebserkrankungen des Menschen bekannt [De Flora, 2000]. Hexavalentes Chrom ist
in der iiberwiegenden Zahl der In-vitro-Untersuchungen, die den Effekt auf tierische und humane
Zellen untersuchen, konsistent und eindeutig genotoxisch wirksam [De Flora et al., 1997; De Flora,
2000]. Zu den gesicherten Effekten zihlen DNS-Fragmentierung, Genmutationen, Schwester-
chromatidaustausch, chromosomale Aberrationen, Aneuploidie und Zelltransformationen [Minister
of Supply and Services Canada, 1994; IARC, 1997]. Trotzdem gehoren Cr(VI)-Verbindungen zu
den genotoxischen Karzinogenen, die aufgrund von toxikokinetischen Beschrankung der zelluldren
Cr(VI)-Exposition durch prasystemische und extrazellulire Faktoren wahrscheinlich einem
Schwellenwertmechanismus unterliegen [Minister of Supply and Services Canada, 1994; De Flora,
2000]. Fir diese Hypothese spricht der im Verhéltnis zu den zahlreichen positiven in-vitro-Tests
niedrige Anteil tierexperimenteller Studien, die karzinogene Effekte fiir Cr(VI)-Verbindungen
nachweisen konnten. Um diese Effekte zu erreichen, mussten oft extrem hohe Dosen iiber
Applikationswege angewendet werden, die die Expositionssituation des Menschen nicht abbilden
und physiologische Schutzmechanismen umgehen [De Flora et al., 1997; De Flora, 2000]. Auch
die Ergebnisse epidemiologischer Studien sprechen fiir wirksame Schutzmechanismen, da nur
Lunge und sinonasaler Raum bei langjéhriger hochdosierter Exposition zu den Zielorganen der
Wirkung von Cr(VI)-Derivaten zéhlen [Minister of Supply and Services Canada, 1994; IARC,
1997; De Flora et al., 1997; De Flora, 2000]. In niedrigen Dosen hat dagegen auch eine langjdhrige
Exposition gegeniiber Chromddmpfen und -stduben keine signifikanten Verdnderungen der nasalen

Mukosa und keinen Anstieg nukledrer Schiadigungsparameter zur Folge [Huvinen et al., 2002].

Die lokale Barriere gegen inhalierte Cr(VI)-Verbindungen wird durch den oberflédchlichen
Schleimfilm im Bereich des Respirationstrakts und dessen gerichteten Transport gebildet [De
Flora, 2000]. Bei inhalativer Exposition von Versuchstieren hat Cr(VI) deshalb erst ab einer
Konzentration von 0,1 mg/m’ lokale toxische Effekte und gilt nur als schwaches Karzinogen
[Minister of Supply and Services Canada, 1994]. Auch innerhalb der Zielzellen stellt die Reduktion
von Cr(VI) héufig eine Entgiftungsleistung dar. Wegen der extremen Reaktivitit der bei der
Redoxreaktion erzeugten Metaboliten und reaktiven Sauerstoffspezies ist eine deletdre Wirkung auf
die DNS nur bei direkter rdumlicher Ndhe moglich. So existiert das Hydroxylradikal (-OH) intra-
zellular maximal 1 ns und kann in dieser Zeit nicht mehr als 1 nm zuriicklegen [De Flora, 2000].

Wird eine gewisse Expositionsdosis iiberschritten, dann konnen die vorhandenen Schutzmecha-
nismen trotzdem iiberwunden werden. Die vielféltigen deletiren Wirkungen beeinflussen die
Expression von mehr als 220 Genen [Wang und Shi, 2001]. An humanen Lungenepithelzellen
konnte die Bildung von 8-Oxo0-7,8-dihydro-2'-desoxyguanosin (8-oxodGuo) durch Natriumdi-
chromat nachgewiesen werden. 8-oxodGuo wirkt hochgradig mutagen und kann durch eine
Fehlpaarung mit Adenin wéhrend der DNS-Replikation eine G—T-Transition bewirken. Diese
Punktmutation wird unter anderem haufiger im Tumorsuppressorgen p53 von Zellen aus malignem
Gewebe gefunden [Hodges et al., 2001; Hailer-Morrison et al., 2003; Slade et al., 2005]. Die
ausgeloste Fehlregulation der Apoptose kann die maligne Transformation von Zellen beeinflussen.
Dieser Effekt stellt moglicherweise einen entscheidenden Mechanismus bei der Tumorentstehung
dar [Chen et al., 2001; Gupta, 2001]. Das AusmaB der Bildung von 8-oxodGuo liee sich durch
Anwendung einer modifizierten Version der Einzelzell-Mikrogelelektrophorese quantifizieren, in
der oxidierte Basen durch das Enzym Formamidopyrimidin-DNS-Glykosylase (FPG) in
Strangbriiche umgewandelt werden [Merzenich et al., 2001; Lee et al., 2005].
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4.3 Diskussion der Ergebnisse mit N-Nitrosodiethylamin

4.3.1 Toxikologischer Hintergrund

4.3.1.1 Mogliche Aufnahmewege von N-Nitrosodiethylamin

Die Hauptaufnahmewege fiir N-Nitrosodimethylamin (NDEA) sind Inhalation, Ingestion sowie

Hautkontakt. In der Lunge des Menschen wird es vollstindig resorbiert. Auch im Gastro-

intestinaltrakt ist mit einer totalen Aufnahme zu
rechnen. Bei Hautkontakt geht man analog zu
Untersuchungsergebnissen mit N-Nitrosodimethyl-
amin (NDMA) von einer effektiven Resorption von
mindestens 30 % der aufgebrachten Menge aus
[Berufsgenossenschaftliches Institut fiir Arbeits-
schutz, 2004].

4.3.1.2 Biotransformation und zellulare
Wirkung von N-Nitrosodiethylamin

Wie in-vitro-Studien zeigen konnten, sind ver-
schiedene Cytochrom-P450-abhéngige Monooxy-
genasen (P450) in der Lage, durch die Biotrans-
formation von NDEA dessen Aktivierung oder
Inaktivierung auszulosen [Camus et al., 1993]. Bei
der Inaktivierung von NDEA entstehen Nitrat und
Ethylamin, die keine weitere Gefdhrdung fiir den
Korper darstellen. Kommt es dagegen zur metabo-
so konnen DNS-Addukte
gebildet werden, die in der Lage sind, Mutationen

lischen Aktivierung,

auszulosen. Dieser Vorgang ist in Abbildung 4-4
dargestellt. Beim Menschen sind neben CYP2E1
vor allem die Cytochom-P450-Isoenzyme CYP2A6
und CYP2A13 in der Lage, den entscheidenden
Schritt zu katalysieren, der in einer Hydroxylierung
am o-C-Atom besteht [Swenberg et al., 1991;
Camus et al., 1993; Koskela et al., 1999].

Die folgenden Reaktionen laufen spontan ab: Nach
Abspaltung von Acetaldehyd entsteht durch
Dissoziation ein Ethyldiazoniumion. Dieses kann
mit den vier DNS-Basen Adenin (A), Thymin (T),
Guanin (G) und Cytosin (C) an Positionen mit
hoher Elektronendichte reagieren. Unter Eliminie-
rung von N, und H,O werden so Ethylgruppen als
Addukte auf Sauerstoff- oder Stickstoffatome der
Basen libertragen [Singer, 1985].
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Abbildung 4-4 Bildung von DNS-Addukten durch
N-Nitrosodiethylamin (NDEA).
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Die erzeugten Basenmodifikationen besitzen unterschiedliches mutagenes Potenzial. Ausschlag-
gebend ist hierbei, ob durch die Basenmodifikation eine Verdnderung der Basenfolge eintritt, und
wie schnell diese gegebenenfalls repariert werden kann. Ein Lesefehler wéhrend der
DNS-Replikation kann durch die modifizierten Basen O*-Ethyldesoxythymidin und O°-Ethyl-
desoxyguanosin auftreten, wodurch es zu einer T—C- bzw. G—A-Transition kommt. Konsekutiv
wird ein TA- gegen ein CG- bzw. ein CG- gegen ein TA-Basenpaar ausgetauscht [Richardson et
al., 1987]. Das Addukt an O%-Ethyldesoxyguanosin kann durch ein spezialisiertes Reparaturenzym
rasch entfernt werden [Dyroff et al., 1986]. Da dieses Enzym aber nicht in der Lage ist,
O*-Addukte zu reparieren, kommt es zu einer Akkumulation von O*-Ethyldesoxythymidin. Dies
wird als Ursache fiir ein hoheres mutagenes Potenzial dieser Basenmodifikation angenommen
[Swenberg et al., 1984]. Mit dieser Hypothese decken sich Ergebnisse von tierexperimentellen
Untersuchungen, denen zufolge O*-Ethyldesoxythymidin das Addukt ist, welches mit der Ausbil-
dung hepatischer Karzinome am besten korreliert [Dyroff et al., 1986].

