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1 EINLEITUNG

Die Einwirkung bestimmter Fremd- und Umweltstoffe auf die Krebsentstehung im oberen
Aerodigestivtrakt wurde bisher durch vorwiegend epidemiologische und tierexperimentelle
Untersuchungen belegt. Fiir die Identifizierung von Gefahrenstoffen fiir den Menschen ist ein
Testsystem anzustreben, das an humanen Zielzellen DNA-Schédigungen darstellt, welche
iiber Mutation zu einer Tumorinitiation fithren konnen. Um mdglichst lebensnahe
Bedingungen zu schaffen, sollen diese Zellen im epithelialen Verbund Mehrfachexpositionen
mit potenziell mutagenen Substanzen sowie Reparaturintervallen ausgesetzt werden. Ein
Modell dieser Art ermoglicht die Identifizierung von Personengruppen mit erhohtem Risiko

fiir Krebsentstehung und leistet somit einen Beitrag zur Tumorprévention.

1.1 DNA-Schadigung und Reparatur

Das Uberleben eines Organismus ist abhiingig von der korrekten Uberlieferung genetischer
Informationen einer Zellgeneration an die nichste. Diese Ubermittlung verlangt hdchste
Prizision in der DNA-Replikation und Chromosomenverteilung. Ebenso wichtig ist die
Féhigkeit, induzierte DNA-Schidden zu tiiberleben und zugleich vererbbare Mutationen

moglichst gering zu halten [Zhou und Elledge, 2000].

Schidigung an der Erbsubstanz der Zellen kann sowohl endogen als auch exogen verursacht
werden. Spontan induzierter DNA-Schaden entsteht oft durch zelluldre Metaboliten. So ist die
Produktion freier Radikale als Nebenprodukt des aktiven Stoffwechsels hdufig mit oxidativer
DNA-Schidigung verbunden. Exogene Ursachen fiir Verdnderungen an der DNA der Zellen
dagegen stammen aus dem Umfeld des Menschen. Kiinstlich erzeugte Produkte, aber auch
natiirlich vorkommende Stoffe sind in der Lage, die DNA zu schiddigen. Exogene DNA-

Schiadigung wird mit dem Begriff Genotoxizitdt beschrieben.

Es gibt verschiedene Arten von DNA-Schiden. Abhédngig von der Art der Noxe werden
Einzelstrang- oder Doppelstrangbriiche, Deletionen, Aberrationen, Inter- und Intrastrang-

Crosslinks sowie Basenmodifikationen induziert.

Ein deutliches Beispiel fiir Auswirkungen genotoxischer Agenzien ist die starke Korrelation
zwischen UV-Exposition, Alkohol- oder Nikotinkonsum und der Entwicklung von
Krebserkrankungen der Haut, der Lunge oder des oberen Aerodigestivtraktes [Kripke, 1993].
Auch Fremdstoffe, denen Menschen in ihrer Umwelt und Arbeitsumgebung ausgesetzt sind,
sogenannte Xenobiotika, stellen exogene Quellen von DNA-Schidigung dar. Viele davon

stehen bei Ingestion oder Inhalation in unmittelbarem Kontakt mit der Schleimhaut des
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oberen Aerodigestivtraktes. Da diese Stoffe potenziell mutagenen Charakter besitzen, sind sie
als zusétzliche Risikofaktoren zu werten. Auf ihrem Weg in den Korper passieren feste,
fliissige oder fliichtige Stoffe zuerst die Mukosa dieser Region, werden dann an ihr

abgelagert, zum Teil iiber sie aufgenommen und umgesetzt.

Ubiquitdre Vertreter solcher Fremdstoffe sind Nitrosamine, welche in Nahrungsmitteln
[Boeing et al., 1993], in Tabakrauch [Hecht und Hoffmann, 1998; Abdel-Rahman und EI-
Zein, 2000], in Medikamenten [Brown, 1999] und in Kosmetika [Sommer und Eisenbrand,
1988] enthalten sind. Sie kommen aber auch in der Metall, Gummi und Leder verarbeitenden
Industrie vor und werden als leicht fliichtige Stoffe vor allem {iiber die Atemwege
aufgenommen [Tricker et al., 1989]. Eine vermehrte Exposition gegeniiber Nitrosaminen steht
mit einer erhdhten Sterberate infolge von Tumoren der Speiserdhre, der Mundhdhle und des
Schlundes in Zusammenhang [Straif et al., 2000].

Auch polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe werden den Xenobiotika zugeordnet.
Sie entstehen bei unvollstindiger Verbrennung organischen Materials. Durch ihr Vorkommen
in Lebensmitteln [Knize et al., 1999], im Tabakrauch [Smith et al., 2000] und in der Eisen
und Stahl verarbeitenden Industrie [Haguenoer et al., 1990] treten sie ebenfalls primér mit den
Zellen des oberen Aerodigestivtraktes in Kontakt.

Nach dauerhafter Exposition gegeniiber Nickel, Chromat, Teer oder Mineraldl konnen
Tumoren der Nase oder der Nasennebenhdhlen auftreten. Diese werden auch als
Berufskrankheit anerkannt [Berufskrankheitenverordnung, 1997]. AuBlerdem besteht eine
Assoziation zwischen Zementstaub, Lacken, Teerprodukten, Kiihlschmierstoffen, fossilen

Brennstoffen und Tumoren des Pharynx [Ubersicht in: Maier und Sennewald, 1994].

Auf zellulirer Ebene konnen durch Verletzung der DNA-Integritit Prozesse wie
Transkription und Replikation gehemmt werden, was ein Anhalten des Zellzyklus zur Folge
hat. Auch programmierter Zelltod und genomische Instabilitit werden dadurch hervorgerufen.
Verédnderte genetische Informationen fiihren im weiteren Verlauf der Karzinogenese iiber
Mutation und nachfolgender Transformation zu einer Tumorinitiation, Promotion und

Progression [Barrett, 1992].

Art und Umfang der DNA-Schidigung sind zunédchst abhingig von den zugrundeliegenden
Mutagenen und deren Schidigungsmechanismen. Eine Verletzung der DNA-Integritit wird
auf direktem oder indirektem Weg durch die Schadstoffe selbst oder deren Metaboliten
induziert. In der Biotransformation stellt die Phase-I-Reaktion eine Funktionalisierungs-

reaktion dar. Diese metabolische Verdnderung kann sowohl zu einer ,,Entgiftung® wie auch zu
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einer ,,Giftung® des Fremdstoffes fithren [van lersel et al., 1999]. Eine grofle Rolle spielen
dabei unter anderem die Enzyme des Cytochrom P450 Systems [Hong und Yang, 1997], die
Glutathion-S-Transferasen [Kihara et al., 1997] und die Alkoholdehydrogenase 3 [Coutelle et
al., 1997]. Neben zahlreichen anderen Einfliissen auf den Zellstoffwechsel konnen diese

Enzymsysteme aus Prokanzerogenen iiber Zwischenstufen ultimative Kanzerogene herstellen.

Die Balance des Lebens

4

intakte .defekte,

DNA- unvollstandige
.- Reparatur | i | DNA-Reparatur
Genetische Genetische
Stabilitat Instabilitat
A
Krebs, ;
vererbliche CE‘)gnetlsche
Krankheiten Ivergenz

Abbildung 1: Die Balance des Lebens. Uberleben erfordert ein genauestens ausbalanciertes Gleichgewicht
zwischen der Vermeidung von Mutationen durch DNA-Reparatur und anderen zelluldren Reaktionen auf DNA-
Schadigung, welche die genetische Stabilitét, die Bildung und Persistenz von Mutationen beeinflussen konnen
(Graphik nach Friedberg, 2001).

Neben der umweltbedingten Exposition gegeniiber Karzinogenen spielt auch die individuelle
DNA-Empfindlichkeit gegeniiber Schadstoffen, die Mutagensensitivitit, in der Risiko-
abschétzung fiir Krebserkrankung eine bedeutende Rolle [Markham et al., 1994]. Einen der
wichtigsten Faktoren stellt dabei die individuelle DNA-Reparaturaktivitit dar. Dies ist ein
ubiquitirer Schutz, der fiir das Uberleben einer Zelle und fiir die Erhaltung des normalen
Zellzyklus essentiell ist [Bohr et al., 1989; Hartwell und Weinert, 1989]. Um den Folgen einer
DNA-Schiadigung vorzubeugen, ist die Zelle mit komplexen Mechanismen der DNA-

Reparatur  ausgestattet. = Dabei  werden  kleinere = Basenmodifikationen  durch
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Basenexzisionsreparatur, sperrige und somit helixverzerrende Addukte aber vorwiegend
durch Nukleotid-Exzisionsreparatur entfernt. Die Mismatch-Reparatur dagegen eliminiert
falsch gepaarte Nukleotide [de Boer und Hoeijmakers, 2000]. Effektive DNA-Reparatur
schiitzt vor Auswirkungen genotoxischer Stoffe, wihrend eine Storung des Reparatursystems
Mutationsraten und genomische Instabilitidt ansteigen ldsst (Abb.1) [Berwick und Vineis,
2000]. Sowohl die Mutagensensitivitit als auch die Reparaturfahigkeit induzierter DNA-
Schiden, abhidngig von der Funktion komplexer Reparatursysteme, gehen auf endogene
Faktoren zuriick und sind individuellen Unterschieden unterworfen [Cloos et al., 1996; Cheng

et al., 1998].

Die meisten dieser Erkenntnisse basieren auf epidemiologischen Untersuchungen. Zur
experimentellen Evaluierung genotoxischer Stoffe werden hiufig Tiermodelle oder
Einzelzellkulturen eingesetzt. Letztere weisen aber sehr oft einen gidnzlich verdnderten oder
aufgehobenen Fremdstoffmetabolismus auf. Zudem basieren viele Resultate auf lediglich
einmaligen Expositionsphasen. Geeignete Methoden zur Simulierung anndhernd realer
Lebensbedingungen fehlen jedoch bislang. Anzustreben ist ein Modell, das auch Mehrfach-
oder Dauerexpositionen erlaubt und ergidnzend die Beobachtung des individuellen DNA-

Reparaturverhaltens ermoglicht.

1.2 Zellapoptose

Ein gesunder Organismus besteht vorwiegend aus differenzierten Zellen. Ein Teil davon ist
unersetzlich, ein anderer Teil wird jeweils nach Erfiillung der zellspezifischen Aufgaben
eliminiert. Wenn Zellen ihre Aufgabe nicht optimal ausfithren, kann dies katastrophale
Konsequenzen fiir den Organismus haben [Steller, 1995]. Der genetisch programmierte
Zelltod, die Apoptose, versucht dies zu verhindern. Hier erfolgt innerhalb weniger Stunden
der kontrollierte Abbau einer Zelle. Sie findet unter normalen physiologischen Bedingungen
wie bei Organinvolution, Fetal- und Embryonalentwicklung oder bei Differenzierung des
Immunsystems statt [Wyllie et al., 1980]. Auch in Tumorzellen finden sich apoptotische
Stadien, diese wachsen jedoch bei entsprechend gesteigerter Proliferation weiter. Zellen mit
nicht reparierten DNA-Schiden sowie virusinfizierte Zellen konnen durch Apoptose
eliminiert werden, wobei verschiedene membranstindige Rezeptoren die immunologisch

vermittelten Signale weitergeben [Nagata, 1997].

Morphologisch werden zu Beginn der Apoptose eine Verringerung des Zellvolumens sowie

Ausstiilpungen der Zytoplasmamembran beobachtet. Weitere Merkmale stellen die
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Chromatinverdichtung und die Schrumpfung des Zellkerns dar. Membranumschlossene
Vesikel beginnen, sich von der Zelle abzuschniiren. Ferner wird Apoptose durch eine Abfolge
biochemischer Vorginge charakterisiert [Allen et al., 1997]. Durch Aktivierung von Caspasen
werden zellabbauende Substrate ausgeschiittet. Die eintretende mitochondriale
Membranpermeabilitit fiihrt zu einem Verlust des transmembranalen Potenzials. Das
Phospholipid Phosphatidylserin verlagert sich von der Innen- auf die AuBenseite der
Plasmamembran [van Engeland et al., 1998]. Phagozytierende Zellen erkennen diese
Verdnderung und kénnen die apoptotische Zelle oder die membranumgrenzten apoptotischen
Korper zellgesteuert abbauen [Fadok et al., 1992]. SchlieBlich erfolgt nach einer irreversiblen
Aktivierung von calciumabhingigen Endonukleasen die Fragmentierung der DNA, was

ebenfalls als typisches Merkmal einer apoptotischen Zelle gilt [Darzynkiewicz et al., 1992].

ras)
m
=
™
=
=

MNekrose Apoptose

Abbildung 2: Zelltod durch Nekrose (duflere Einfliisse) und Apoptose (genetisch gesteuert). Nekrose ist mit
einer Schadigung der Zellmembran, der Freisetzung von Entziindungsmediatoren und dem Zellabbau durch
Makrophagen (M) verbunden. Bei Apoptose dagegen bleibt die Zellmembran intakt, apoptotische Koérperchen
schniiren sich von der Zelle ab und werden von Makrophagen (M) oder Neutrophilen (N) eliminiert. Quelle:
Boehringer Mannheim [1996].
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Benachbarte Zellen sind normalerweise nicht nachteilig betroffen. Unkontrollierte Apoptose
ist jedoch mit schwerwiegenden Folgen verbunden und bedeutet in nicht regenerierbaren
Zellen einen irreversiblen Funktionsverlust fiir den Organismus. Auch Zellen, die nach
Erflillung ihrer Funktion keiner Apoptose unterliegen, konnen sich fiir den Organismus
nachteilig auswirken. Eine exakte Regulation der Apoptose ist deshalb lebenswichtig fiir den

Menschen [Thompson, 1995].