Durch die vorgestellten Alkylierungsmechanismen kann NDEA in verschiedenen Organen
DNS-Addukte bilden. Da das intermedidre Diazoniumion zu reaktiv ist, um in signifikanten
Mengen systemisch verteilt zu werden, ist jedoch eine lokale Aktivierung notwendig. Das Ausmal}
dieser Aktivierung héngt von der organspezifischen Bioverfiigbarkeit und Induzierbarkeit der not-
wendigen P450-Isoenzyme ab [Camus et al., 1993]. Da nicht nur die bioaktivierenden Cytochrome,
sondern auch die beteiligten DNS-Reparaturenzyme in ihrer Konzentration variabel sind, ist die

organspezifische mutagene Wirkung insgesamt nur schwer abzuschétzen [Yamazaki et al., 1992].
4.3.2 Diskussion der Ergebnisse des Annexin-V-Affinitatstests

In den Experimenten zur vorliegenden Arbeit findet sich weder bei ein- noch bei dreifacher
Inkubation mit NDEA ein Hinweis fiir eine vermehrte Induktion apoptotischer Vorginge in den
Zellen der Miniorgane. Zur Wirkung von NDEA auf die Mechanismen der Apoptose liegen nur
Ergebnisse von in-vivo-Experimenten mit Ratten vor. Eine einmalige hochdosierte NDEA-
Exposition (10-200 mg/kg) verursachte dabei eine erhohte Apoptoserate von Hepatozyten [Daoust
und Morais, 1986]. Da die Apoptoserate mit der NDEA-Dosis positiv korreliert war, wurde die
Moglichkeit einer physiologischen Strategie des Korpers zur Elimination DNS-geschidigter Zellen
postuliert [Tessitore, 2000]. Diese Hypothese wird gestiitzt durch Untersuchungen, die neben der
Aktivierung weiterer Apoptosemechanismen eine massive Induktion des Tumorsuppressorgens p53
bei einmaliger hochdosierter NDEA-Exposition zeigen konnten. Diese bewirkt entweder einen
Arrest des Zellzyklus, um DNS-Reparaturen zu erméglichen, oder leitet die Apoptose ein [Lim,
2003; Silins et al., 2004]. Niedrige Expositionsdosen bewirken dagegen eine abgeschwichte p53-
Antwort, die weder akute nekrotische, noch apoptotische Prozesse initiiert [Silins et al., 2004]. Das
Fehlen einer erhohten Apoptoserate konnte in Analogie zu diesen Ergebnissen durch eine
subkritische Expositionsdosis bedingt sein, die noch keine apoptotischen Reaktionen induziert. Die
in den durchgefiihrten Versuchen eingesetzte Inkubationsdosis von 50 mM liegt dabei deutlich

oberhalb des Expositionsniveaus, das unter realen Bedingungen erreicht wird.
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4.3.3 Diskussion der Ergebnisse des Einzelzell-Mikrogelelektrophorese-
Assay

Eine einstiindige Inkubation mit NDEA fiihrte weder bei den Zellen der Miniorgane, noch der
Einzelzellsuspension zu einer signifikanten Erh6hung des DNS-Fragmentierungsgrades gegeniiber
den Negativkontrollen. Bei dreimaliger Inkubation wird das Signifikanzniveau ebenfalls nicht
erreicht, mit a-Werten von p=0,054 und p=0,104 weist der Trend jedoch auf eine erhdhte DNS-
Fragmentierung bei mehrmaliger Inkubation hin. Dies wiirde den Ergebnissen von Untersuchungen
entsprechen, die Hinweise fiir eine genotoxische Wirkung von NDEA an oropharyngealer,
laryngealer und nasaler Mukosa sowie periphere Lymphozyten nachweisen konnten [Harréus et al.,
1999; Kleinsasser et al., 2001; Wallner, 2003; Kleinsasser et al., 2004b]. In einer Untersuchung, in
der Miniorgane nasaler Mukosa zum Einsatz kamen, wurde bei wiederholter Inkubation ebenfalls
eine geringgradige, aber signifikante Erhdhung der DNS-Fragmentierung gezeigt [Kleinsasser et
al., 2001; Wallner, 2003]. Fiir das hohere Fragmentierungsniveau in den vorangegangenen
Versuchen konnte das verwendete organische Losungsmittel Dimethylsulfoxid (DMSO) verant-
wortlich sein. DMSO findet bei experimentellen Studien hiufig Verwendung. In jiingerer Zeit sind
allerdings zahlreiche Nebeneffekte beschrieben worden, die die Wirkung von NDEA modifizieren
konnten. So wurde in verschiedenenen Untersuchungen an humanen Zellen eine dosisabhidngige
Inhibition der Expression und Aktivitit verschiedener P450-Isoenzyme inklusive CYP2A6 und
anderer am Fremdstoffmetabolismus beteiligter Enzyme gezeigt [Chauret et al., 1998; Hickman et
al., 1998; Busby et al., 1999; Easterbrook et al., 2001; Nishimura et al., 2003]. Zu den weiteren
beobachteten Effekten von DMSO auf zellulirer Ebene zdhlt die Stérung von
Membranpermeabilitit, Zellzyklus, Zelldifferenzierung und Apoptose [Santos et al., 2003;
Schiffer, 2003]. Durch die Verwendung des Nédhrmediums BEBM wurde in der vorliegenden
Arbeit ein organisches Losungsmittel als moglicher Storfaktor vermieden. Obwohl vom
Vorhandensein eines Enzyms nicht direkt auf seine metabolische Aktivitit geschlossen werden
kann, spricht der Nachweis des Schliisselenzyms CYP2A6 wihrend des gesamten Kultivierungs-
zeitraums gegen einen Verlust der Stoffwechselkompetenz als Erkldrung fiir die geringe durch
NDEA induzierte DNS-Fragmentierung.

Letztlich muss in Anbetracht der von Vorergebnissen partiell divergierenden Resultate auch ein
systematischer Fehler bei Versuchsdurchfiihrung und Auswertung in Betracht gezogen werden
[Kleinsasser et al., 2001; Wallner, 2003]. Fiir eine Fehlerquelle bei der Exposition besteht kein
Hinweis, da verschiedene Chargen von NDEA eingesetzt wurden, die Verdiinnung nach einem
innerhalb des Labors standardisierten Protokolls erfolgte und auf strengen Lichtschutz angesichts
der Photolabilitdt der Substanz geachtet wurde. Moglicherweise ist die gewihlte Inkubationszeit
von 60 min zu kurz fiir die Einleitung der komplexen Stoffwechselvorginge, die notwendig sind,
um eine genotoxische Wirkung von NDEA hervorzurufen. Eine objektive Analyse wurde durch die
randomisierte Auswertung der Objekttriger garantiert.
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4.3.4 Diskussion der Ergebnisse der durchflusszytometrischen CYP2A6-
Bestimmung

4.3.4.1 CYP2A6-Konzentration im Verlauf der Kultivierung

Die hepatische Bioaktivierung des Prokarzinogens NDEA erfolgt primir durch CYP2A®6, das in der
Leber 5-10 % des gesamten mikrosomalen Cytochrom-P450-Gehalts ausmacht [Raunio et al.,
2001; Le Gal et al., 2003]. Daneben konnte CYP2A6-mRNS und das CYP2A6-Enzym in nasaler,
bronchialer und 6sophagealer Mukosa nachgewiesen werden [Thornton-Manning und Dahl, 1997;
Crawford et al., 1998; Godoy et al., 2002]. Da der CYP2A6-Gehalt eng mit der enzymatischen
Aktivitdt korreliert, kann eine lokale Metabolisierung von NDEA angenommen werden
[Venkatakrishnan et al., 2001; Le Gal et al., 2003].