Apoptose und Nekrose sind zwei wichtige Prozesse, die zum Tod einer Zelle fithren (Abb. 2).
Nekrose beschreibt das Zugrundegehen von Zellen durch &uBlere Einfliisse, z.B. durch
Strahlung, Verbrennung, Vergiftung oder mechanische Verletzung. Charakteristische
Merkmale von Nekrose sind Kondensation der Kernsubstanz, Anschwellen der Zellorganellen
und ein Platzen der Zelle. Durch Freisetzung von Stoffen aus dem Zytoplasma werden
Phagozyten angelockt, Zytokine produziert und eine Entziindungsreaktion hervorgerufen.
Wihrend der Apoptose dagegen lduft ein genetisch gesteuertes Programm ab, von dem nur
einzelne Zellen betroffen sind. Diese reagieren auf Signale, auch wenn sich der Ausloser
auBerhalb der Zelle befindet. Die Zellmembran bleibt unbeschiddigt und es tritt keine
Entziindungsreaktion ein. Infolge des sinkenden Volumens verliert die Zelle ihren Kontakt zu
den Nachbarzellen. Apoptose ist also der geordnete Abbau einer Zelle aus dem Inneren heraus

[Thornberry und Lazebnik, 1998].

Der apoptotische Zelltod ohne Entziindungsreaktion bietet daher eine gute Moglichkeit,
Apoptose von Nekrose zu unterscheiden. Andere hdufig verwendete Methoden sind die
Detektion von Phosphatidylserin an der Zelloberfliche iiber Annexin V-Bindung, der
Nachweis von DNA-Leitern und die Farbung von DNA-Fragmenten mit charakteristischen
Enden. DNA-Fragmentierung kann sowohl durch Apoptose als auch durch Fremdstoffe
hervorgerufen werden. Deshalb ist es bei genotoxikologischen Untersuchungen wichtig, den

aktuellen physiologischen Zustand der Zellen zu kennen.

1.3 Freisetzung von Zellbotenstoffen

Viele Zelltypen bilden und sezernieren Zellbotenstoffe zur Regulierung von wichtigen
biologischen  Vorgidnge wie Wachstum, Aktivierung, Entziindung, Immunitét,
Gewebereparatur und Morphogenese. Diese sogenannten Zytokine sind beteiligt am
Weiterleben, an der Proliferation und der Aktivierung reifer Entziindungszellen wie
Makrophagen, neutrophile und eosinophile Granulozyten. Ebenso wie Makrophagen und

Lymphozyten, die Primérquellen von Zytokinen darstellen, sind auch Fibroblasten,
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Epithelzellen und Endothelzellen zur in vitro Produktion solcher Mediatoren fahig [Smith et

al., 1990; Ohtoshi et al., 1991].

Die Epithelzellen der Atemwege stehen hédufig in Kontakt mit toxischen Agenzien, wie z.B.
Luftverunreinigung, Tabakrauch und bakteriellen Partikeln. Nasale und bronchiale
Epithelzellen sind zur Produktion und Freisetzung verschiedenster Zytokine fahig. Oft spielen
diese auch in Verbindung mit Atemwegsentziindungen eine Rolle, wie z.B. Interleukin 6
(IL-6), Interleukin 8 (IL-8), Granulozyten-Makrophagen-Kolonie stimulierender Faktor
(GM-CSF) und Tumor-Nekrose-Faktor o (TNF-a) [Cox et al., 1992; Devalia et al., 1993;
Becker et al., 1993]. Da das Epithel des Respirationstraktes als erstes Passageorgan bei
Inhalation oder Ingestion von Schadstoffen ein unmittelbares Zielorgan darstellt, tritt es
moglicherweise als initialer Vermittler von allergischen Entziindungsreaktionen auf. In
Untersuchungen von Boland et al. [1999] und Ohtoshi et al. [1998] zeigte sich nach
Inkubation mit Abgaspartikeln oder dem aromatischen Kohlenwasserstoff Benzo[a]pyren eine
Erhohung der GM-CSF Freisetzung von humanen Nasenepithelzellen. Zudem wurde in vivo
ein Anstieg der IL-6 und IL-8 Produktion nach hoher Sauerstoffexposition festgestellt
[Capellier et al., 1997]. Eine Vermehrung der Zytokinsekretion kann auf die Freisetzung
bereits existierender Zytokinspeicher oder auch auf die Proteinneubildung zuriickzufiihren
sein, welche meist mit gesteigerten Transkriptionsraten der Zytokingene verbunden ist
[Boland et al., 2000]. Obwohl die Nase ein priméres Kontaktorgan fiir Schadstoffe darstellt,
wurden bisher nur selten Untersuchungen an humaner nasaler Mukosa durchgefiihrt
[Schierhorn et al., 1997]. Ein Zusammenhang zwischen Exposition von Umweltschadstoffen

und Atemwegserkrankungen konnte bereits gezeigt werden [Devalia et al., 1993].

1.4 Mukosakulturen zur Evaluierung potenzieller Mutagene

In Untersuchungen der Karzinogenese des oberen Aerodigestivtraktes ist die Mukosa dieser
Region von besonderem Interesse, da sich ein Grofteil aller Tumoren aus diesen epithelialen
Zellen entwickelt. Auch gewinnt das Biomonitoring von umwelt- und arbeitsbedingter
Belastung sowie von Personen mit erh6htem Risiko fiir eine Krebsentwicklung immer mehr
an Bedeutung. Da jedoch der Ausschluss von zusitzlichen Faktoren, wie der Genuss von
Tabak oder Alkohol unter Beriicksichtigung weiterer Xenobiotika-Expositionen, sehr
schwierig zu realisieren ist, ermoglichen in vivo Untersuchungen die Darstellung von Art und
Menge des zu untersuchenden Fremdstoffs oft nur teilweise. Bei in vitro Modellen dagegen
ist die Moglichkeit der Standardisierung gegeben und daher die Abschétzung des in vivo

Potenzials von genotoxischen Stoffen in humanen Zellkultursystemen sinnvoll. Bisher
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wurden dafiir Einzelinkubationen separierter Mukosazellen oder Lymphozyten in
verschiedenen in vitro Modellen eingesetzt [Pool-Zobel et al., 1994; Harréus et al., 1999;

Kleinsasser et al., 2000a].

Kulturen enzymatisch aufgetrennter Epithelzellen des Aerodigestivtraktes entwickeln
reprasentative Eigenschaften fiir natives Gewebe. Sie zeigen aber nur zum Teil die mukosalen
Zellpopulationen, die in vivo zu sehen sind, denn die Basalmembran und das darunter
liegende Stroma fehlen oft. Anteile dieser Basalmembran sind aber sowohl fiir das Wachstum
als auch fiir die Differenzierung von respiratorischem Epithel in vitro essentiell [van Scott et
al., 1991; Chevillard et al., 1991]. Die in vitro Kultivierung in Monolayerkulturen ist oft mit
dem Verlust der Zilienfunktion bzw. einer Dedifferenzierung der Epithelzellen verbunden
[Ziegelaar et al., 2002] AuBerden kann auf diesem Weg auch nur ein partielles oder sogar
irrefiihrendes Bild verschiedener Stoffwechselvorgédnge, wie z.B. der Entziindungsantwort in
der Mukosa, vermittelt werden [Schierhorn et al., 1999]. Einzelzellkulturen weisen im
Vergleich zu Zellen im Gewebeverbund einen verdnderten Fremdstoffmetabolismus mit
unterschiedlichen DNA-Sensitivitdten und Reparaturmechanismen auf [DeLeve et al., 1997;
Teissier et al., 1998]. Die Hohe des DNA-Schadens nach einmaliger Exposition von
Einzelzellen kann nicht die komplexe in vivo Situation aus stindiger DNA-Schidigung und
Reparatur darstellen. Ein in vitro Modell soll die Moglichkeit geben, wiederholte
Inkubationen von potenziell genotoxischen Stoffen an humanen Zielzellen in ihrer
epithelialen Form und Umgebung durchzufiihren, so dass Xenobiotika in einer repetitiven Art
einwirken konnen. Ein Modell dieser Art stellen Miniorgankulturen humaner nasaler Mukosa
dar [Kleinsasser et al., 2001], modifiziert nach einer auf Steinsvag et al. [1991] basierenden

Methode an adenoidem Gewebe.

In vivo nahe Bedingungen sind bei dreidimensionalen Organkulturen in besonderer Weise
verwirklicht. Im Gegensatz zu anderen Primérkulturen konnen sie histologisch differenzierte
Zellen erhalten, denn sie dhneln der Architektur von in vivo Organen. Durch die Integritét der
Zellen in ihrem organspezifischen Verbund gelingt es, eine natiirliche und dem lebenden
Organismus dhnliche Situation herzustellen [Fjellbirkeland et al., 1996]. Dieses System bietet
die Moglichkeit, detaillierte Experimente an verschiedenen Mechanismen in Verbindung mit

epithelialem Zellwachstum, mit Differenzierung und Reparatur durchzufiihren.
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1.5 Fragestellung

Mogliche schidigende Einfliisse durch Arbeits- und Umweltstoffe auf das Erbgut der Zellen
sind im Zusammenhang mit einer Karzinomentstehung von besonderem Interesse. Bei
Ingestion und Inhalation von Fremdstoffen fungiert der obere Aerodigestivtrakt als erstes
Kontaktorgan und stellt somit die Zielzellen einer moglichen DNA-Schiddigung. Viele
etablierte Untersuchungen zur Toxizitdt und Genotoxizitit finden an Tiermodellen sowie an
humanen Einzelzell- oder Monolayerkulturen statt. Hierbei ergeben sich jedoch Probleme
durch die ungesicherte Ubertragbarkeit auf den Menschen, durch den Verlust der strukturellen
Integritit des nativen Epithels oder durch einen verdnderten Fremdstoffmetabolismus. Daher

werden in der vorliegenden Arbeit folgende Fragestellungen behandelt:

e Bietet ein dreidimensionales Miniorgankulturmodell humaner nasaler Mukosazellen die
Moglichkeit der Charakterisierung potenzieller Gefahrenstoffe in einer in vivo nahen

Situation?

e Bleiben die Miniorgankulturen wéhrend einer zweiwdchigen Kultivierung auch strukturell

intakt oder zeigen sich Hinweise fiir eine Nekrose?

e Welchen Effekt haben mehrfache Fremdstoffexpositionen oder Reparaturphasen auf die

DNA-Integritit der als Organ kultivierten Mukosazellen?

e Beeinflusst wiederholte Fremdstoffexposition die Vitalitdt und die Apoptoseinduktion in

den Zellen kultivierter Miniorgane?

e Wird durch die Kultivierung oder durch die Fremdstoffexposition an humanen

Miniorganen eine Entzlindungsreaktion hervorgerufen?

e I[st es moglich, anhand unterschiedlicher Untersuchungsmethoden die individuelle
Reparaturkapazitit an humanen Lymphozyten darzustellen und Personen mit erhdhter

Mutagensensitivitéit zu identifizieren?

e Ist die Aussagekraft von FEinzelzell-Mikrogelelektrophorese und Mikrokerntest

vergleichbar?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Kultivierung humaner Mukosa als Miniorgane

Miniorgane humaner nasaler Mukosa werden elf Tage lang kultiviert und bis zu dreimal
fremdstoffexponiert. Vitalitdts- und histologische Untersuchungen sollen iiber die gesamte
Kulturdauer die Aktivitit und die strukturelle Integritit der Miniorgane iiberpriifen.
Zytokinbestimmungen erfolgen wihrend der Kultivierung und der Fremdstoffexposition. Die
Untersuchung genotoxischer Effekte der eingesetzten Fremdstoffe, einer dadurch induzierten
Apoptose oder eines Vitalitdtsverlusts erfolgen nach Auftrennung der Miniorgane in

Einzelzellen (Abb. 3).

histologische
Untersuchungen

T

Miniorgankulturen

Zytokin- y Vitalitat
produktion Kultivierung
und
Fremdstoffexposition
Isolierung von Einzelzellen
DNA-Schadigung Apoptose

Vitalitat

Abbildung 3: Ubersicht der Untersuchungen an Minorgankulturen humaner nasaler Mukosa. Wihrend der
Kultivierung der Miniorgane werden Untersuchungen zu Histologie, zur Zytokinproduktion und zur Vitalitit
angestellt. Nach Fremdstoffexposition werden die separierten Zellen der Miniorgankulturen hinsichtlich DNA-
Schadigung, Vitalitat und Apoptose untersucht.
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211 Gewinnung der nasalen Mukosa

Die verwendete Schleimhaut stammt von Teilresektionen der unteren Nasenmuscheln
(Conchotomie) aus der Klinik und Poliklinik fiir Hals-, Nasen- und Ohrenkranke der Ludwig-
Maximilians-Universitdt Miinchen. Indikation fiir eine Conchotomie war in der Regel eine
Behinderung der Nasenatmung. Um iiberschieBenden Schwellungszustinden vorzubeugen,
wurde der untere freie Schleimhautrand der Concha nasalis inferior reduziert. Die 23 Spender
(Anamnesen sieche Anhang, Tab. 19) wurden entsprechend einem Ethikkommissionsantrag
(Nr. 104/98 und 073/00) iiber die wissenschaftliche Verwendung der Proben prioperativ
aufgeklirt. Die Priaparate wurden in physiologischer Kochsalzlosung ins Labor transportiert.

Die Zeitdifferenz zwischen Operation und Versuchsbeginn betrug ein bis zwei Stunden.

21.2 Praparation der Mukosastiicke

Die Schleimhautresektate der Nasenmuscheln wurden mit einem Skalpell von anhdngendem
Gewebe abpripariert und in Stiickchen von ca. 1 mm Kantenldnge geschnitten. Nach
dreimaligem Waschen in Bronchial Epithelial Cell Growth Medium (BEGM; Promocell,
Heidelberg), das mit Bovine Pituitary Extract, Epidermal Growth Factor, Insulin, Hydro-
cortison, Epinephrin, Triiodthyronin, Transferrin und Retinoic Acid (Promocell) versetzt war,

wurden sie auf zuvor agarbeschichtete 24-Well-Platten gebracht (Falcon, Heidelberg).

213 Kulturbedingungen

Die Multiwellplatten waren mit sterilem 0,75 % Agar Noble (DIFCO-Laboratories, Detroit,
USA) beschichtet. Der Agar war in Dulbeccos’s Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco-
Lifetechnologies, Eggenstein) gelost und mit nicht essentiellen Aminosduren
(1,1 pl/ml), Streptomycin (1,8 pul/ml) und Amphotericin B (3,6 ul/ml; Gibco Lifetechnologies,
Eggenstein) supplementiert. Pro Ansatz wurde ein Mukosastick in 250 ul BEGM
herangezogen. Die Kultivierung erfolgte im Brutschrank (Heraeus, Hanau) bei 37 °C, 5 %
CO; und 100 % Luftfeuchtigkeit. Das BEGM wurde nach zwei Tagen, die agarbeschichtete
Multiwellplatte nach jeder Fremdstoffexposition gewechselt. Die Dauer der Kultivierung
betrug 11 Tage. Bei Mediumwechsel in 48-stiindigem Intervall wurde an den Kulturtagen 2,
7, 9 und 11 der Uberstand aller Parallelansitze gesammelt, eingefroren und bis zur
Zytokinbestimmung bei —80 °C aufbewahrt. Die Vitalitit der Miniorgane wurde fortwihrend
iiber die Beobachtung des Zilienschlages durch ein inverses Mikroskop (DMIRB, Leica,
Heerbrugg) kontrolliert.
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2.2 Histologische Untersuchungen

221 Herstellung der Praparate

Zur Fixierung wurden die Miniorgane nach 3, 7, 9 und 11 Tagen Kulturdauer vorsichtig, ohne
das Gewebe zu verletzen, in 5 ml 4 % Formaldehydlosung (Fischar, Saarbriicken) tiberfiihrt.

Die Préparate verblieben zwischen 4 und 40 Tagen in der Losung.

Die fixierten Miniorgane wurden in  gekennzeichnete  Plastikkassetten  mit
Einbettungsschwiammen (Merck, Darmstadt) geordnet und drei Stunden lang unter
flieBendem Leitungswasser gewaschen, um das Fixierungsmittel zu entfernen. Es folgte die
Entwisserung der Prédparate in aufsteigender Alkoholreihe. Dazu wurden die Kassetten
jeweils fiir drei Stunden in 50 %, 70 %, 96 % und zweimal in 100 % Ethanol gegeben. Zur
Eliminierung des Alkohols wurden die Proben fiir je zwei Stunden in zwei Portionen
Methylbenzoat (Merck, Darmstadt) als Intermedium, dann fiir zwei Stunden in Benzol
(Merck, Darmstadt) autbewahrt. Schlielich durchtridnkten die Préparate erst eine Stunde lang
in einer bei 30 °C gesittigten Losung von Paraffin (Serva, Heidelberg) in Benzol, bevor man
sie fir zwei Stunden in ein Paraffinbad (Daglef Patz, Wankendorf) mit
56-58 °C iibertrug. In einem Gieflschédlchen wurden sie mit heilem Paraffin tiberschichtet und
zu einem Block verarbeitet. Nach dem Erkalten entfernte man den Paraffinblock aus der

Giefliform [Romeis, 1989].

Die ausgegossenen Priparate wurden nach dem Erstarren in die Halterung eines
Schlittenmikrotoms (Reichert-Jung, Kiel) gespannt. Mit einem C-Messer wurden die
eingebetteten Proben in einer Dicke von 5-10 pm geschnitten und in ein Streckbad (Reichert-
Jung, Kiel) mit 37 °C {iibertragen. Hierdurch streckte sich der Schnitt und befreite sich von
Falten. Danach wurden die Préparate mit einer Nadel auf saubere und fettfreie Objekttrager

aufgezogen, in Kiivetten sortiert und im Brutschrank (37 °C) bis zum Farben aufbewahrt.

Zum Herauslosen des Paraffins trdnkte man die Schnitte nach dem vdlligen Trocknen fiir
flinf Minuten in Neoclear (Merck, Darmstadt) und iiberfiihrte sie anschlieend iiber eine
absteigende Alkoholreihe (2 x 100 %, 2 x 96 %, 2 x 70 % Ethanol) in Aqua bidest.. In jeder
dieser Fliissigkeiten sollten sie drei bis fiinf Minuten verbleiben, bevor sie gefdrbt und

eingedeckt wurden.
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2.2.2.42.2.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die entparaffinierten Schnitte wurden zweimal je drei Minuten in Aqua bidest. gewaschen
und danach fiir fiinf Minuten in Hdmatoxylin-Losung (0,1 %; Merck, Darmstadt) inkubiert.
Anschlieflend erfolgte ein Spiilen erst unter flieBendem Leitungswasser, dann in Aqua bidest..
Mit Eosin (Merck, Darmstadt) wurden sie eine Minute lang gegengefarbt. Nachdem sie
wiederum zweimal mit Aqua bidest. gewaschen worden waren, begann die Dehydrierung in
aufsteigender Alkoholreihe (je drei Minuten in 70 %, 96 %, 2 x 100 %). Anschlieend wurden
sie fiir drei Minuten in Neoclear (Merck) iiberfithrt und mit Eukitt (Klinikapotheke, LMU
Miinchen) eingedeckt.

Bei dieser Farbung nimmt das Zytoplasma verschiedene Rottone an, Zellkerne erscheinen

blauschwarz, Erythrozyten orangerot und Fibrin pinkfarben.

223 Beurteilung der Ergebnisse

Die Préiparate wurden unter dem Lichtmikroskop (Leica, Heerbrugg, Schweiz) betrachtet und
hinsichtlich ihrer Epithelialisierung und Struktur bewertet. Zur Dokumentation wurden die
Schnitte der Miniorgankulturen an den einzelnen Untersuchungstagen mit einer

Spiegelreflexkamera (Minolta, Osaka, Japan) fotografiert.

2.3 Fremdstoffexposition, Zellseparation und

Vitalitatsmessung

231 Fremdstoffexposition

Nach 7 Tagen Kulturdauer wurden die Miniorgane erstmals mit den zu untersuchenden
Substanzen N-Nitrosodiethylamin (NDEA; Sigma, Steinheim; 50 mM), Benzo[a]pyren-7,8-
dihydrodiol-9,10-epoxid (BPDE; Midwest Research Institute, Kansas, USA; 9 uM) oder
Natriumdichromat (Na,Cr,O7; Sigma; 1 mM) inkubiert. Als Negativkontrolle diente Medium
(BEGM), als Positivkontrolle N-Methyl-N “nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG; Aldrich,
Milwaukee, USA; 0,0035 mM). Pro Substanz und Testzeitpunkt wurden drei Mukosa-
fragmente kultiviert. Die Dauer der Fremdstoffexposition betrug eine Stunde und fand bei
37 °C im Schiittelwasserbad statt. Zu 250 pl Kulturmedium wurden 25 pl der Substanz in

entsprechender Konzentration gegeben.
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Fremdstoffexposition von Miniorgankulturen

Tag 1-7 Kultivierung
Tag 7 1. Fremdstoffexposition

24 Stunden

Reparatur
Tag 8

VITALITATSTEST

Tag 9 83 2. Fremdstoffexposition

24 Stunden

Reparatur

MIKROGEL-

Tag 10 ELEKTROPHORESE
Tag 11 3. Fremdstoffexposition

/

Abbildung 4: Schema fiir Fremdstoffexposition von Miniorgankulturen. Die Miniorgane werden an den
Kulturtagen 7, 9 und 11 fiir eine Stunde fremdstoffexponiert. Unmittelbar nach der Exposition wird ein Teil
davon dem Vitilitatstest und der Mikrogelelektrophorese zugefiihrt. Ein anderer Teil wird weiterkultiviert und
nach 24 Stunden Reparatur ebenfalls o.g. Untersuchungen zugefiihrt.
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Nach der Inkubation wurden die Uberstinde abgesaugt und die Miniorgane zweimal mit
250 pl BEGM gewaschen, bevor sie entweder auf eine neue Platte gesetzt oder in
Einzelzellen separiert wurden. Jeweils drei Miniorgane pro Substanz wurden sofort der
Zellseparation und anschlieBend der Genotoxizititsuntersuchung (Mikrogelelektrophorese)
sowie dem Vitalititstest zugefiihrt. Die iibrigen wurden auf neue, agarbeschichtete Platten mit
250 pl Medium pro Well gebracht und weiterhin in Kultur gehalten. Nach 24 Stunden wurden
weitere drei Kulturen pro Substanz in Einzelzellen iiberfiihrt, um die DNA-Schédigung nach
24-stiindiger Reparatur bzw. Regeneration zu messen. Am 9. Tag erfolgte die 2. Inkubation
mit den Testsubstanzen, zu gleichen Bedingungen wie am 7. Tag. Drei Organkulturen wurden
nach der Inkubation wieder in Einzelzellen separiert, die restlichen auf frische Kulturplatten
gesetzt. Wie bereits fiir Tag 8 beschrieben, wurde auch an Tag 10 die Reparatur der gesetzten
DNA-Schiden untersucht. Am 11. Tag wurden die verbleibenden Miniorgankulturen ein
drittes Mal inkubiert und in Einzelzellen separiert, um der Mikrogelelektrophorese zugefiihrt

werden zu konnen (Abb. 4).

23.2 Isolierung der Zellen aus dem Epithelverbund

Die Isolierung der Zellen erfolgte durch 45-miniitige Inkubation in einem Enzymmix nach
Pool-Zobel et al. [1994], bestehend aus 5 mg/ml Protease (Sigma, Steinheim), 1 mg/ml
Hyaluronidase (Boehringer, Mannheim) und 1 mg/ml Kollagenase P (Boehringer) in BEGM
gelost. Jeweils zwei Miniorgane wurden in einem Reaktionsgefdl in 600 pl Enzymmix
45 Minuten lang im Schiittelwasserbad bei 37 °C inkubiert. Durch kurzes Riitteln mit einem
Minishaker (MS1, IKA, Wilmington, USA) wurden die geldsten Zellen vom
bindegewebehaltigen Kern getrennt. Mit einer sterilen Kaniile konnte dieser Kern aus dem
Gefall entfernt werden. Die Zugabe von 600 ul FCS (fotales Kailberserum, Gibco
Lifetechnologies, Eggenstein) neutralisierte die Enzyme und verhinderte eine Verklumpung
der Zellen. Die Zellsuspension wurde bei 800 U/min fiinf Minuten zentrifugiert. Nach
Abpipettieren des Uberstandes wurden 1000 ul kaltes PBS (Phosphate Buffered Saline, Gibco
Lifetechnologies) zugegeben, der Gefdlinhalt durchmischt und erneut bei 800 U/min
zentrifugiert. Dieser Waschvorgang wurde wiederholt. AnschlieBend wurde der Uberstand
verworfen und das Zellpellet fiir die Mikrogelelektrophorese oder zur Vitalititsbestimmung

weiter verwendet.
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233 Bestimmung der Vitalitat

Die Messung der Vitalitdt erfolgte iiber den Trypanblau-Ausschlusstest [Phillips, 1973].
Unmittelbar vor der Messung vermischte man ein Aliquot der Zellsuspension mit Trypanblau-
Losung. Ein Tropfen dieser Suspension wurde in einer Neubauer-Zahlkammer ausgewertet.
Vitale Zellen farben sich aufgrund der intakten Zellmembran nicht. Avitale Zellen erscheinen
dagegen blau, da der Farbstoff durch die bereits geschiddigte Membran eindringen kann.

Ermittelt wurde der Prozentsatz vitaler Zellen aus 16 Kleinquadraten.

24 Untersuchung der DNA-Schadigung

241 Grundlagen der Methode

Die alkalische Version der Einzelzell-Mikrogelelektrophorese (Comet Assay) ist ein
Verfahren zum Nachweis von DNA-Schéden an Einzelzellen. Hierbei werden i{iberwiegend
Einzelstrangbriiche, alkalilabile Stellen und inkomplette Exzisionsreparaturvorginge darge-
stellt. Nach Lysierung der Membranen und somit Freilegung der DNA innerhalb einer
Agaroseschicht folgt eine Alkali-Behandlung, die eine Entwindung der DNA-Helixstruktur
ermoglicht. Nach elektrophoretischer Auftrennung und Anférbung der gewanderten, indu-
zierten DNA-Fragmente ist es moglich, anhand der Migrationsstrecke und der Fluoreszenz-

intensitdt im Schweif des Kometen das Ausmal} eines DNA-Schadens zu quantifizieren.