Wiéhrend CYP2A6 die vorherrschende CYP2A-Isoform in hepatischem Gewebe ist, scheint
CYP2AI13 bei dhnlicher metabolischer Aktivitit und Affinitdt gegeniiber NDEA vor allem in
Zellen des Respirationstrakts produziert zu werden. Die hochste Expressionsrate wurde in Zellen
nasaler Mukosa gemessen, dort liegt die Bildungsrate fiinfmal hoher als die von CYP2A6 [Koskela
et al.,, 1999; Su et al., 2000]. Die beiden Isoenzyme besitzen eine zu 95,4 % identische Amino-
siuresequenz, besitzen eine groBe strukturelle Ahnlichkeit und iiberschneiden sich hinsichtlich
ihres Substratspektrums im Bereich der tabakspezifischen Nitrosamine [Su et al., 2000; Bao et al.,
2005]. Durch die strukturelle Ahnlichkeit wird eine immunzytochemische Differenzierung der
beiden Proteine erschwert. Spezifische Antikdrper gegen CYP2A13 sind kommerziell nicht
verfligbar, eine Kreuzreaktion des in dieser Arbeit verwendeten monoklonalen Anti-CYP2AG6-
Antikorpers mit CYP2A13 kann nicht ausgeschlossen werden.

In den durchgefiihrten Versuchen konnte bei allen Probanden die Expression von CYP2A6 in
Zellen nasaler Mukosa nachgewiesen werden. Nach Anlage der Miniorgane bleibt die Konzentra-
tion des Enzyms iiber den Kultivierungs- und Untersuchungszeitraum von elf Tagen nachweisbar.
Bei sinkender Tendenz zeigt der errechnete mittlere Multiplikationsfaktor keine wesentliche
Verdnderung der Konzentration im Verlauf. Im gewihlten Kulturmedium BEBM sind Gluko-
kortikoide und Insulin enthalten, die bei Organkulturen aus Leberschnitten das Absinken
verschiedener Cytochrom-P450-Isoenzyme stabilisieren [Renwick et al., 2000]. Der Nachweis von
CYP2A6 in den Zellen der Miniorgane spricht fiir eine stabile Konservierung eines in-vivo-nahen
Zustands des fremdstoffverarbeitenden Systems unter den Kulturbedingungen.

Die verwendeten Techniken der Fixierung, Permeabilisierung, indirekten Immunfluoreszenz-
farbung und durchflusszytometrischen Analyse haben sich bei der Untersuchung verschiedener
intrazelluldrer Antigene bewahrt. Unter anderem wurden sie zum Nachweis von Zytokinen, viralen
Partikeln, Enzymen und Rezeptoren eingesetzt [Kallas et al., 1999; Krutzik et al., 2004]. Sie sind
auch zur Detektion von Strukturen innerhalb von Zellorganellen geeignet, beispielsweise im Golgi-
Apparat oder im endoplasmatischen Retikulum [Mrkoci et al., 1997; Ogino et al., 2003]. Der
Einsatz eines durchflusszytometrischen Verfahrens zum Nachweis eines intrazelluldren Cyto-
chrom-P450-Isoenzyms ist bisher nur in einer verfiigbaren Arbeit beschrieben. In dieser wurde
erfolgreich das Vorhandensein von CYP1A1 in epidermalen Zellen der Maus gezeigt [Stauber et
al., 1995]. Da CYP2AG6 fiir die Aktivierung von zahlreichen Prokarzinogenen eine Rolle spielt,
konnte sein Nachweis in nasalem Epithel auch fiir die lokale Wirkung andere Xenobiotika
toxikologische Relevanz besitzen [Thornton-Manning und Dahl, 1997; Omiecinski et al., 1999].
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4.3.4.2 Interindividuelle Variabilitat der CYP2A6-Konzentration

In der durchflusszytometrischen Analyse ergab sich fiir die Zellen frisch explantierter nasaler
Mukosa eine interindividuelle Variationsbreite der zelluliren CYP2A6-Konzentration um das
2,4fache. Fiir den Gesamtgehalt nasaler Schleimhautzellen an Cytochrom P450 wird in fritheren
Studien eine Schwankungsbreite um den Faktor 10-15 angegeben, die Konzentration der Phase-II-
Enzyme schwankt dabei um das 4-6fache [Thornton-Manning und Dahl, 1997]. Bei Unter-
suchungen des hepatischen CYP2A6-Gehalts lag die Variationsbreite mit einem Faktor von 24 fiir
die CYP2A6-Konzentration bzw. 68 fiir die enzymatische Aktivitit weitaus hoher [LeCluyse,
2001; Xu et al., 2002; Le Gal et al., 2003]. Die Ursache fiir diese groBe interindividuelle
Variabilitidt der Enzymexpression und -aktivitdt liegen vor allem im genetischen Polymorphismus
des CYP2A6-Gens, der in den letzten Jahren entdeckt wurde [Xu et al., 2002; Fujieda et al., 2004].
Die meisten der genetischen Varianten resultieren in einer reduzierten metabolischen Kapazitit
[Venkatakrishnan et al., 2001]. Der Stellenwert dieser Polymorphismen konnte fiir verschiedene
Bevolkerungsgruppen erheblich differieren, da die Frequenz der defekten Allele in Abhingigkeit
von der ethnischen Abstammung erhebliche Unterschiede zeigte [Raunio et al., 2001; Xu et al.,
2002]. Wéhrend die bekannten Deletionen bei Menschen asiatischer Herkunft in bis zu 20 % der
untersuchten Proben gefunden werden, liegt die Haufigkeit bei Kaukasiern unter 1 % [Raunio et
al., 2001; Ariyoshi et al., 2002]. Die begrenzte Anzahl der untersuchten Probanden, die zudem alle
kaukasischer Abstammung waren, konnte die im Vergleich zu anderen Untersuchungen relativ
geringe Variationsbreite der gemessenen initialen CYP2A6-Konzentration in der vorliegenden

Arbeit erkldren.

Praktische Auswirkungen genetischer CYP2A6-Varianten ergeben sich beispielsweise fiir den
Zigarettenkonsum von Rauchern. Das Rauchverhalten wird durch genetische Faktoren und
Umweltfaktoren beeinflusst, wobei genetische Faktoren mehr als 70 % zum Erhalt der
Abhéngigkeit und der Menge gerauchter Zigaretten beitragen [Xu et al., 2002; Benowitz et al.,
2002]. Als entscheidender Parameter bei der Aufrechterhaltung der Zigarettenabhéngigkeit wird
ein konstanter Nikotinspiegel im Blut gesehen [Xu et al., 2002; Benowitz et al., 2002]. Da
CYP2A6 mehr als 90 % des Nikotinabbaus leistet, fiihrt eine verminderte CYP2A6-Aktivitit durch
Defektvarianten des kodierenden Gens zu einem signifikant geringeren Zigarettenkonsum
[Venkatakrishnan et al., 2001; Xu et al., 2002; Fujieda et al., 2004]. In einer groB angelegten Studie
mit insgesamt 1.705 Rauchern konnten je nach dem homozygoten oder heterozygoten Vorliegen
der defekten Allele Gruppen gebildet werden, die einen signifikant unterschiedlichen
Zigarettenkonsum aufwiesen. Den geringsten Konsum von durchschnittlich 15 Zigaretten pro Tag
hatten dabei Personen mit einer homozygoten Deletion des CYP2A6-Gens (CYP2A6*4/*4). Der
hochste Zigarettenkonsum lag dagegen bei Personen mit dem homozygoten Wildtyp des Gens
(CYP2A6*1/*1) vor [Ariyoshi et al., 2002; Fujieda et al., 2004]. Der nasale Metabolismus von
Nikotin ist auch fiir die Dosierung von Nikotinsprays zur RaucherentwOhnung interessant.
Genetisch bedingte Unterschiede in der Kapazitit des lokalen Nikotinabbaus fithren hier zu einer
erheblichen interindividuellen Variationsbreite des Nikotinspiegels im Blut bei nasaler Applikation

identischer Dosen [Benowitz et al., 1997].

Auch das individuelle Risiko fiir Krebserkrankungen scheint durch das Vorliegen bestimmter
CYP2A6-Allele beinflusst zu werden. Nach neuerem Verstindnis werden die meisten Krebs-

erkrankungen durch chemische Karzinogene verursacht, die in unserer Umwelt prisent sind

80




Diskussion

[Fujieda et al., 2004]. Die verantwortlichen Stoffe iiben ihre deletire Wirkung oft erst nach
metabolischer Aktivierung durch korpereigene Enzyme aus. Die Kapazitit dieser Enzyme zur
Aktivierung chemischer Karzinogene wird deshalb als einer der Hauptfaktoren bei der
Determinierung des individuellen Krebsrisikos gesehen [Fujieda et al., 2004]. Da genetische Poly-
morphismen iiber die Kapazitit der relevanten Schliisselenzyme maBgeblich entscheiden, miissten
sie das Risiko der chemischen Karzinogenese beeinflussen [Ingelman-Sundberg, 2001; Fujieda et
al., 2004]. Epidemiologische Auswirkungen sind allerdings nur bei einer ausreichend hohen
Inzidenz der Defektmutationen zu erwarten, wie sie beispielsweise in asiatischen Populationen

vorliegen.