242 Fixierung der Zellen auf Objekttragern

Um eine bessere Haftung der Zellen auf den Objekttragern zu gewihrleisten, wurden diese
vorpripariert. Nach Markierung der an den Langsseiten mattierten Objekttriger (Langen-
brinck, Emmendingen; 24 x 70 mm) wurde eine erste Agaroseschicht aufgetragen, die aus
85 ul einer 0,5 % Normal Melting Agarose (FMC Bio Products, Rockland, USA) bestand.
Durch Abdecken mit einem Glas der Stirke O (Langenbrinck) verteilte sich die Agarose

homogen. Nach dem Antrocknen der Agarose wurden die Objekttriger weiter verwendet.

Das Zellpellet wurde in 75 pl 0,7 % Low Melting Agarose (FMC Bio Products)
aufgenommen und als zweite Schicht auf die vorbereiteten Objekttriger aufgetragen, mit
einem Deckglas versehen und auf eine gekiihlte Metallplatte gelegt. Eine dritte
Agaroseschicht (85 pl, 0,7 %) diente zur vollstandigen Einbettung der Zellen. Nachdem sich

die beiden letzten Schichten verfestigt hatten, wurde das Glas vorsichtig abgezogen.
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243 Lysierung von Zell- und Kernmembran

Zur Freilegung der DNA fiir die anschlieBende Elektrophorese wurden Zell- und
Kernmembranen der eingebetteten Zellen mindestens eine Stunde lang bei 4 °C lysiert. Dazu
stellte man die Objekttrager vertikal in eine Farbekammer, die mit 100 ml einer frisch
angesetzten Lyselosung gefiillt war (2,5 M NaCl, 100 mM Na,EDTA, 1% N-Lauroyl-
sarcosinsalz, 10 mM Trisma-Base, 1 % Triton-X und 10 % DMSO, pH 10).

244 Elektrophoretische Auftrennung der DNA

Nach Auflosung der Membranen wurden die Objekttrager aus der Lyselosung
herausgenommen, die Restlosung vorsichtig abgewischt und horizontal anodenwirts in eine
wassergekiihlte Elektrophoresekammer (Renner, Dannstadt) gelegt. Bis zu ihrer vollstindigen
Bedeckung wurde ein auf 4 °C temperierter Elektrophoresepuffer (300 mM NaOH, 1 mM
NaEDTA, pH 12) nachgefiillt. Nach 20 Minuten alkalischer Denaturierung und
Entspiralisierung der DNA wurde die FElektrophorese gestartet (25V, 300 mA).
Substanzinduzierte DNA-Fragmente konnten nun im elektrischen Feld in Richtung Anode
wandern. Nach 20 Minuten wurden die Objekttrager aus der Kammer genommen und auf
einer Farbebriicke dreimal im Abstand von fiinf Minuten mit 400 mM Trisma-Base
neutralisiert. AbschlieBend wurden alle mit 75 pl des DNA-bindenden Fluoreszenzfarbstoffs
Ethidiumbromid (Sigma, Steinheim; 50 uM) angefarbt und in angefeuchteten,
lichtgeschiitzten Objekttragerkésten bis zur Auswertung aufbewahrt.

245 Digitale Analyse der DNA-Migration

Die Auswertung der angefiarbten DNA auf den Objekttrigern erfolgte mit einem DMLB
Fluoreszenzmikroskop (Leica, Heerbrugg, Schweiz) und einer daran gekoppelten CCD-

Kamera mit digitaler Bildverarbeitung (Komet 3.1, Kinetic Imaging' ™, Liverpool, GB).

Abhidngig vom Ausmal} der induzierten Strangbriiche zeigen die DNA-Fragmente im
elektrischen Feld verschiedene Migrationsmuster. Je stirker die Schadigung, desto schneller
und somit weiter wandern die DNA-Fragmente im elektrischen Feld. Daraus resultiert ein
kometendhnliches Bild, mit weitgehend ungeschédigter DNA im Kopf und geschéadigter DNA
im Schweif des Kometen (Abb. 5). Um das Ausmall der DNA-Schddigung zu beschreiben,
wurde der Olive Tail Moment (OTM) eingesetzt. Dieser gibt das Produkt aus der mittleren

DNA-Wanderungsstrecke und dem Anteil der DNA im Kometenschweif in Relation zur
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Gesamt-DNA einer Zelle an [Olive und Banath, 1993]. So kann eine quantitative Aussage

iiber die DNA-Fragmentierung getroffen werden. Ublicherweise wird der OTM ohne Einheit

angegeben.
CO Abbildung 5: Schematische Darstellung eines Kometen.
Im Kopf des Kometen befindet sich weitgehend intakte
} } | DNA, im Schweif die im elektrischen Feld gewanderte,
Kopf  Schweif fragmentierte DNA.
2.5 Untersuchungen zur Apoptose

2.5.1 Grundlagen der Methode

Mit dem Annexin V-Test kann man frithe Apoptose von spéter Apoptose und von Nekrose
unterscheiden. Die Verlagerung von Phosphatidylserin, einem Phospholipid auf der
Innenseite der Plasmamembran, auf die AuBenseite ist ein frithes Ereignis im Ablauf der
Apoptose. Das Zelladhdsionsprotein Annexin V kann an das Phosphatidylserin binden, falls
sich dieses bereits auf der MembranaufBenseite befindet (Abb. 6). Das verwendete Annexin V
ist mit einem Fluoreszenzmarker gekoppelt. Innerhalb kurzer Zeit kann man frithe Apoptose
mikroskopisch oder zytometrisch quantifizieren. Eine zusétzliche Gegenfarbung der DNA mit
Propidiumiodid ist wichtig, um frith-apoptotische Zellen mit intakter Membran von spéit-
apoptotischen oder nekrotischen Zellen zu unterscheiden. Diese farben sich aufgrund der
beschidigten Membran mit Propidiumiodid an. Ist die Plasmamembran zerstort, bindet

Annexin V auch im Zellinnern und liefert falsch positive Signale [van Engeland et al., 1998].

Annexin V-FITC .

¥ rI Apoptose

- -Zy-toplésfha -

B ' S B M G A P AR )
r') ‘L‘(‘r; 9 \f\; \)L\(I;{ Verlagerung von
L Phosphatidylserin
o A auf die AuRenseite
Plasma- |1} ' ®
membran | H ‘ | "l ‘ |
|

Zytoplasma

Abbildung 6: Verlagerung von Phospatidylserin auf die AuBenseite der Plasmamembran wihrend der
Apoptoseinduktion. Quelle: Clontech [1996].
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2.5.2 Praparation und Farbung der Zellen

Das durch die Separation der Miniorgane erhaltene Zellpellet wurde in 200 ul Waschpuffer
(Clontech, Palo Alto, USA) resuspendiert und bei 800 U/min fiinf Minuten zentrifugiert.
Nach Entfernen des Uberstandes wurden die Zellen erneut in 200 pl Waschpuffer
aufgenommen und 5 pl FITC- (Fluoreszeinisothiocyanat) markiertes Annexin V (Clontech)
sowie 10 ul Propidiumiodid (Clontech) zugesetzt. Nach kurzem Durchmischen folgte unter
Lichtausschluss eine 10miniitige Inkubation bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurden 50 pl
der Zellsuspension auf einen beschrifteten Objekttriger aufgebracht, mit einem Deckglas

versehen und unter dem Licht- bzw. Fluoreszenzmikroskop (DMLB, Leica) ausgewertet.

253 Auswertung

Zur Auswertung wurden 100 Zellen herangezogen. Der erste Schritt bestand aus der
Bestimmung der Zellzahl eines Bildausschnittes im Durchlicht. Als néchstes wurde im
gleichen Bildausschnitt unter blauem Fluoreszenzlicht (Filter: 13; 450-490 nm) die Anzahl
griin- oder rotfluoreszierender Zellen analysiert. Nach Auswertung von 100 Zellen wurde der
Anteil frith-apoptotischer Zellen (griin, Phosphatidylserin an Membranauflenseite) und spat-

apoptotischer oder nekrotischer Zellen (rot, Membranschadigung) erfasst.

2.6 Untersuchungen zur Zytokinproduktion

2.6.1 Grundlagen der Methode

Die Zytokinkonzentrationen wurden aus dem Uberstand der Miniorgankulturen mittels

ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) festgestellt (Abb. 7).

Die Wells einer Mikrotiterplatte sind mit dem fiir das Zytokin spezifischen monoklonalen
Antikorper beschichtet. Proben, Standards und Kontrollen werden in die Wells pipettiert und
anschlieBend der biotinylierte, monoklonale sekundére Antikorper zugegeben. Wéhrend der
ersten Inkubation bindet das spezifische Antigen gleichzeitig an den immobilisierten
Antikorper auf der Platte und an den biotinylierten in der Losung. Nach Entfernen des
iiberschiissigen zweiten Antikorpers wurde das Enzym Streptavidin-Peroxidase zugegeben.
Dieses heftet sich an den biotinylierten Antikdrper. Nach der zweiten Inkubation und dem
Entfernen des iiberschiissigen Enzyms wurde eine Substratlosung beigefiigt, welche {iber das
gebundene Enzym farbig reagiert. Die Farbintensitit dieses Produkts ist direkt proportional

zur Konzentration des Zytokins, das in der Probe vorhanden ist.



2 Material und Methoden 23

mit spez. Antikérper
beschichtete Platte

Proben, Standards

sekundéarer Antikérper,

Biotin-markiert
(5%
ffff f— Streptavidin-Peroxidase

EEEE Enaym.Substa

Farbumschlag

FrEy]

Abbildung 7: ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) zur Bestimmung der Zytokinkonzentration. Die
Platte ist mit dem spezifischen Antikorper beschichtet. Nach Zugabe der dargestellten Reagenzien werden die
nichtgebundenen Molekiile weggewaschen. Die Intensitit des Farbumschlags ist ausschlaggebend fiir die in der
Probe enthaltene Zytokinmenge.

2.6.2 Vorbereitung der Reagenzien und Proben

Alle Reagenzien (Biosource, Nivelles, Belgien) mussten erst Raumtemperatur erlangen, bevor
sie verwendet werden konnten. Zuerst wurden 50 ml des 25-fach konzentrierten Waschpuffers
(Biosource) in 1250 ml Aqua bidest. gelost. Das 100-fache Streptavidin-Peroxidase-
Konzentrat (Biosource) wurde ebenso in entsprechendem Puffer verdiinnt (120 pl in 12 ml).
Zur Herstellung des Standardkonzentrats wurde der lyophilisierte humane Interleukin-8
(hIL-8) Standard (Biosource) in 1040 pul bzw. der humane Granulozyten-Makrophagen-
Kolonie-stimulierende Faktor (hGM-CSF) Standard (Biosource) in 930 pl Standardpuffer
(Biosource) gegeben und vermischt. Nun wurden die Konzentrate fiir eine Standardkurve
verdiinnt (Tabelle 1 und 2). Standardpuffer und entsprechende Standards wurden in ein
beschriftetes Reaktionsgefdll pipettiert und gut gemixt, bevor diese Losung fiir die néchste

Konzentration verwendet wurde.
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Tabelle 1: Pipettierschema fiir das Ansetzen der Standardkurve fiir IL-8.

Standard Konzentration Vorlage Standardpuffer
8 1000 pg/mi 100 yl Konzentrat 900 pl
7 500 pg/ml 300 ul Standard 8 300 pl
6 250 pg/ml 300 pl Standard 7 300 pl
5 125 pg/mi 300 pl Standard 6 300 pl
4 62,5 pg/ml 300 pl Standard 5 300 pl
3 31,2 pg/ml 300 pl Standard 4 300 pl
2 15,6 pg/mi 300 pl Standard 3 300 pl
1 0 pg/mi 300 pl
Tabelle 2: Pipettierschema fiir das Ansetzen der Standardkurve fiir GM-CSF.
Standard Konzentration Vorlage Standardpuffer
8 250 pg/ml 25 ul Konzentrat 575 pl
7 125 pg/mi 300 pl Standard 8 300 pl
6 62,5 pg/ml 300 pl Standard 7 300 pl
5 31,2 pg/ml 300 pl Standard 6 300 pl
4 15,6 pg/ml 300 pl Standard 5 300 pl
3 7,8 pg/ml 300 ul Standard 4 300 ul
2 3,9 pg/ml 300 ul Standard 3 300 pl
1 0 pg/mi 300 pl

Nachdem die eingefrorenen Proben aus den Miniorgankultur-Uberstinden Raumtemperatur
erreicht hatten, wurden sie gut vermengt. Fiir die IL-8 Bestimmung wurden sie auf einer

separaten, nicht proteinbindenden 96-Well-Platte (Nunc, Wiesbaden) mit Standardpuffer

(Biosource) im Verhiltnis 1:50 verdiinnt, gemischt und mit Klebestreifen bis zur weiteren

Verwendung verschlossen. Die Proben fiir die Bestimmung des GM-CSF wurden unverdiinnt

eingesetzt.
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2.6.3 Durchfiihrung des Tests

Auf jeder Platte wurden zwei Wells als Leerwerte freigelassen. Sowohl fiir die Standards als
auch fiir die verdiinnten Proben wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Dadurch konnten

pro Platte neben den acht Standardkonzentrationen weitere 39 Proben bestimmt werden.

50 ul der Standards bzw. der Proben wurden auf die vorgesehenen Wells der ELISA-Platte
pipettiert, Probennummer und Plattenposition notiert. Nach Zugabe von 50 ul biotinyliertem
anti-hIL-8 Konjugat (Biosource) bzw. anti-hGM-CSF Konjugat (Biosource), jedoch nicht in
die Leerwertansitze, erfolgte eine 90-miniitige Inkubation bei Raumtemperatur. Nach
Dekantieren der Platte wurden alle Wells mit 300 ul Waschpuffer (Biosource) gefiillt. Dieser
Waschvorgang war insgesamt viermal durchzufiihren. In jedes Well - die Leerwertansitze
ausgenommen - wurden nun 100 pl Streptavidin-Peroxidase (Biosource) pipettiert und
30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach vier weiteren Waschschritten erfolgte die
Zugabe von je 100 pl Chromogensubstrat (Biosource) und eine Inkubation fiir 30 Minuten im
Dunkeln, welche mit einer Blaufarbung verbunden war. Um die Substratreaktion zu stoppen,
wurden in jedes Well 100 pl Stopp-Losung (Biosource) pipettiert, was einen Farbumschlag
der Losung ins Gelbe bewirkte. Innerhalb zwei Stunden konnte von jedem Well der Platte bei

450 nm mit einem ELISA-Reader (Medgenix, Diisseldorf) die Absorption gemessen werden.

2.6.4 Messung und Auswertung

Der ELISA-Reader wurde gegen die Leerwerte, in denen sich nun lediglich Chromogen-
substrat und Stopp-Losung befanden, tariert. Mit Hilfe der Software Mikrowin 3.0 (Mikrotek,
Overath, Deutschland) konnte die Absorption eines jeden einzelnen Wells bestimmt und iiber
eine Standardkurve die Konzentration von IL-8 bzw. GM-CSF in den Proben berechnet
werden. Dazu war die Eingabe bestimmter Parameter, wie IL-8 bzw. GM-CSF-Konzentration
der Standards, Verdiinnungsfaktor der Proben (1:50 fiir IL-8) und Auswahl der

Kurvenanpassung zur Berechnung der Dosis-Wirkungskurve, erforderlich.
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2.7 Untersuchungen zur DNA-Reparatur

271 Grundlagen der Methode

DNA-Reparatur ist iiber den Riickgang einer induzierten DNA-Fragmentierung messbar. Im
Anschluss an eine DNA-Schéadigung von Lymphozyten wird ein Reparaturintervall gewahrt
und das Ausmall der noch verbliebenen, nicht reparierten DNA-Schidigung mittels
Mikrogelelektrophorese festgestellt. Eine andere Moglichkeit zur Untersuchung der DNA-
Reparatur bietet die Bestimmung der individuellen Aktivitidt von Enzymen, die an der DNA-
Reparatur beteiligt sind. Der Proteinextrakt von Lymphozyten enthélt Reparaturenzyme einer
individuellen, unbestimmten Aktivitit. Uber Inkubation dieses Extraktes mit vorgeschidigter

Substrat-DNA konnen unterschiedliche Reparaturaktivititen verglichen werden.

2.7.2 DNA-Reparatur von Lymphozyten in vitro

2.7.21 Isolierung der Lymphozyten

Blut mit Serum, Thrombozyten
phosphat-
gepufferter
Salzlésung
—_— Lymphozyten, Monozyten
2000 U/min
20 min Ficoll-Separationsmedium
Ficoll

Erythrozyten, Leukozyten

Abbildung 8: Isolierung von Lymphozyten {iber das Ficoll-Separationsmedium.

Von zehn ausgewdéhlten Spendern (Anamnesen siehe Anhang, Tab. 20) wurden 18 ml
heparinisiertes Vollblut mit 9 ml PBS vermischt und anschlieend vorsichtig auf 15 ml Ficoll-
Separationsmedium (Biochrom, Heidelberg) geschichtet, das in einem 50 ml Zentrifugen-
rohrchen vorgelegt wurde. Darauf erfolgte fiir 20 Minuten die Zentrifugation bei 2000 U/min
mit freiem Auslauf. Dabei bildeten sich verschiedene Schichten (Abb. 8).
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Lymphozyten und Monozyten waren in einer milchigen Bande zu finden. Die Schicht dariiber
bestand aus Serum mit Thrombozyten, darunter sammelte sich das restliche Ficoll-
Separationsmedium. Im Pellet waren Erythrozyten, restliche Leukozyten und Mediumreste
enthalten. Die Lympho- und Monozytenbande wurde mit einer sterilen Pasteurpipette
abgenommen und zu 15ml phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS; Gibco
Lifetechnologies, Eggenstein) gegeben. Wieder wurde 10 Minuten lang bei 2000 U/min mit
Bremse zentrifugiert und das entstandene Zellpellet danach in 1 ml fotalem Kéilberserum
(FCS) resuspendiert. Zur Bestimmung von Vitalitdt und Zellzahl wurde ein Aliquot der
Lymphozytensuspension mit der gleichen Menge Trypanblau vermengt und in einer
Neubauer-Zdhlkammer ausgewertet. Die Lymphozyten wurden portioniert und in 90 % FCS
und 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO, Merck, Darmstadt) eingefroren. Fiir den Mikrokerntest
wurden 5 x 10° Zellen/ml, fiir die Reparatur-Untersuchungen an Lymphozyten 2 bis 2,5 x 10°
Zellen/ml in Kryogefdle (Nalgene, Rochester, USA) gefiillt und in einem mit Isopropanol
gefiillten Behilter (Nalgene), der eine Temperaturabnahme von 1 °C pro Stunde zulésst, im -
80 °C Gefrierschrank aufbewahrt. Nach 24 Stunden konnten die tiefgefrorenen Lymphozyten
bei -80 °C gelagert werden, ohne Genotoxizititsuntersuchungen zu beeintrachtigen [Schmezer

et al., 2001].

2.7.2.2 Versuchsansatze

Pro Spender wurden drei Parallelversuche mit jeweils verschiedenen Medienzusétzen
durchgefiihrt. Im ersten Ansatz wurden Lymphozyten in 85 % RPMI 1640 (Rosewell Park
Memorial Institut; Biochrom, Heidelberg) und 15 % FCS (Lymphozytenmedium) ohne

weitere Zusatze inkubiert.

1.Ansatz:. = ieeeeiiiieees Pocreceeernennnnns >
+PHA +PHA
2. Ansatz:
+PHA +PHA +PHA
3. Ansatz >
24-stundige Stimulierung Schadigung Reparatur

Abbildung 9: Ubersicht der verschiedenen Versuchsansitze der Lymphozytenreparatur ohne und mit PHA-
Zusatz wiahrend der Schiddigungs- und Reparaturphase sowie mit 24-stiindiger PHA-Stimulierung.
PHA: Phytohdmagglutintin.
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In einem Parallelansatz war das Lymphozytenmedium mit 4,8 pg/ml Phytohdmagglutinin
(PHA; Biochrom, Heidelberg) supplementiert. Ein dritter Ansatz erforderte eine 24-stiindige
Stimulierungsphase der Lymphozyten mit PHA. Aliquots von 5 x 10° Lymphozyten wurden
in 4,9 ml mit PHA versetztem Lymphozytenmedium in sterilen Zellkulturflaschchen (25 ml;

Sarstedt, Niimbrecht) 24 Stunden lang im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert.

2.7.2.3 Auftauen der Proben

In einem 15 ml Zentrifugenrohrchen wurden 10 ml 4 °C kaltes PBS vorgelegt. Die
eingefrorenen Kryogefile mit den Lymphozytenaliquots wurden so weit aufgetaut, bis nur
noch ein letzter Eisrest zu erkennen war. Dann wurde die Suspension aus Lymphozyten in
Tieffriermedium in das vorbereitete PBS {iberfithrt und 10 Minuten lang bei 4 °C und
2000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und das Zellpellet in 1 ml

Lymphozytenmedium resuspendiert.

Vitalititsbestimmung und Zellzdhlung erfolgten {iber den oben beschriebenen Trypanblau-
Ausschlusstest (siehe Kapitel 2.3.3). Die Lymphozytensuspension wurde mit entsprechendem

Medium auf 5 bis 10 x 10° Zellen/ml verdiinnt.

2.7.24 Fremdstoffinkubation

In 13 ml Zentrifugenréhrchen mit rundem Boden (Sarstedt, Niimbrecht) wurden 1 ml Ansétze
mit 5 bis 10 x 10* Lymphozyten in entsprechenden Medien (ohne PHA, mit PHA, 24-stiindige
Vorinkubation) hergestellt. Pro Untersuchungszeitpunkt (0-, 15-, 30- und 60-miniitige
Reparatur) wurden drei Ansétze angelegt, wovon zwei fiir die Doppelbestimmung mit der
Mikrogelelektrophorese und einer fiir die Vitalititstestung nach der Fremdstoffinkubation
vorgesehen waren. Nach Zugabe von 10 ul H,O, (Merck, Darmstadt; 2,5 uM) oder PBS
(Kontrolle) wurden die Lymphozyten fiir eine Stunde im Schiittelwasserbad bei 37 °C

inkubiert.

2.7.2.5 Reparatur und Mikrogelelektrophorese

Nach der Inkubation erfolgten zwei Zentrifugationen bei 4 °C und 2000 U/min fiir fiinf
Minuten. Der Uberstand wurde jeweils dekantiert, das Zellpellet in 5 ml kaltem PBS
aufgenommen und erneut zentrifugiert, um das Wasserstoffperoxid aus den Zellen zu
waschen. Sowohl bei den Kontrollansitzen als auch beim Ansatz mit
Wasserstoffperoxidschidigung wurde der Uberstand abpipettiert, das Zellpellet in 75 ul 0,7 %

Low Melting Agarose aufgenommen und auf vorbereitete Objekttrager gebracht. Die Ansétze
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der drei Reparaturzeitpunkte hingegen wurden mit jeweils 1 ml Lymphozytenmedium (ohne
PHA, mit PHA, mit 24-stiindiger PHA-Stimulierung; siche Abb. 9) resuspendiert und fiir 15,
30 oder 60 Minuten erneut im Schiittelwasserbad bei 37 °C inkubiert. Nach Ablauf der
Reparaturzeit wurden die Zellsuspensionen zentrifugiert, die Uberstinde verworfen und die
Zellen gleich den Kontrollansdtzen auf Objekttragern fixiert. Vitalititen wurden im dritten
Ansatz mittels Trypanblau-Ausschlusstest evaluiert. Nach Auftragen und Verfestigung der
zweiten Agarose-schicht wurden die fixierten Lymphozyten in 4 °C temperierter Lyselosung
zur Eliminierung von Zell- und Kernmembranen verwahrt. Elektrophoretische Auftrennung
der DNA sowie die digitale Analyse der DNA-Migration fand wie in Kapitel 2.4.4, 2.4.5

beschrieben statt.

2.7.2.6 Auswertung und Ergebnisanalyse

Die Auswertung der Objekttriger erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskop (DMLB, Leica) und
einer daran gekoppelten CCD-Kamera mit digitaler Bildverarbeitung (Komet 3.1, Kinetic
Imaging ™, Liverpool, GB). Um das Ausmaf der DNA-Schidigung zu beschreiben, wurde

der Olive Tail Moment eingesetzt.

Pro Proband und Untersuchungszeitpunkt wurden zwei Objekttriger mit je 40 Zellen
ausgewertet. Der Mittelwert daraus bildet die Grundlage fiir die weiteren Berechnungen. Aus
dem prozentualen Anteil der nach 15 Minuten persistierenden Schidigung kann nun nach
folgender Formel der individuell erzielte, prozentuale Riickgang der DNA-Fragmentierung

berechnet werden:

OTM (15 Minuten Reparatur) * 100

Rickgang der DNA -Fragmentierung in % =100 —
OTM (H,0O,-Schadigung)

273 Reparaturfahigkeit des Lymphozyten-Proteinextraktes

2.7.3.1  Herstellung des Proteinextraktes

Lymphozyten von zehn Spendern (Anamnesen sieche Anhang, Tab. 20) wurden aus
heparinisiertem Vollblut isoliert. Die erhaltene Lymphozytenbande wurde zweimal in
Extraktionspuffer gewaschen, bestehend aus 45 mM HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazin-N -
2-Ethansulfonsédure; Gibco Lifetechnologies, Eggenstein), 0,4 M KCI (Sigma, Steinheim),
Il mM NaEDTA (Serva, Heidelberg), 0,1 mM Dithiothreitol (Sigma), 10 % Glycerol
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(Sigma), mit einem pH-Wert von 7,8. Nach Moglichkeit wurde der gesamte Zelliiberstand
entfernt. Das Lymphozytenpellet wurde in Extraktionspuffer resuspendiert, in Aliquots von
0,5 x 10" Zellen pro 50 ul in fliissigem Stickstoff tiefgefroren und bis zur weiteren
Verwendung bei -80 °C aufbewabhrt.

Kurz vor dem Versuch wurde ein Aliquot aufgetaut und 12 pl 1 % Triton X-100 (Sigma) in
Extraktionspuffer dazugegeben. Darauf folgte eine fliinfminiitige Zentrifugation bei 12 000 g,
um Kerne und Zellreste zu entfernen. Der Uberstand wurde abgenommen und mit dem
vierfachen Volumen Reaktionspuffer aus 45 mM HEPES (Gibco Lifetechnologies), 0,25 mM
Na,EDTA (Merck), 2 % Glycerol (Sigma), 0,3 mg/ml Bovine Serum Albumin (Sigma) und

einem pH-Wert von 7,8 vermischt und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert.