Im Gegensatz zu Polymorphismus-abhingigen Medikamentennebenwirkungen konnten diese
Zusammenhénge zwischen CYP-Polymorphismen und der individuellen Suszeptibilitit gegeniiber
toxischen Umweltstoffen bis vor kurzem nicht nachgewiesen werden [Ingelman-Sundberg, 2001].
Da CYP2A6 neben Nikotin und NDEA auch fiir die Aktivierung zahlreicher weiterer Giftstoffe
und Prokarzinogene in Tabakrauch zusténdig ist, wurde die Rolle seiner Polymorphismen in den
letzten Jahren intensiv untersucht [Xu et al., 2002]. In einer Studie zeigte sich bei Personen mit den
Defektmutationen auch nach Korrektur der Zahlen um Zigarettenkonsum und Alter ein signifikant
erniedrigtes Risiko, an Lungenkrebs zu erkranken [Fujieda et al., 2004]. Zu dem geschilderten
Konzept passend ergab sich bei Stratifizierung der histologischen Subtypen der Lungenkrebs-
erkrankungen vor allem eine Reduktion des Risikos fiir Plattenepithelzellkarzinome und klein-
zellige Bronchialkarzinome, deren Assoziation mit Tabakrauchen epidemiologisch gut belegt ist
[Ariyoshi et al., 2002; Fujieda et al., 2004]. Fiir einen Zusammenhang zwischen CYP2A6-Aktivitét
und den genannten Karzinomtypen sprechen auch Untersuchungen, denen zufolge CYP2AG6 in
bronchialem Epithel nachweisbar war, in peripherem Lungengewebe jedoch nicht. Diese
Verteilung entspricht der Lokalisation der vor allem zentral gelegenenen tabakassoziierten
histologischen Krebstypen [Mace et al., 1998; Crawford et al., 1998; Hukkanen, 2002]. Die
dargestellten Ergebnisse stiitzen die Idee, nach der genetische Polymorphismen von CYP2A6 in
bestimmten Populationen nicht nur eine Determinante des Rauchverhaltens, sondern auch der
Suszeptibilitdt gegeniiber den assoziierten Lungenkarzinomen sein kdnnen [Raunio et al., 2001; Xu
et al., 2002; Fujieda et al., 2004]. Fiir diese Ansicht sprechen auch Studien, die sowohl hinsichtlich
der von Rauchern téglich benotigten Menge an Zigaretten, als auch hinsichtlich des Risikos, an
einem Lungenkarzinom zu erkranken, ethnische Unterschiede zeigen konnten. Dabei weisen
Chinesen aufgrund einer im Vergleich mit Kaukasiern etwa 35 % langsameren Metabolisierungs-
rate eine signifikant geringere Abbaugeschwindigkeit fiir Nikotin auf. Diese ist am ehesten durch
eine erhohte Frequenz defekter CYP2A6-Allele mit geringerer CYP2A6-Aktivitiat erklarbar
[Benowitz et al., 2002]. In Folge dessen ist sowohl die Zahl gerauchter Zigaretten, als auch das
Risiko an Lungenkrebs zu erkranken fiir chinesische Raucher signifikant niedriger als fiir kauka-
sische. Das relative Risiko gegeniiber Nichtraucher betrigt bei Chinesen 2,5-4,0, bei Kaukasiern
dagegen 10,0-20,0 [Benowitz et al., 2002]. Auch das Risiko fiir sinonasale Karzinome ist bei
Zigarettenrauchern zwei- bis dreifach erhoht. In Analogie zu den angefiihrten Untersuchungen
konnte dies durch die lokale CYP2A6-Aktivitit erklart werden [Gotte und Hormann, 2004; Galati,
2005].
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4.3.5 Beurteilung des Gefahrenpotenzials fir den Menschen

4.3.5.1 Derzeitige Einschatzung der karzinogenen Potenz

Vor mehr als 40 Jahren wurde bei Nagetieren ein Zusammenhang zwischen der Entstehung sino-
nasaler Karzinome und ihrer Exposition gegeniiber verschiedenen Nitrosaminen festgestellt
[Druckrey et al., 1963; Herrold, 1964]. NDEA ist in zahlreichen tierexperimentellen Studien an
mehr als 40 Spezies untersucht worden. In den meisten dieser Untersuchungen induzierte es
benigne oder maligne Tumoren [TARC, 1998b; Lijinsky, 1999]. Die hauptsichlich betroffenen
Organe sind die Leber, der Respirationstrakt mit Trachea, Bronchien, Lunge und Nasenhohle, der
obere Verdauungstrakt mit Osophagus und Magen sowie die Nieren [IARC, 1998b; Lijinsky,
1999]. Hinsichtlich der betroffenen Zielorganen und der Dosen, die zur Karzinominduktion
notwendig sind, gibt es jedoch Unterschiede zwischen den verschiedenen Tierarten. Dieser ausge-
préigte speziesabhingige Organotropismus von NDEA wird als Ausdruck von Unterschieden in
Konzentration, Zusammensetzung und Aktivitit der fremdstoffverarbeitenden und reparierenden
Enzyme in Zielzellen gesehen [Chauret et al., 1997; Xu et al., 2002; Le Gal et al., 2003]. Die Extra-
polation von Effekten bei einer Spezies auf eine andere muss also die organabhingige Verfiig-
barkeit und Induzierbarkeit beteiligter Enzyme einschlieflen [Camus et al., 1993]. Die International
Agency for Research on Cancer der Weltgesundheitsorganisation WHO stuft NDEA wegen seiner
Karzinogenitét im Tierversuch nur in die Stoffgruppe 2A ein, weil keine eindeutigen epidemiologi-
schen Daten zur Tumorinduktion beim Menschen vorliegen. In diese Kategorie fallen Stoffe, die
bei einem ausreichenden Expositionsgrad ,,wahrscheinlich karzinogen fiir den Menschen® sind
[IARC, 1998Db].

4.3.5.2 Neuere Aspekte bei der Einschatzung der karzinogenen Potenz

Die Diskussion der letzten Jahre iliber die Anwendbarkeit von Schwellenwerten auf Karzinogene
hat sich nicht zuletzt an Reanalysen élterer Studiendaten entsponnen [Peto et al., 1991]. In diesen
konnten bei logarithmischer Darstellung der Dosis und Darstellung der Skala bis 10° Molekiile fiir
die Wirkung von mehr als 30 verschiedenen Karzinogenen Schwellenwerte hergeleitet werden,
unter anderem fiir NDEA [Waddell, 2003a; Waddell, 2003b; Waddell, 2003c]. Die Annahme ¢ines
Schwellenwerts wird durch Untersuchungen unterstiitzt, die bei Exposition von Ratten gegeniiber
niedrigen Dosen von NDEA keine Lésionen nachweisen konnten, die ein erhéhtes Krebsrisiko
vermuten lassen [Fukushima et al., 2002]. Bei Bakterien ist NDEA dagegen auch in niedriger
Konzentration von 7,3-357 uM (0,75-36,46 png/ml) mutagen wirksam. Die Existenz eines Schwel-
lenwerts kann damit nur durch biologische Schutz- und Reparaturmechanismen erklirt werden, die
die genotoxische Aktivitit reduzieren und erst ab einer bestimmten Dosis liberwéltigt werden [Aiub
et al.,, 2003]. Die Reparatur NDEA-typischer DNS-Veridnderungen durch Basenexzision und
Nukleotidexzision konnte bei niedrigen Dosen von NDEA nachgewiesen werden [Aiub et al.,
2004]. Zu den weiteren Schutzmechanismen zihlt eine Stimulation des Immunsystems, die
Induktion von Entgiftungs- und Reparaturenzymen sowie die Hochregulation von Tumorsuppres-
sorgenen [Fukushima et al., 2002]. Vor diesem Hintergrund ergibt sich die Notwendigkeit einer
weiteren Erforschung der spezies- und organspezifisch differierenden Ausstattung an Aktivierungs-
und Schutzmechanismen, die eine komplett neue Risikobewertung chemischer Karzinogene fiir den
Menschen bedeuten konnte. Eine abschliefende Beurteilung des Gefahrenpotenzials ist derzeit
nicht mdglich [Waddell, 2003a; Waddell, 2003b; Waddell, 2003c].
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4.4 Diskussion der Ergebnisse mit N-Methyl-N’-nitro-N-
nitrosoguanidin

4.4.1 Toxikologischer Hintergrund

4.4.1.1 Mogliche Aufnahmewege von N-Methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidin

Eine Exposition gegeniiber MNNG ist durch Hautkontakt und durch die Inhalation oder Ingestion
von Staubpartikeln moglich [National Toxicology Program, 2004b].