2.7.3.2 Gewinnung und Schadigung der Substrat-DNA

Zur Gewinnung einer Einzelzellsuspension wurde eine zerkleinerte Nasenmuschel
60 Minuten lang in einem Enzymmix aus 5 mg/ml Protease (Sigma), 1 mg/ml Kollagenase
(Boehringer, Mannheim), 1 mg/ml Hyaluronidase (Boehringer) inkubiert, der in Bronchial
Epithelial Growth Medium (BEGM, PromoCell, Heidelberg) gelost war. Zur Vermeidung von
Zellklumpen wurde diese Suspension durch eine zweilagige Gaze in ein 50 ml
Zentrifugenrohrchen gefiltert. Nach Zentrifugation (10 Minuten, 400 U/min) erfolgten
Resuspendierung des Pellets mit BEGM sowie Zellzédhlung und Vitalititstest mittels
Trypanblau-Ausschlusstest. Je 10° Zellen pro Ansatz wurden auf einer 96-Well-
Mikrotiterplatte fiir eine Stunde mit 2,5 uM HO, (Merck, Darmstadt) bzw. PBS als
Kontrollsubstanz und Losungsmittel bei 37 °C im Schiittelwasserbad inkubiert, um DNA-
Schiden zu induzieren. Die Zellsuspensionen wurden in 15 ml Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt
und bei 400 U/min fiinf Minuten zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurde das
Zellpellet in 75 pl Agarose (0,7 %, Low Melting Agarose) aufgenommen und auf vorbereitete
Objekttrager (siche Kapitel 2.4.2) aufgetragen, mit einem Deckglas versehen und auf einer
gekiihlten Metallplatte bis zur Verfestigung gelagert. Nach Auftragen und Verfestigung einer
zweiten Schicht aus Agarose wurden sie in einer Kiivette mit Lyselosung mindestens eine

Stunde lang bei 4 °C aufbewahrt.

2.7.3.3 DNA-Reparatur uber Proteinextrakte in vitro

Die Objekttrager wurden dreimal je fiinf Minuten in mit Reaktionspuffer gefiillten Férbe-
kammern gewaschen. 45 pl des vorbereiteten Zellextraktes eines Spenders wurden mit den
vorgeschédigten, auf Objekttragern fixierten Zellen, inkubiert. PBS-behandelte DNA diente

als Kontrollansatz fiir moglicherweise unerwiinschte Endonukleaseaktivitdten im Protein-
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extrakt. Da die Extrakte in Reaktionspuffer gelost waren, fungierte dieser als Negativkont-
rolle. Nach Auflegen eines Deckglases wurden die Objekttriager in einer feuchten Kammer

eine Stunde bei 37 °C inkubiert und im Anschluss daran der Elektrophorese zugefiihrt.

2.7.3.4 Auswertung

Als allgemeine Basisansédtze galten die Kontrollen oder H,O,-behandelten nasalen Zellen,
welche mit Extraktpuffer (EP) inkubiert wurden. Als individuelle Kontrollen wurden PBS-
inkubierte Ansidtze mit dem jeweiligen Proteinextrakt behandelt (Kontrolle + P;). Die
eigentlichen Testansétze stellten H,O,-exponierte Zellen mit anschlieBender individueller
Proteinextrakt-Reparatur dar (H,O, + P;). Zur Auswertung herangezogen wurden letztlich die
relativen OTM-Werte, die aus der Differenz der OTM-Werte von individuellen Testansidtzen

und individuellen Kontrollen berechnet wurden (OTM g202+pi— OTM Kontrolie+Pi)-

Tabelle 3: Ubersicht zur Auswertung der Reparaturfihigkeit von Lymphozytenextrakten.

Versuchsansatz Auswertung (rel. OTM)

Basisansatze Kontrolle + Extraktpuffer EP
OTM H202+EP — OTM Kontrolle+EP
H,O, + Extraktpuffer EP

indiv. Kontrollansatz Kontrolle + indiv. Proteinextrakt P;
OTM p202+pi— OTM konrolie +i

indiv. Testansatz H,0, + Proteinextrakt P;

EP: Extraktpuffer; P;: individuelle Proteinextrakte der Probanden 1 bis 10; Kontrolle: Kontrollansétze mit PBS;
H,0,: wasserstoffperoxidgeschidigte Ansitze; rel. OTM: relativer Olive Tail Moment (OTMp202—OTMkontrolte)-

2.7.3.5 Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde ein Aliquot des Lymphozytenextraktes
(50 pl) aufgetaut und iiber 12 Stunden mit 950 pl 0,1 M NaOH (Merck, Darmstadt) inkubiert.
Von jeder Probe wurden 100 pl mit 900 pul einer Arbeitslosung (Pierce, Rockford, USA)
vermischt. Nach Vorbereitung einer Protein-Standardkurve (BSA; Bovine Serum Albumin)
wurden in jeweils zwei Parallelansdtzen die Standardproben oder die zu untersuchenden
Proben in eine nicht proteinbindende 96-Well-Platte (Nunc, Wiesbaden) pipettiert. Nach
Zugabe von 200 pl Arbeitslosung wurde sie mit einer Folie verschlossen, kurz geschiittelt und
30 Minuten bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Die Platte sollte erst wieder Raumtemperatur
erlangen, bevor die Absorption der einzelnen Ansidtze in einem Mikrotiterplatten-Reader
(MRX, Dynatech, Denkendorf) bei einer Wellenléinge von 562 nm gemessen wurde. Uber die

Standardkurve wurden die BSA-Konzentrationen der eingesetzten Proteinextrakte berechnet.
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2.8 Vergleich der DNA-Schadigung in Mikrokerntest und

Mikrogelelektrophorese

2.81 Grundlagen des Mikrokerntests

Mikrokerne entstehen durch azentrische Chromosomenfragmente oder durch vollstindige
Chromosomen, die wihrend der Anaphase in der Zellteilung zuriickgeblieben sind. Dies kann
als Folge von Chromosomenbriichen oder als Funktionsstorung des Spindelapparats auftreten
[Fenech und Morley, 1985]. Die Zellteilung ist notwendig fiir die Bildung des Mikrokerns.
Um quantitative Aussagen treffen zu konnen, ist es wichtig, den Prozentsatz von Zellen — mit
und ohne Mikrokerne — zu kennen, die nach der Fremdstoffexposition eine Teilung
durchgefiihrt haben. Das ist moglich durch Blockierung der Zytogenese mit Cytochalasin B,

was zu binukledren Zellen fiihrt [Natarajan et al., 1996].
2.8.2 Durchfihrung des Mikrokerntests

2.8.3 Ansetzen der Kulturen

Von 20 Spendern (Anamnesen sieche Anhang, Tab. 21) wurden Lymphozyten, die in
Tieffriermedium aus 90 % FCS (Gibco Lifetechnologies, Eggenstein) und 10 % DMSO
(Merck) bei -80 °C gelagert waren, unter sterilen Bedingungen aufgetaut und in 10 ml PBS
gewaschen. Das Pellet wurde in 1 ml RPMI 1640 (Biochrom, Heidelberg) mit 15 % FCS
resuspendiert und damit die Zellzahl und die Vitalitit {iber den Trypanblau-Ausschlusstest
bestimmt. Pro Kultur wurden 5 x 10° Lymphozyten in 4,9 ml RPMI 1640 mit 15 % FCS
aufgenommen und in ein steriles 25 cm® Kulturflischchen (Sarstedt, Niimbrecht) iiberfiihrt.
Die Zugabe von 100 ul Phytohdmagglutinin (PHA; Biochrom; 240 pg/ml) diente zur
Stimulierung der Lymphozyten. Pro Spender wurden jeweils zwei Kulturen angesetzt und bei

37 °C und 5 % CO; im Brutschrank kultiviert.

2.8.3.1 Inkubation mit genotoxischen Substanzen

Nach 43 Stunden wurde einer Kultur unter sterilen Bedingungen 50 mM N-Nitroso-
diethylamin (NDEA, Sigma, Steinheim) zugegeben, welches in Medium geldst war. Als
Kontrollansatz diente reine Mediumzugabe (85 % RPMI mit 15 % FCS). Nach einstiindiger
Inkubation wurden beide Ansétze in Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt, die Kulturflaschen mit
5 ml Hank‘s-Losung (Biochrom) gewaschen und mit dem ersten Ansatz vermischt. Nach

achtminiitiger Zentrifugation bei 1200 U/min wurden die Uberstinde abgesaugt, die
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Zellpellets in 5 ml Hank‘s-Losung resuspendiert und erneut zentrifugiert. AnschlieBend
wurden die Lymphozyten in 5,2 ml Lymphozytenmedium (85 % RPMI mit 15 % FCS)

aufgenommen, in sterile Kulturflaschen gefiillt und weiter kultiviert.

2.8.3.2 Zugabe von Cytochalasin B

Nach 44 Stunden Kulturdauer wurde allen Ansédtzen 15 pl Cytochalasin B (Sigma; 2 pg/ul in
DMSO) zugegeben. In der anschlieBenden Kultivierung von 26 bis 28 Stunden wurde

dadurch eine Teilung des Zytoplasmas verhindert, eine Kernteilung jedoch zugelassen.

Kultivierung der
Lymphozyten

43 h

Zugabe von
NDEA (1h)

Mikrokerntest Mikrogelelektrophorese

Zugabe von
Cytochalasin B

24 h

Abbildung 10: Schema des Versuchsaufbaus fiir
den Vergleich der genotoxischen Schéidigung von
Zellernte NDEA-inkubierten Lymphozyten in Mikrokerntest
und Mikrogelelektrophorese
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2.8.3.3 Zellernte

Eine Kulturdauer von 70-72 Stunden wurde gewéhlt, um die maximale Frequenz an
Mikrokernen bestimmen zu konnen [Fenech und Morley, 1985]. Zur Zellernte wurde der
Inhalt der Kulturflaschen mit Pasteurpipetten in 15 ml Réhrchen iiberfithrt. Mit 3 ml Hanks
Losung wurden die Flaschen nachgespiilt. Nun folgte eine Zentrifugation bei 1000 U/min fiir
acht Minuten. Die Uberstéinde wurden abpipettiert und die Pellets sofort mit 3 ml 0,075 M
KCI-Losung (Sigma) resuspendiert. Die anschlieBende Zentrifugation von drei Minuten
erfolgte bei 800 U/min. Wieder wurden die Uberstiinde entnommen, dem Pellet 5 ml eiskaltes
Fixativ (Methanol: Eisessig 3:1; Merck, Darmstadt) zugegeben und sofort resuspendiert.
Diese Ansétze blieben 10 Minuten auf Eis und wurden danach erneut bei 1000 U/min acht
Minuten zentrifugiert. Die Uberstinde wurden abpipettiert und die Pellets mit 5 ml PBS und
erneuter Zentrifugation gewaschen. Abermals wurde der Uberstand entfernt und mit 5 ml
eiskaltem Fixativ, wie oben beschrieben, behandelt. Nach 10-miniitiger Fixierung auf Eis und
wiederholter Zentrifugation wurden die Uberstinde bis auf ein Restvolumen von 50 bis

100 pl entfernt und die Niederschldge mit einer Pasteurpipette vorsichtig resuspendiert.

2.8.3.4 Objekttragerpraparation und Farbung

Je 10 pl Zellsuspension wurde mdanderformig auf gesduberte, entfettete und markierte

Objekttrager aufgetragen und luftgetrocknet. Pro Kultur wurden drei Objekttrager angefertigt.

Eine Féarbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff Acridin-Orange (Serva, Heidelberg) diente zur
Differenzierung von Zytoplasma und Zellkernen. Dazu wurden 50 pl einer 0,01 mg/ml
Acridin-Orange-Losung auf die Objekttrager gebracht und mit einem Deckglas verteilt. Nach
einer etwa 10-miniitigen Einwirkzeit konnten die binukledren Zellen und Mikrokerne unter
dem Fluoreszenzmikroskop mit dem Filter 13 (BP 450-490) ausgezdhlt werden. Das
Zytoplasma einer Zelle farbte sich rot, das Kernmaterial gelb. Die Objekttrager wurden

unmittelbar nach der Farbung ausgewertet.

2.8.4 Auswertung

Die Anzahl von Mikrokernen aus 1000 binukledren Zellen wurde unter dem
Fluoreszenzmikroskop (DMLB, Leica) bestimmt. Das Auftreten von mehreren Mikrokernen

in einer doppelkernigen Zelle wurde als ein Ereignis gewertet.
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Folgende Punkte waren bei der Auswertung von Mikrokernen zu beachten [Lasne et al.,

1984]:
o Das Zytoplasma der gezdhlten Zellen muss vollstindig erhalten sein.

« Sind beide Kerne einer Zelle von unterschiedlicher Grofle, muss der kleinere wenigstens

halb so groB3 sein wie der grof3ere.
o Mikrokerne diirfen nicht groBer sein als 1/5 des kleineren Zellkerns.
o Mikrokerne miissen deutlich im Zytoplasma liegen.

o Mikrokerne sollen klar von den Zellkernen getrennt vorliegen und die gleiche

Fluoreszenzintensitiat wie die Zellkerne aufweisen.

Das Ergebnis wurde in Mikrokernen/1000 doppelkernigen Zellen angegeben.

2.8.5 Durchfuhrung der Mikrogelelektrophorese

Nachdem die Kulturansitze fiir den Mikrokerntest mit 50 mM N-Nitrosodiethylamin (NDEA,
Sigma, Steinheim) inkubiert und gewaschen worden waren, wurden die Lymphozyten in
neues Medium aufgenommen (Kap. 2.8.3.1). Von jedem Ansatz wurden 3 x 100 pl fiir die
Bestimmung der DNA-Fragmentierung mittels Mikrogelelektrophorese in separate
Zentrifugenrdhrchen gegeben. Diese wurden erneut bei 1200 U/min acht Minuten
zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in 0,7 % Low Melting Agarose
(FMC, Bio Products, Rockland, USA) aufgenommen. Diese Zellsuspension wurde auf
markierte Objekttrager gegeben und durch das Auflegen eines Deckglases (Langenbrinck,
Emmendingen) gleichmiBig verteilt. Nach Lysierung der Zell- und Kernmembranen folgte

die elektrophoretische Auftrennung der DNA.

2.8.6 Auswertung des Vergleichs von Mikrokerntest und
Mikrogelelektrophorese
Die im Mikrokerntest ermittelten Frequenzen von Mikrokernen pro 1000 binukledrer Zellen

in Kontroll- und in NDEA-inkubierten Ansidtzen wurden den in der Mikrogelelektrophorese

gemessenen DNA-Schiden gegeniibergestellt.
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29 Statistische Analyse

291 Darstellung der Ergebnisse

Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte in Boxplots, die mit dem Datenanalyse-
programm SPSS 10.0 angefertigt wurden. Der Boxplot besteht aus einer Box, die vom 25.
Perzentil (25 % aller Werte sind kleiner) und vom 75. Perzentil (25 % aller Werte sind
grofer) begrenzt wird. Die innere Linie reprdsentiert den Median. Ferner werden der kleinste
und der groBte Wert durch die umgekehrte bzw. obere T-Linie markiert. Extremwerte, die
mehr als drei Kastenlingen auflerhalb liegen, werden mit einem Stern markiert,

Ausreiflerwerte, die um mehr als eineinhalb Kastenldngen auBBerhalb liegen, mit einem Kreis.

Da die Fragestellungen in dieser Arbeit explorativer Art sind und keine Hypothesen getestet,
sondern Gruppenunterschiede evaluiert werden, wird ein lokales a-Niveau von p < 0,05
festgelegt. Falls die ermittelten p-Werte innerhalb des a-Niveaus liegen, werden diese in der

Graphik dargestellt.

29.2 Ergebnisanalyse der Untersuchungen zur Genotoxizitat

Die statistische Analyse basiert auf dem mittleren OTM-Wert von 80 Zellen (zwei
Objekttrager je Ansatz, 40 Zellen je Objekttriager), die pro getesteter Substanz und pro
Spender ausgewertet wurden. Der genotoxische Effekt der Fremdstoffbehandlung sowie die
anschlieBenden Reparaturintervalle auf die DNA-Migration der 20 Testansdtze wurden mit
dem Wilcoxon-Test fiir abhingige Daten (SPSS™ 10.0) analysiert. Die an verschiedenen
Tagen getesteten Miniorgankulturen stammen von denselben Spendern. Das Ausmal} der
DNA-Schidigung nach einmaliger Inkubation wurde mit der nach zwei- und der dreimaliger
Inkubation verglichen (Tag 7 vs. Tag 9, Tag 9 vs. Tag 11). Ebenso wurde der Effekt der
24-stiindigen Reparatur (Tag 8 und 10) mit den vorhergehenden Schadigungen (Tag 7 und 9)

in Beziehung gesetzt. Das lokale a-Niveau wurde mit p < 0,05 definiert.

293 Ergebnisanalyse der Untersuchungen zur Apoptose

Bei den Apoptoseuntersuchungen liegen der statistischen Analyse die prozentualen Anteile an
frith- oder spét-apoptotischen Zellen von 100 ausgewerteten Zellen pro Ansatz zugrunde. Der
Einfluss einer Fremdstoffexposition sowie der Effekt einer mehrmaligen Exposition humaner
Minorgankulturen nasaler Mukosa auf die Induktion apoptotischer Vorgéinge werden mit dem

Wilcoxon-Test fiir abhingige Daten (SPSS™ 10.0) analysiert. Die an den Tagen 7, 9 und 11
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untersuchten Miniorgankulturen stammen von denselben Spendern. Der prozentuale Anteil
friih- und spét-apoptotischer Zellen fremdstoffexponierter Miniorgane wurde mit
unbehandelten Kulturen verglichen. Aulerdem wurden Unterschiede im Apoptoseverhalten
durch einmalige bzw. wiederholte Fremdstoffbelastungen analysiert (Tag 7 vs. Tag 9, Tag 9

vs. Tag 11). Das lokale a-Niveau wurde mit p < 0,05 definiert.

294 Ergebnisanalyse zur Bestimmung der Zytokinproduktion

Fir die Bestimmung der Zytokinproduktion wihrend der normalen Kultivierung der
Miniorgane sowie fiir den Vergleich fremdstoffinduzierter Konzentrationsverdnderungen
wurde der Wilcoxon-Test fiir abhingige Daten (SPSS™ 10.0) angewendet. Die Ergebnisse
basieren auf Doppelbestimmungen von je 20 Ansédtzen zur Beobachtung der Kultivierung und
je 12 Parallelansitzen fiir die Untersuchung fremdstoffinduzierter Konzentrations-
verdnderungen. Die an den verschiedenen Tagen getestete Zytokinproduktion ist auf
Organkulturen derselben Spender zuriickzufiihren. Verglichen wurde die freigesetzte Menge
an IL-8 oder GM-CSF an den Kulturtagen 2, 7, 9 und 11. AuBerdem wurde eine durch
Xenobiotika verursachte Verdnderung durch Gegeniiberstellung der Zytokinproduktion
exponierter und nicht exponierter Miniorgankulturen untersucht. Das lokale a-Niveau wurde

mit p < 0,05 definiert.

2.9.5 Ergebnisanalyse zur DNA-Reparatur

Fiir die Untersuchung der DNA-Reparatur an H,O,-geschddigten Lymphozyten wurden
ebenfalls 80 Zellen pro Spender und untersuchtem Zeitpunkt ausgewertet. Zur graphischen
Darstellung der Ergebnisse nach den verschiedenen Reparaturintervallen wurde an jedem
Untersuchungszeitpunkt (0, 15, 30 und 60 Minuten) der Medianwert der 10 Untersuchungen
sowie der Standardfehler berechnet. Zur Veranschaulichung der individuellen
Reparaturkapazitit wurden jeweils die Ergebnisse der Einzelversuche angegeben. Dariiber
hinaus wurde der Korrelationskoeffizient r nach Pearson zwischen den mit zwei
verschiedenen Methoden ermittelten Ergebnissen berechnet. Dieser misst die Stirke eines
linearen Zusammenhangs zwischen zwei Merkmalen und nimmt dafiir Werte zwischen -1 und

+1 an. Je stirker der Wert von Null gegen Eins geht, desto stirker ist die Korrelation.
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2.9.6 Ergebnisanalyse zum Vergleich Mikrokerntest —

Mikrogelelektrophorese

Die Auswertung der Mikrokernfrequenz erfolgte auf jeweils drei parallel angefertigten
Objekttragern eines Ansatzes. Kontroll- und NDEA-exponierte Kulturen stammten von je
einem Spender. Auch beim Vergleich des Mikrokerntests mit der Mikrogelelektrophorese
wurde mit derselben Lymphozytenkultur gearbeitet. Statistische Analysen wurden deshalb mit
dem Wilcoxon-Test fiir abhingige Daten (SPSS™ 10.0) durchgefiihrt. Vorausgehend wurde
in beiden Methoden die durch das Nitrosamin induzierte DNA-Schiadigung gegeniiber den
Kontrollansédtzen analysiert. AnschlieBend wurde das Ausmall der Genotoxizitdt von NDEA
im Mikrokerntest und in der Mikrogelelektrophorese verglichen. Das lokale a-Niveau wurde
mit p < 0,05 definiert. AuBerdem wurde der Korrelationskoeffizient r nach Pearson zwischen

den im Mikrokerntest und den in der Mikrogelelektrophorese erzielten Ergebnissen berechnet.
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210 Methodenspezifische Labormaterialien

2101 Enzyme, Zellkulturmedien und Chemikalien

Enzyme, Zellkulturmedien und Zusatze

Firma

Aminoséduren, nicht essentiell

Amphotericin B

Bronchial Epithelial Basal Medium (BEBM)
Supplement Pack fir BEBM

DMEM- Medium

Fetal Calf Serum (FCS)

Hank‘s Lésung

HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazin-N "-2-
ethansulfonsiure)

Hyaluronidase aus Schafshoden
Kollagenase P aus Clostridium histolyticum
Penicillin-Streptomycin-Losung

Phosphate Buffered Saline (PBS, ohne Calcium,
Magnesium und Natriumbicarbonate)

Phytohdmagglutinin (PHA)
Protease aus Streptomyces griseus

Rosewell Park Memorial Institut 1640 (RPMI):
w/NaHCO; N-Acetyl-L-alanyl-L-glutamin

Gibco Lifetechnologies, Eggenstein
Gibco Lifetechnologies, Eggenstein
Promocell, Heidelberg
Promocell, Heidelberg
Gibco Lifetechnologies, Eggenstein
Gibco Lifetechnologies, Eggenstein
Biochrom, Heidelberg
Gibco Lifetechnologies, Eggenstein

Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Sigma, Steinheim

Gibco Lifetechnologies, Eggenstein

Biochrom, Heidelberg
Sigma, Steinheim

Biochrom, Heidelberg
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Chemikalien

Firma

Acridin-Orange

Agar Noble
Benzo[a]pyren-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxid (BPDE)
Benzol

Bovine Serum Albumin

Cytochalasin B

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dithiothreitol

Eisessig

Eosinldsung

Ethanol 100 %, 80 %, 75 %

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsdure-di-Natriumsalz
Eukitt

Ficoll-Separationsmedium

Formalinlosung 4 %

Glycerol

Hématoxylinlosung

Histoplast

Kaliumchlorid (KCI)

Low-Melting-Agarose: Sea-Plaque GTG
Methanol

Methylbenzoat

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumdichromat (Na,Cr,O)
Natriumhydrogenkarbonat (NaHCOs)
Natriumhydroxid Platzchen (NaOH)
N-Lauroylsarcosin Natrium Salz (C,;H»N;Br)
N-Methyl-N -nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG)
N-Nitrosodiethylamin (NDEA)
Normal-Melting-Agarose: Seakem LE
Trishydroxymethylaminomethan (C4H;;NO;)
Triton X-100

Trypanblau 0,4 %,

Wasserstoffperoxid 30 %

Xylol

Serva, Heidelberg

DIFCO, Detroit, USA

Midwest Research Institute, Kansas, USA

Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Klinikapotheke der LMU Miinchen

Sigma, Steinheim

Serva, Heidelberg

Klinikapotheke der LMU Miinchen
Biochrom, Heidelberg
Klinikapotheke der LMU Miinchen

Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg

Sigma, Steinheim

FMC-Bio Products, Rockland, USA

Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Sigma, Steinheim

Aldrich, Milwaukee, USA

Sigma, Steinheim

FMC-Bio Products, Rockland, USA

Merck, Darmstadt

Sigma, Steinheim

Gibco Lifetechnologies, Eggenstein

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt




2 Material und Methoden 41

2.10.2

Agar, Medien und Lésungen

Miniorgankulturen

Anleitung

Agarherstellung fiir Miniorgankultur

225¢g Agarpulver (Agar Noble)
150 ml Aqua bidest.

Agarpulver und Aqua bidest. vermischen, in
Mikrowelle erhitzen, in 30 ml Portionen
abfiillen und sterilisieren.

DMEM-Medium Herstellung

500 ml Aqua bidest.
9,99 g DMEM Pulver
1,96 g HEPES Pulver

DMEM und HEPES in Aqua bidest. 16sen,
pH-Einstellung auf 7,2, Sterilfiltration,
Abfiillen in 250 ml Portionen.

GieRBen von DMEM-Agarplatten

30 ml Agar Noble
30 ml DMEM

6 ml FCS
120 pl nicht essentielle Aminosduren
120 pl Amphotericin B
240 ul Penicillin-Streptomycin-Losung

DMEM, FCS, nicht essentielle Aminoséduren,
Amphotericin B und Penicillin-Streptomycin
in einem sterilen Gefdl vermischen, Agar
Noble in der Mikrowelle erhitzen, mit
supplementiertem Medium versetzen und
24-Well-Platten mit Multipette in 200 pl
Portionen beschichten.

Bronchial Epithelial Growth Medium

(BEGM)
500 ml Bronchial Epithelial Basal Medium
(BEBM)

Supplement Pack:

BPE, Epidermal Growth Factor,
Insulin, Hydrocortison,
Epinephrin, Triiodothyronin,
Transferrin, Retinoic Acid

unter sterilen Bedingungen zugeben, gut
mischen, bei 4 °C lagern.

Enzymldsung zur Zellisolierung

50 mg Protease
10 mg Hyaluronidase
10 mg Kollagenase P

in 10 ml BEGM 16sen, sterilfiltrieren.
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Mikrogelelektrophorese

Anleitung

Agarose

0,5 %ige  Low-Melting-Agarose
0,7 %ige  Normal-Melting-Agarose
PBS

unter kurzem Erhitzen in der Mikrowelle mit
PBS 16sen und bis zur weiteren Verwendung
im Wasserbad (37 °C) aufbewahren.