4.4.1.2 Biotransformation und zellulare Wirkung von N-Methyl-N’-nitro-N-
nitrosoguanidin

MNNG stellt als monofunktionell alkylierender Stoff ein experimentell hdufig eingesetztes
Modellkarzinogen und Mutagen dar [Slamenova et al., 1997; Shi et al., 2004]. In wéssriger Umge-
bung setzt es durch spontane hydrolytische Spaltung das aktive Intermediat Methyldiazohydroxid
frei, das alkylierende Eigenschaften besitzt und an alle Sauerstoff- und die meisten Stickstoffatome
der DNS binden kann [Kumaresan et al., 1995; Slamenova et al., 1997]. Schon in niedrigen
Konzentrationen erzeugt es massive DNS-Schiden [Wesierska-Gadek et al., 2003]. Vor allem
0°-Methylguanin stellt eine der mutagensten und zytotoxischsten Lisionen dar, die durch
Alkylanzien gebildet werden kann [Kwak et al., 2000; Tomita-Mitchell et al., 2000]. Obwohl es
unter den zahlreichen MNNG-induzierten Lasionen nur 8 % aller Addukte ausmacht, ist es haupt-
sdchlich fiir seine Genotoxizitit, Mutagenitit und Karzinogenitit verantwortlich [Dunkern et al.,
2003]. Das zellulire Reparatursystem der O°-Methylguanin-DNS-Methyltransferase (MGMT) ist
in seiner Kapazitdt limitiert und kann nur eine begrenzte Anzahl modifizierter Basen wieder-
herstellen [Edara et al., 1999; Zuo et al., 2004]. Wird die Verdnderung in der Folge nicht recht-
zeitig durch Basenexzision- oder Mismatchreparatur behoben, kommt es an den betroffenen G:C-
Basenpaaren zu Basensubstitutionen [Wesierska-Gadek et al., 2003; Shi et al., 2004]. Die
pradominante Form der Mutation ist dabei die G—A-Transition, die durch eine Fehlpaarung von
O°-Methylguanosin und Thymin wihrend der DNS-Replikation hervorgerufen wird [Tomita-
Mitchell et al., 2000; Wesierska-Gadek et al., 2003]. Die O*-Position des Thymidin stellt einen
weiteren Angriffspunkt dar. Hier kann allerdings die direkte Dealkylierung durch Methyl-
transferasen zu einer raschen Reparatur ohne Ausbildung von DNS-Strangbriichen fithren
[Slamenova et al., 1997].

MNNG induziert in menschlichen Zellinien DNS-Strangbriiche, chromosomale Aberrationen,
Schwesterchromatidaustausche und Verdnderungen der DNS-Synthese. Es ist an Ratten, Mausen,
Hamstern, Hasen und Hunden auf seine Karzinogenitdt hin untersucht worden und erzeugte dort
Tumoren in zahlreichen Organen. Auch durch Einzeldosen kdnnen Karzinome induziert werden
[IARC, 1998a]. Der karzinogene Effekt tritt vor allem lokal am primér exponierten Gewebe auf
[Brault et al., 1999].

4.4.2 Diskussion der Ergebnisse des Annexin-V-Affinitatstests

Xenobiotika, die O°-Addukte induzieren, sind nicht nur hochgradig mutagen und karzinogen,

sondern in der Regel auch proapoptotisch wirksam [Dunkern et al., 2003; Wesierska-Gadek et al.,
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2003]. In den Zellen humaner nasaler Mukosa, die in der vorliegenden Arbeit eingesetzt wurden,
konnte jedoch weder nach einmaliger, noch nach dreimaliger Inkubation mit MNNG eine erhohte
Apoptoserate nachgewiesen werden. Diese iiberraschende Beobachtung entspricht den Ergebnissen
anderer Untersuchungen, in denen trotz starker DNS-Schéden eine Aktivierung des p53-Systems
und apoptotische Vorginge bei Exposition humaner Zellen gegeniiber MNNG ausblieb [Roser et
al., 2001; Wesierska-Gadek et al., 2003a; Wesierska-Gadek et al., 2003b]. Offensichtlich reicht die
isolierte Generierung starker genetischer Schidden in ruhenden Zellen durch rein genotoxisch
wirkende Substanzen nicht aus, um iiber das Tumorsuppressorgen p53 akut apoptoseinduzierend zu
wirken [Roser et al., 2001]. Zugefiigte genetische Schiden gewinnen nur dann eine proapoptotische
Wirkung, wenn eine rechtzeitige prireplikative Reparatur der O°-Addukte durch die O°-Methyl-
guanin-DNS-Methyltransferase (MGMT) vor der niachsten Replikationsphase ausbleibt. In diesem
Fall hdufen sich Doppelstrangbriiche, die durch DNS-Replikation und insuffiziente Mismatch-
Reparatur auftreten [Kaina, 2004]. Diese Doppelstrangbriiche fithren zu einem Absinken der intra-
zelluldren Konzentration des antiapoptotischen Proteins Bcl-2. Dadurch kommt es zur vermehrten
Freisetzung von Cytochrom ¢ und anderer proapoptotischer Faktoren aus den Mitochondrien und
schlieBlich zu einer Aktivierung der apoptotischen Kaskade iiber Caspase 9. Das p53-System ist an
diesen Vorgingen offenbar nicht beteiligt [Ochs und Kaina, 2000; Kaina, 2004]. Der Zeitpunkt der
Apoptoseeinleitung ist also entscheidend von Zellproliferations- und DNS-Replikationsrate
abhingig [Kaina, 2004]. Da nasale Schleimhaut eine niedrige Proliferationsgeschwindigkeit besitzt,
treten apoptotische Vorginge, die auf einem Erschopfen der zelluldren Reparaturmechanismen
beruhen, moglicherweise erst nach dem 96stiindigen Beobachtungszeitraum auf [Calderon-
Garciduenas et al., 1999].

4.4.3 Diskussion der Ergebnisse des Einzelzell-Mikrogelelektrophorese-
Assay

4.4.3.1 Ergebnisse bei Mehrfachinkubation

MNNG stellt ein Modellkarzinogen und -mutagen dar. Als monofunktionell alkylierender Stoff
besitzt es keine direkte DNS-spaltende Wirkung. Die im alkalischen EMGE-Assay detektierten
Strangbriiche resultieren teilweise aus der Aktivitit von Endonukleasen im Rahmen der Basen-
exzisions- und Nukleotidexzisionsreparatur. Daneben fiilhren DNS-Addukte bei der angewendeten
alkalischen Form des EMGE-Assays ebenfalls zu einer Erhohung des messbaren DNS-Fragmen-
tierungsgrades [Slamenova et al., 1997]. Fiir eine vermehrte Apoptoseinduktion fand sich im
Annexin-V-Affinitétstest kein Hinweis [Roser et al., 2001; Rundell et al., 2003]. Bei einstiindiger
Inkubation der Miniorgane nasaler Mukosa mit MNNG ist im EMGE-Assay unmittelbar
postexpositionell ein signifikant erhohter DNS-Fragmentierungsgrad im Vergleich zur Negativ-
kontrolle darstellbar. Dies entspricht zahlreichen anderen Untersuchungen an verschiedenen
Geweben, die ebenfalls innerhalb der ersten Stunde nach Exposition einen maximalen priméren
DNS-Schaden nachweisen konnten [Brault et al., 1999; Wallner, 2003; Rundell et al., 2003].

An verschiedenen Geweben konnte nach dem Erreichen des maximalen Schidigungsgrads ein
rascher Abfall des messbaren Schidigungsniveaus gezeigt werden [Rundell et al., 2003]. Bei
gastraler Mukosa der Ratte sank das Schédigungsniveau bereits zwei Stunden postexpositionell
wieder und erreichte nach 72 Stunden das Niveau der Kontrollansidtze [Brault et al., 1999]. Dies
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entspricht Ergebnissen mit Zellen verschiedener humaner Zellinien [Slamenova et al., 1997]. Der
schnelle Abfall des nachweisbaren DNS-Schadens lédsst sich durch Reparaturvorgénge erkléren,
beispielsweise die Abspaltung induzierter DNS-Addukte durch protektive Methyltransferasen.
Daneben gehen geschidigte Zellen in Geweben, die einem raschen Zellumsatz unterliegen, durch
préreplikative Elimination rasch verloren [Brault et al., 1999]. Im Falle der Miniorgane kam es
trotz des zeitlichen Intervalls von 48 Stunden zwischen den Inkubationen mit den wiederholten
Expositionen zu einem Anstieg des medianen Schidigungsniveaus. Dies erklart sich mdglicher-
weise durch einen relativ langsamen Zellumsatz nasaler Mukosa, der die Kumulation von Zellen
mit MNNG-induzierten DNS-Lésionen bei repetitiver Inkubation erlaubt [Calderon-Garciduenas et
al., 1999; Kleinsasser et al., 2004a]. Diese Annahme wird durch Ergebnisse von Untersuchungen
an Zellen nasaler Mukosa gestiitzt, die 24 Stunden nach Exposition gegeniiber MNNG nur einen
geringen Riickgang des Schiadigungsniveaus zeigten [Wallner, 2003]. In gastraler Mukosa konnte
zudem eine Fixierung des DNS-Schadens durch einen erhohten Anteil stabiler Genmutationen
infolge fehlerhafter Reparaturvorgiinge nachgewiesen werden [Brault et al., 1999]. Wenn diese
Mutationen die Funktion der zelluldren Reparatursysteme storen, wére ebenfalls eine Kumulation
von DNS-Schiden bei mehrfacher Inkubation denkbar.

4.4.3.2 Ergebnisse bei Inkubation von Einzelzellen im Vergleich zu Miniorganen

Ahnlich den Ergebnissen mit Natriumdichromat ist das DNS-Schidigungsniveau der Zellen, die in
Suspension mit MNNG inkubiert wurden, signifikant hoher als das der Miniorganzellen. Neben
einer kleineren exponierten Oberfliche und der schiitzenden Mukusschicht konnten die Zellen der
Miniorgane durch den intakten Zellverbund eine hohere Aktivitit des Reparaturenzyms
O°-Methylguanin-DNS-Methyltransferase besitzen. Bei Blockierung dieses Enzymsystems konnte
eine Erh6hung des Grades der DNS-Schadigung gezeigt werden [Dunkern et al., 2003].

4.4.4 Beurteilung des Gefahrenpotenzials fir den Menschen

MNNG ist ein potentes, direkt mit der DNS reagierendes Karzinogen, das bei Versuchstieren
Tumoren an exponierten Organen induziert [Kwak et al., 2000]. Glutathion im Kulturmedium ist in
der Lage, die deletire Wirkung von MNNG um den Faktor 100 zu verstirken. Der verantwortliche
Mechanismus ist offensichtlich in der intrazelluliren Aktivierung von MNNG durch von den
Zellen aufgenommenes Glutathion oder Glutathiondisulfid zu sehen. Eine eindeutig ungeféhrliche
Substanz dient damit als méchtiger Aktivator eines potenziellen Mutagens oder Karzinogens. Es
zeigt die Notwendigkeit auf, nicht nur die direkte Wirkung einer Substanz zu betrachten, sondern

auch die Interaktionen mit anderen Substanzen mit einzubeziehen [Kumaresan et al., 1995].

Es gibt keine Daten zu genetischen oder anderen Effekten von MNNG beim Menschen. Aus einem
Forschungslabor wurden allerdings drei Fille von Gehirntumoren und ein Kolonkarzinom inner-
halb von 13 Jahren berichtet. Alle Personen waren mindestens sechs bis fiinfzehn Jahre vor ihrem
Tode MNNG ausgesetzt. In besagtem Labor waren allerdings auch andere Karzinogene im Einsatz
[TARC, 1998a]. Die International Agency for Research on Cancer der WHO stuft MNNG deshalb
nur als ,,wahrscheinlich karzinogen fiir Menschen® ein (Gruppe 2A) [IARC, 1998a].
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4.5 Diskussion der Miniorgane als Modell humaner nasaler
Mukosa

4.5.1 Gebrauchliche in-vitro-Systeme nasaler Mukosa

Die chemische Karzinogenese lduft liber komplexe stoff- und gewebespezifische Prozesse ab
[Brault et al., 1999]. Damit ein karzinogener Fremdstoff tatséchlich eine maligne Erkrankung beim
Menschen induzieren kann, muss seine Wirkung zahlreiche Schutzmechanismen iiberwinden. Nach
dem Versagen der systemischen und zelluldren Exkretions- und Entgiftungssysteme muss er in der
Lage sein, DNS-Schiden zu verursachen, die nicht korrekt repariert werden kénnen. Wenn
irreversibel geschidigten Zellen der Apoptose entgehen, konnen in der Folge maligne Zellklone
entstehen. Ist der Organismus nicht in der Lage, die entstehende abnormale Zellproliferation
auszuloschen, konnen diese Zellklone maligne Tumoren bilden [Kwak et al., 2000]. Spezies-
unterschiede hinsichtlich der Anatomie des nasalen Raums, der Zellzusammensetzung und der
Enzymausstattung schrinken die Aussagekraft von tierexperimentellen Untersuchungen stark ein
[Hoang et al.,, 2002]. Fir Toxizitdtsstudien werden deshalb zunehmend in-vitro-Modelle
unterschiedlichen Komplexititsgrades eingesetzt, die humanes Gewebe verwenden [Reed, 1997].
Die Vielschichtigkeit der ineinandergreifenden metabolischen Vorgénge stellt an in-vitro-Systeme,

die die Wirkung auf den Menschen valide imitieren sollen, hohe Anforderungen.

45.1.1 Isolierte Zellbestandteile und Einzelzellen aus Zelllinien

Als einfachste Modelle finden isolierte Zellfraktionen und gereinigte Enzyme sowie Zellkulturen
aus transformierten Zellen Verwendung [Reed, 1997]. Isolierte Zellbestandteile und gereinigte
Enzyme sind vor allem zum Nachweis von Reaktionsabldufen geeignet, deren schadigender Effekt
durch Untersuchungen an anderen Organen schon bekannt ist. Um Schédigungsmechanismen
toxischer Stoffes aufzudecken, sind Untersuchungen isolierter Enzymsysteme oder Zellfraktionen
angesichts der komplexen und mutmaBlich gewebespezifischen Stoffwechselwege nur wenig aus-
sagekriftig [Reed, 1997]. Als komplizierteres Testsystem werden in solchen Féllen oft humane
nasale Einzelzellen aus Zelllinien eingesetzt. Dabei handelt es sich entweder um transformierte
Zellen oder um Zellen aus nasalen Tumoren, die sich durch eine relativ lange Lebensdauer und eine
hohe Proliferationsaktivitit auszeichnen [Merkle et al., 1998]. Hinsichtlich Gewebearchitektur,
Zellzusammensetzung und -differenzierung entsprechen die Zellen aber nicht mehr ihrem
Ursprungsorgan [Merkle et al., 1998]. Besonders das Fehlen der phdnotypischen Expression stoft-
wechselrelevanter Gene begrenzt meist die Einsetzbarkeit immortalisierter Zellinien [LeCluyse,
2001].

45.1.2 Priméare Zellkulturen

GroBere Zellverbiande konnen durch primire Zellkulturen aus humanem nasalem Epithel erzeugt
werden. Dabei werden Gewebefragmente angeziichtet, die durch intravitale Biirstenabstriche, bei
chirurgischen Eingriffen oder durch postmortale Biopsien gewonnen werden. Die Kultivierung der
Zellen beginnt dann entweder durch direktes Ausplattieren einer Einzelzellsuspension oder durch
das Auswachsen der Epithelzellen von einem Explantat auf organische oder anorganische Tréager-
medien [Reed, 1997; Merkle et al., 1998]. Die erzeugten Zellkulturen sind unkompliziert in der
Handhabung und fithren zu reproduzierbaren Resultaten [Hoang et al., 2002]. Nachteilig ist vor
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allem die begrenzte Lebensdauer der priméren Zellkulturen. Auerdem wird der Einfluss verschie-
dener Triger- und Nahrmedien auf Wachstum und Differenzierungsmuster der Zellen unterschied-
lich bewertet [Merkle et al., 1998]. Fiihrt der Weg zu einer Zellkultur {iber die Separierung des
Ausgangsgewebes in eine Einzelzellsuspension, so gehen urspriingliche Gewebearchitektur und
interzellulire Kommunikation verloren [Hoang et al., 2002]. Die Bedeutung dieser Strukturen
konnte in vergleichenden Untersuchung der Permeabilitit von frisch exzidiertem Gewebe gegen-
iiber humanen nasalen primiren Zellkulturen gezeigt werden. Die primére Zellkultur wies dabei
eine deutlich geringere Permeabilitit auf, was auf eine Behinderung des parazelluldren Transport-
weges durch das unphysiologische Vorherrschen weniger Zelltypen und die daraus resultierende
hohe Dichte an interzelluldren tight junctions zuriickgefiihrt wurde [Merkle et al., 1998]. Die bisher
fiir Permeabilitéts-, Metabolismus- und Toxizitétsstudien verfligbaren primiren menschlichen Zell-
kulturen nasaler Mukosa variieren noch erheblich von der Situation in vivo [Merkle et al., 1998].
Sie liefern zwar eine betrdchtliche Menge an Informationen zu mdglichen Schidigungs-
mechanismen von Xenobiotika, eine Quantifizierung des tatsdchlichen Gefahrenpotenzials der
untersuchten Verbindungen in vivo ist aufgrund der gewonnenen Informationen aber in der Regel
nicht moglich [Reed, 1997; Merkle et al., 1998]. Um die pradiktive Aussagekraft zu erhdhen,
miissen die artspezifischen physiologischen, histologischen, zelluldren und die enzymatischen
Charakteristika des nasalen Fremdstoffmetabolismus fiir eine lingere Versuchsdauer erhalten
bleiben [Reed, 1997].

4.5.2 Stellenwert von Miniorganen

Die bedeutende Rolle des zelluldiren und extrazelluldren Kontextes flir die Differenzierung von
Zellen wurde bereits Anfang des 20. Jahrhunderts erkannt [Spemann und Mangold, 1924]. Die
dafiir verantwortlichen Adhésionsmolekiile und extrazelluldiren Matrixproteine werden seit den
1980er Jahren beschrieben und in ihrer Funktion fiir die Zellhomdostase charakterisiert. Trotz der
etablierten Einsicht in die bedeutsamen Funktionen von extrazelluldrer Matrix und interzellulédrer
Kommunikation finden Kulturmodelle, die diese gewebespezifisch nachbilden, erst seit relativ
kurzer Zeit Verbreitung [Edelman und Keefer, 2005]. Der Einsatz dreidimensionaler Zellkultur-
systeme aus Gewebestlicken intakten Ursprungsgewebes erlaubt im Vergleich zu isolierten Einzel-
zellen und primdren Zellkulturen den Erhalt der urspriinglichen Gewebearchitektur, des
Fremdstoffmetabolismus und der interzelluliren Kommunikation [Hoet et al., 1997; Bates et al.,
2000]. In den letzten Jahren sind sie zur Untersuchung zahlreicher Organe verwendet worden,
darunter Lungen- und Nervengewebe, Darm- und Wangenschleimhaut [Hoet et al., 1997; Stacey
und Viviani, 2001; Colon et al., 2001; Abud et al., 2005]. Den breitesten Einsatz finden derzeit
Organkulturen aus Lebergewebe als Werkzeug bei der Untersuchung hepatischer Stoffwechsel-
vorginge [Drahushuk et al., 1996; Battle und Stacey, 2001].

4.5.2.1 Histologische Eigenschaften

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Technik zur Kultivierung von Miniorganen wurde
erstmals von Kleinsasser und Mitarbeitern auf nasale Schleimhaut {ibertragen, um die Auswirkung
potenziell genotoxischer Stoffe auf menschliches Zielgewebe zu untersuchen [Steinsvag et al.,
1991; Kleinsasser et al., 2001]. Daneben werden Explantatkulturen humaner nasaler Mukosa fiir
infektiologische Fragestellungen verwendet [Jackson et al., 1996; Soane et al., 2000; Middleton et
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al., 2004]. Das verwendete Gewebe aus der Region der mittleren und unteren Nasenmuschel gilt
unter Beriicksichtigung des Ablagerungsmusters in der Nasenhdhle fir die Untersuchung der
Wirkung inhalierter Stoffe als besonders geeignet [Merkle et al., 1998]. Das dortige Epithel weist
im Gegensatz zum uniformen respiratorischen Flimmerepithel tieferer Abschnitte des
Respirationstrakts eine heterogene Zellzusammensetzung auf. Neben teilweise zilienbesetzten
Zylinderepithelzellen besteht es aus Becherzellen, Basalzellen und Plattenepithelzellen [Augusto et
al., 2001; Berger et al., 2003]. Im Verlauf der Entstehung der Miniorgane aus den eingesetzten
Gewebefragmenten zeigt sich die grofle Regenerationsfahigkeit nasaler Schleimhaut. Entsprechend
Untersuchungen an Miniorganen bronchialer Mukosa von Bals und Mitarbeitern laufen bei der
Kultivierung nasalen Epithels dieselben Schritte der Wundheilung ab, wie in vivo [Ohashi et al.,
1991; Bals et al.,, 1998; Wallner, 2003]. Dabei werden zundchst die nicht epithelisierten
Schnittrdander der exzidierten Gewebstlicke durch Proliferation der verbleibenden Schleim-
hautanteile {iberwachsen. Innerhalb von sieben Tagen ist die bindegewebige Matrix liickenlos von
mehrschichtigem Plattenepithel umschlossen. In der Folge differenzieren sich die Zellen zum
histologischen Bild von Mukosa des vorderen Teils der Nase [Jahnke, 1992; Wallner, 2003]. Die
Miniorgane sind von serdsem Schleim bedeckt, das Epithel besteht partiell aus zilientragenden
Zellen, deren Aktivitit das physiologische metachronal-wellenférmige Schlagmuster mit einer
Frequenz von etwa 10 Hz aufweist [Edsman und Hagerstrom, 2005]. Daneben finden sich Bereiche
mit nicht-zilientragenden Zylinder- und Plattenepithelzellen [Augusto et al., 2001; Yi et al., 2003].
Diese Proliferations- und Differenzierungsvorginge lieBen sich in stichprobenartigen Kontrollen
der fiir diese Arbeit verwendeten Miniorgane mit Hilfe eines inversen Labormikroskops
nachvollziehen. Die Miniorgane konnen {iiber einen Zeitraum von mindestens drei Wochen
morphologisch intakt kultiviert werden. Dieser Zeitraum entspricht dhnlichen Untersuchungen an
Miniorganen bronchialer Mukosa [Fjellbirkeland et al., 1996; Bals et al., 1998; Kleinsasser et al.,
2001; Wallner, 2003].

4.5.2.2 Funktionelle Eigenschaften, Perspektiven

Angesichts der zahlreichen und oft widerspriichlichen Ergebnisse genotoxikologischer Untersu-
chungen erscheint es dringend notwendig, fiir den Menschen relevante von irrelevanten Resultaten
zu unterscheiden [Kirkland und Muller, 2000]. Die angewendete Technik der Kultivierung drei-
dimensionaler Gewebeverbianden humaner nasaler Mukosa liefert fiir das Erzielen valider Ergeb-
nisse optimales Untersuchungsmaterial. Sie erhdlt die native bindegewebige Matrix und die
epitheliale Basalmembran, die eine elementare Rolle fiir die Ausbildung der urspriinglichen
Gewebearchitektur und Zelldifferenzierung spielen [Agha-Mir-Salim et al., 1993; Neugebauer et
al., 2003]. Da die verschiedenen Zelltypen in ihrer urspriinglichen Funktion und interzelluldren
Kommunikation erhalten bleiben, wird auch die Permeabilitit der Schleimhaut und ihre
metabolische Barriere-Funktion invivo gut abgebildet [Merkle et al., 1998]. Zudem ist die
Kultivierungsmethode robust gegen Infektionen und andere Storeinfliisse und erzeugt reproduzier-
bares Untersuchungsmaterial. Durch den mehrwochigen Kultivierungszeitraum bietet sie die
Moglichkeit der wiederholten Inkubation mit Xenobiotika zur Erfassung von Reparaturvorgéngen
und kumulativen toxischen Effekten. Das eingesetzte Kulturmedium enthélt relevante Hormone
und Nahrstoffe, die fiir die Aufrechterhaltung der metabolischen Leistung der Zellen unerlésslich
sind [Borek et al., 1983; Renwick et al., 2000]. Eine Mdglichkeit zur Optimierung der
Untersuchungsbedingungungen konnte die Kultivierung der Pridparate nasaler Schleimhaut auf
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semipermeablen Membranen darstellen. Dadurch lieBe sich eine Rekonstruktion der in vivo
vorliegenden Polaritdt des Gewebes mit einer versorgenden basalen Seite und einer exponierten

apikalen Seite erreichen.

Um eine weitere Verbesserung der Aussagekraft zu erzielen, erscheint der Einsatz realititsnaher
Expositionstechniken sinnvoll. Neuere Entwicklungen in diesem Bereich erlauben die direkte
Exposition epithelialer Zellen gegeniiber Versuchsatmosphdren und komplexen Mischungen wie
Dieselabgasen an einer Luft-Fliissigkeits-Grenzschicht [Knebel et al., 2002; Aufderheide et al.,
2003]. Die Kombination dieser Expositionsmethoden mit dem Einzelzell-Mikrogelelektrophorese-

Assay wurde bereits erfolgreich realisiert [Wolz et al., 2002].
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Kapitel 5

5.1 Zusammenfassung

Die Schleimhaut des nasalen Raums stellt das primére Kontaktorgan fiir inhalierte Stoffe dar. Um
den Korper vor toxischen Wirkungen zu schiitzen und den Geruchssinn zu unterstiitzen, besitzen
die Epithelzellen der respiratorischen Anteile erhebliche metabolische Kompetenz. Inter-
individuelle Unterschiede im Fremdstoffmetabolismus konnen in Verbindung mit einer beruflichen
Exposition gegeniiber inhalativen Karzinogenen zur Entstehung von Malignomen des sinonasalen
Raums fiihren. Um gefédhrliche Stoffe und gefdhrdete Populationen anhand von in-vitro-Versuchen
identifizieren zu konnen, wurde ein dreidimensionales Kultursystem humaner nasaler Mukosa vor-
gestellt, das die Verhéltnisse in vivo moglichst realistisch abbildet.

Dazu wurden Resektate humaner nasaler Mukosa in 1 mm’® groBen Fragmenten unter optimierten
Umweltbedingungen kultiviert. Innerhalb einer Woche bildeten sich daraus vollstéindig epitheli-
sierte Miniorgane mit physiologischen histomorphologischen und funktionellen Eigenschaften.

Um die Leistungsfahigkeit der Miniorgane zu evaluieren, wurden sie ein- oder mehrfach gegentiber
den bekannt genotoxischen Substanzen Natriumdichromat, N-Nitrosodiethylamin (NDEA) und
N-Methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG) exponiert. Parallel dazu wurden zum Vergleich
Einzelzellsuspensionen mit diesen Stoffen inkubiert. Die induzierten genetischen Schiden wurden
mit Hilfe der alkalischen Version des Einzelzell-Mikrogelelektrophorese-Assay quantifiziert. Der
Anteil apoptotischer Vorgidnge an hohen DNS-Schidden im Einzelzell-Mikrogelelektrophorese-
Assay wurde durch den Annexin-V-Affinititstest erfasst. Um den Erhalt der metabolischen
Kompetenz der Zellen der Miniorgane im Verlauf der Kultivierung zu belegen, wurde die
Konzentration von Cytochrom P450 2A6, einem Schliisselenzym im Metabolismus zahlreicher
inhalativer Giftstoffe, durchflusszytometrisch bestimmt.

Die Miniorgane blieben iiber den Kulturzeitraum strukturell und funktionell intakt. Die einmalige
Exposition gegeniiber Natriumdichromat und MNNG verursachte erhebliche genetische Schiden,
die bei wiederholter Inkubation trotz 48stliindiger Reparaturphasen weiter zunahmen. Im Falle von
Natriumdichromat stieg analog dazu der Anteil apoptotischer Zellen rasant an. Bei MNNG war
dagegen keine erhohte Apoptoserate nachweisbar. Die wiederholte Inkubation der Miniorganen mit
NDEA ergab weder einen signifikanten genotoxischen Effekt, noch einen Anstieg der Apoptose-
rate, obwohl das fiir die Aktivierung von NDEA entscheidende Apoenzym Cytochrom P450 2A6
iiber den gesamten Untersuchungszeitraum in den Zellen nachgewiesen werden konnte. Im
Vergleich der DNS-Fragmentierung erwiesen sich die in Suspension inkubierten Einzelzellen als
empfindlicher gegeniiber der Wirkung von Natriumdichromat und MNNG.

Miniorgane nasaler Mukosa sind fiir toxikologische Studien optimal geeignet, da sie Untersu-
chungen an humanem Zielgewebe iiber einen liangeren Untersuchungszeitraum erlauben. Dies
eroffnet vielfdltige Versuchsanordnungen hinsichtlich Expositionsfrequenz und Reparatur-
intervallen. Zudem erscheinen die Kulturen ausreichend robust, um zukiinftig verschiedene
realistische Expositionsmodelle, wie Begasungsanlagen und komplexe Mischungen, einzusetzen.



5.2 Abkuirzungen und chemische Formeln

8-oxodGuo 8-Oxo-7,8-dihydro-2'-desoxyguanosin

A Adenin

ATSDR Agency for Toxic Substances and Disease Registry
BEBM Bronchial Epithelial Basal Medium

BGIA Berufsgenossenschaftliches Institut fiir Arbeitsschutz
C Cytosin

Ca1Ha0N3Br N-Lauroylsarcosin-Natriumsalz

CAS Chemical Abstracts Service

Cr(V1), Cr(V), Cr(IV), Cr(lll) Hexa-, penta-, tetra-, trivalentes Chrom

CrOs* Chromation

CYP2A6 Cytochrom P450 2A6

DMEM Dulbeccos modifiziertes Eagles Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNS Desoxyribonukleinsaure

EMGE-Assay Einzelzell-Mikrogelelektrophorese-Assay

FCS Fetales Kélberserum

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FPG Formamidopyrimidin-DNS-Glykosylase

FSC Front Scatter (Vorwartsstreulicht)

g Erdbeschleunigung

G Guanin

H202 Wasserstoffperoxid

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonsaure
HLA Human Lymphocyte Antigen

IARC International Agency for Research on Cancer
ICAM-1 Interzellulares Adhasionsmolekiil 1

IWGTP International Workshop on Genotoxicity Test Procedures
MGMT 06-Methylguanin-DNS-Methyltransferase

MNNG N-Methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidin

mRNS Boten-Ribonukleinsaure

N Anzahl

N2 Stickstoff

NazCr207 Natriumdichromat

Na2EDTA Ethylendiamintetraessigsaure-di-Natriumsalz
NaHCOs Natriumhydrogenkarbonat

NaOH Natriumhydroxid

NDEA N-Nitrosodiethylamin

NDMA N-Nitrosodimethylamin

NF-«B Nekrosefaktor kappa B




Anhang 92

Oz Superoxidanionradikal

OH- Hydroxylradikal

OTM Olive Tail Moment

p Allgemeines Signifikanzniveau
P450 Cytochrom P450

PBS Phosphate Buffered Saline (Phosphatgepufferte Salzlésung)
SSC Side Scatter (Seitwértsstreulicht)
T Thymin

TNFR Tumor-Nekrosefaktor-Rezeptor
Trizma-Base Trishydroxymethylaminomethan
TRK Technische Richtkonzentration
a Irrtumswahrscheinlichkeit
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Abschluss mit der Gesamtnote 1,49

08/1999 Physikum (Endnote 2,0)

08/2000 Erstes Staatsexamen (Endnote 2,0)
03/2003 Zweites Staatsexamen (Endnote 1,66)
05/2004 Drittes Staatsexamen (Endnote 1,0)

Praktisches Jahr

04/2003 - 08/2003 Chirurgie im Stddtischen Krankenhaus Miinchen-Neuperlach

bei Herrn Prof. Dr. med. B. Giinther, Herrn Dr. med. R. Ruppert,

Herrn Dr. med. H. Niedermeier und Herrn Prof. Dr. med. K. Kunze
08/2003 - 10/2003 Innere Medizin im Stadtischen Krankenhaus Miinchen-Schwabing,

1. Medizinische Abteilung bei Herrn Prof. Dr. med. C. Nerl
10/2003 - 11/2003 Innere Medizin im Stédtischen Krankenhaus Miinchen-Neuperlach,

3. Medizinische Abteilung bei Herrn Prof. Dr. med. K.-D. Palitzsch
12/2003 - 03/2004 Péadiatrie im Stédtischen Klinikum Rosenheim bei Herrn Dr. med. T. Uhlig

Arzt im Praktikum / Assistenzarzt

Seit 05/2004 Assistenzarzt zur Weiterbildung zum Facharzt fiir Innere Medizin.
Stadtisches Klinikum Miinchen GmbH - Klinikum Neuperlach,
3. Medizinische Abteilung bei Herrn Prof. Dr. med. K.-D. Palitzsch