Lysestamml6ésung

146,4 g NaCl (2,5 M)
12¢g Trishydroxymethylaminomethan

NaCl, Trishydroxymethylaminomethan in
500 ml Aqua bidest. 16sen, Na,EDTA in

(10 mM) 160 ml Aqua bidest. mit Zugabe von NaOH-
372 ¢ Na,EDTA (100 mM) Platzchen 16sen, N-Lauroylsarcosinnatrium-
10g N-Lauroylsarcosinnatriumsalz salz in 160ml Aqua bidest. 16sen, nach
(1%) Vermischen aller Komponenten pH-Wert auf
Aqua bidest. 10 einstellen und mit Aqua bidest. auf 11
auffiillen.
Lysepuffer

1 ml Triton X-100 Triton X-100 und DMSO in 100 ml
10 ml DMSO Messzylinder geben, mit Lysestammldsung

89 ml Lysestammldsung auf 100 ml auffiillen.

Elektrophoresepuffer

24 ¢ NaOH-Plitzchen (300 mM)
0,744 ¢ Na,EDTA (1 mM)
Aqua bidest.

NaOH-Plidtzchen und Na,EDTA in 21 Aqua
bidest. 16sen, bei 4 °C lagern.

Neutralisationspuffer (400 mM)

48,5 ¢ Trishydroxymethylaminomethan
Aqua bidest.

Trishydroxymethylaminomethan in 11 Aqua
bidest. 16sen, pH-Wert auf 7,5 einstellen, bei
Raumtemperatur aufbewahren.

Ethidiumbromid-Farbelésung

0,2 mg/ml Ethidiumbromid in Aqua bidest.
(Stammldsung)

1:10 Verdiinnung der Stammldsung mit Aqua
bidest. (Farbelosung)

sterilfiltrieren, bei 4 °C lichtgeschiitzt aufbe-
wahren.
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Reparatur/Mikrokerntest

Anleitung

Tieffriermedium

10 % DMSO muss bei Gebrauch immer kiihl sein

90 % FCS

RPMI

500 ml RPMI 1640 Penicillin-Streptomycin-Losung zu RPMI 1640
5ml Penicillin-Streptomycin-Losung | hinzufligen und vermischen.

Phytohamagglutinin (240 pg/ml)

1,2 mg
5ml

Phytohdmagglutinin
PBS

Phytohdmagglutinin in PBS aufldsen, zu je 1 ml
portionieren und bei -20 °C lagern.

Cytochalasin B (2 pg/ml)

5 mg
2,5 ml

Cytochalasin B
DMSO

Cytochalasin B in DMSO auflésen und

portioniert (0,5 ml) einfrieren.

KCl-Lésung (0,075 M)

559¢g KCl
11 Aqua bidest.

KCl in Aqua  bidest.
Raumtemperatur lagern.

auflésen,  bei

Methanol-Eisessig

750 ml
250 ml

Methanol
Eisessig

Methanol und Eisessig unter Abzug mischen, bei
-20 °C aufbewahren.

Acridin-Orange-Farbelésung

I mg/ml  Acridin-Orange in PBS 16sen

(Stamml6sung)

1:100  Verdiinnung mit PBS herstellen

(Farbeldsung)
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2.10.3 Testkits und Sonstiges

Apoptose
Annexin V
Propidiumiodid
Waschpuffer

Clontech, Palo Alto, USA

Zytokine: ELISA: IL-8, GM-CSF

hIL-8 Standard

hGM-CSF Standard

hIL-8 Antibody-coated Wells, 96

hGM-CSF Antibody-coated Wells, 96

hIL-8 Biotin-Konjugat

hGM-CSF Biotin-Konjugat

Standardpuffer

Streptavidin-Peroxidase (HRP), 100x Konzentrat
Streptavidin-Peroxidase Verdiinnungspuffer
Waschpufferkonzentrat, 25x

Chromogensubstrat (Tetramethylbenzidin, TMB)
Stopp-Losung

Biosource, Nivelles, Belgien

Proteinbestimmung: BCA Protein Assay Kit

Reagenz A
Reagenz B
BSA-Standard

Verdiinnungspuffer

Pierce, Rockford, USA
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2.10.4 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterialien

Firma

24-Well-Platte
Combitips
Deckglédser zum Mikroskopieren (76 x 26 mm),
Glasdicke 0,08 - 0,12 mm
Einbettungsgitter
Einbettungsschwimme
Einmalspritzen (5 ml, 10 ml)
Einwegfiltereinheiten steril,
0,22 um Filter Unit, Millex-GV, Millex-GS
Farbfilme ISO 100
Kryoréhrchen 2 ml, steril
Mikrotiterplatte Cellstar 96-Well, steril
nicht-proteinbindende 96-Well-Platten
Objekttragerkasten fiir 50 Objekttréger
Objekttrager 24 x 70 mm, je 5 mm seitlich mattiert
Objekttrager normal
Pasteurpipetten steril, 7 ml
Pipette aus Polystyrol (2, 5, 10, 25 ml), steril
Pipettenspitzen (200 pl, 1000 pl), steril
Reaktionsgefal3 1,5 ml
Rohrchen mit Schraubverschluss (15 ml, 13 ml)
Rohrchen mit Schraubverschluss (50 ml)
Schreibdiamant
Stericup (150 ml), steril
Zellkulturflaschchen, 25 cm?

Falcon, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg

Langenbrinck, Emmendingen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Becton Dickinson, Heidelberg
Millipore, Eschborn

Agfa, Leverkusen
Nalgene, Rochester, USA
Greiner, Frickenhausen
Nunc, Wiesbaden

GLW, Wiirzburg
Langenbrinck, Emmendingen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Greiner, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Nimbrecht
Greiner, Frickenhausen
Renner, Dannstadt
Millipore, Eschborn
Sarstedt, Niimbrecht
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2.10.5 Gerate und Zubehor

Verbrauchsmaterialien

Firma

Analysenwaage Voyager (0,1 mg — 62 g)

Auswertung/ Datenspeicherung:
Programm Komet 3.1
Datenspeicherung

Elektrophoresenetzgerit E865

ELISA-Reader

Gefrierschrank (-80 °C)

horizontale Elektrophoresekammer (237 x 180 mm)

Kiihlschrank (+4 °C) und Gefrierschrank

Magnetriihrer Combimag RCT

Mikroskope:
Standardmikroskop
Inversmikroskop DMIRB
Fluoreszenzmikroskop DMLB
Filtersystem N2.1, BP 516 — 560
Filtersystem 13, BP 450 — 490
Objektive 100x/1,25 OI;
40x/0,5; 10x/0,22; 4x/0,1

Mikrotiterplatten-Reader

MikroWin 3.0

Mikrowelle MWS 2819

Minishaker MS 1

Kryo -1 °C-Freezing-Container

Paraffinbad

pH-Meter 766 Calimatic

Schlittenmikrotom

Schiittelwasserbad 1083

Spiegelreflexkamera

Sterilbank Herasafe

Streckbad

Waage 1419 (1 mg - 600 g)

Zellzahlkammer nach Neubauer

Zentrifuge Varifuge 3.0RS und 3.0R

Ohaus, Gielen

Kinetic Imaging, Liverpool
Microsoft Excel

Renner, Dannstadt

Medgenix, Diisseldorf

New Brunswick Scientific, Niirtingen
Renner, Dannstadt

Bosch, Stuttgart

IKA, Staufen

Zeiss, Oberkochen

Leica, Heerbrugg, Schweiz
Leica, Heerbrugg, Schweiz
Leica, Heerbrugg, Schweiz
Leica, Heerbrugg, Schweiz
Leica, Heerbrugg, Schweiz
Leica, Heerbrugg, Schweiz
Dynatech, Denkendorf, Deutschland
Mikrotek, Overath. Deutschland
Bauknecht, Schorndorf
IKA-WORKS, Wilmington, USA
Nalgene, Rochester, USA
Daglef Patz, Wankendorf
Knick, Berlin

Reichert-Jung, Kiel

GFL, Burgwedel

Minolta, Osaka, Japan

Heraeus, Hanau

Reichert-Jung, Kiel

Sartorius, Giel3en

Merck, Darmstadt

Heraeus, Hanau
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3 ERGEBNISSE

Der folgende Teil der Arbeit stellt die Ergebnisse der Untersuchungen genotoxischer Effekte,
der Vitalitidt, der Apoptose und Zytokinproduktion an Miniorganen humaner nasaler
Schleimhaut sowie der histologischen Aufarbeitungen dar. Des Weiteren erfolgt ein Vergleich
der individuellen Reparaturkapazitidten von Lymphozyten unterschiedlicher Spender, welche
mit zwei verschiedenen Methoden untersucht wurden. AbschlieBend werden die Resultate
einer Nitrosaminexposition von Lymphozyten aus zwei verschiedenen genotoxikologischen

Testverfahren, dem Mikrokerntest und dem Comet Assay, gegeniibergestellt.

3.1 Kultivierung humaner Mukosa als Miniorgane

Aus Nasenmuschelresektaten von 23 Patienten wurden Miniorgankulturen angelegt, an
welchen die Untersuchungen zur DNA-Schadigung, zur Apoptose und zur Zytokinproduktion
durchgefiihrt wurden. Das Alter der Probanden lag zwischen 20 und 64 Jahren, der Mittelwert
bei 41 Jahren. Das Spenderkollektiv bestand aus 8 Frauen und 15 Ménnern (Anamnesen der

Spender siehe Anhang, Tabelle 19).

Abbildung 11: Vollstindig
epithelisiertes Miniorgan humaner
nasaler Mukosa (a) mit Flimmerepithel
(b) nach 7tagiger Kultivierung. Inverse
lichtmikroskopische Aufnahme,
VergroBerung 100fach bzw. 400fach.
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Zu Beginn der Kultivierung war nur eine Seite der Gewebefragmente mit respiratorischem
Epithel ausgestattet. Bereits nach 24 Stunden beginnt sich neues Epithel zu bilden. In den
ersten Tagen besitzen die Miniorgane sehr individuelle, unregelmaBige Formen und vereinzelt
ist ein Ablosen von Randzellen zu beobachten. Nach etwa flinf Tagen weisen die Kulturen
bereits deutlich regelmifligere Umrisse auf, runden sich teilweise ab und sind wieder
vollstindig epithelisiert. Vor allem die Originalepithelien sind hédufig mit Zilien ausgestattet,
welche einen kriftigen, koordinierten Bewegungsschlag aufweisen. Der neu gebildete
Zellrand besteht aus wenigen Reihen und erscheint sehr flach. Dieser besitzt meist kein
Flimmerepithel. Nach sieben Tagen erscheinen die Miniorgane von allen Seiten her sehr

kompakt und bewegen sich frei schwimmend im Medium.

3.2 Histologische Untersuchungen

Am ersten Tag der Kultivierung sind die Miniorgane nur teilweise epithelisiert. Die Dicke des
Flimmerepithels variiert zwischen zwei und sechs Zellreihen, wird von einer breiten
Basalmembran begrenzt und ist mit einzelnen Becherzellen durchsetzt. Darunter befindet sich
faserreiches, lockeres Bindegewebe und teilweise vaskuldres Gewebe (Abb. 12). Nach drei
Tagen nehmen die Epithelzellen nahe der priparationsbedingten Schnittstelle eine abgeflachte
Form an und bilden eine sehr diinne Epithelschicht (Abb. 13). Innerhalb von sieben Tagen
sind die verletzten Stellen wieder geschlossen (Abb. 14). Das neu gebildete Epithel besteht
aus zwei bis drei Zellreihen. Nach 10 bis 15 Tagen in Kultur erscheint es dicht und {iber das
gesamte Gewebefragment ausgebreitet. Es bleibt auch wéhrend der weiteren Kultivierung

morphologisch intakt.

Zu Beginn der Kultur findet man verschiedene Zelltypen im Stroma der Miniorgane. Es
besteht vorwiegend aus Fibroblasten, Lymphozyten, Granulozyten und Mastzellen. Nach
einer Woche ist das Stroma relativ zellarm, die lymphoiden Zellen werden durch

Kollagenfasern und Fibroblasten ersetzt.
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Abbildung 12: Auschnitt einer
humanen unteren Nasenmuschel.
Deutlich zu erkennen ist das
zilientragende respiratorische
Epithel, die Basalmembran und das
darunterliegende Bindegewebe.
Férbung: Hématoxylin-Eosin,
VergroBerung 100fach.

Abbildung 13: Miniorgan humaner
nasaler Mukosa nach dreitdgiger
Kultivierung im Querschnitt. Das
Mukosafragment ist nur teilweise
mit Epithel bedeckt. Férbung:
Héamatoxylin-Eosin, Vergroferung
40fach.

Abbildung 14: Miniorgan humaner
nasaler Mukosa nach siebentégiger
Kultivierung. Das gesamte Gewebe-
fragment ist von z.T.
zilientragendem  respiratorischem
Epithel umgeben. Féarbung:
Héamatoxylin-Eosin, VergroBerung
40fach.
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3.3 Bestimmung der Vitalitat

Um die Vitalitdt der Miniorgankulturen wéihrend der gesamten Kultur- und Versuchsdauer zu
gewihrleisten, wurde diese anhand des Zilienschlags und mit dem Trypanblau-Ausschlusstest

an separierten Miniorganzellen untersucht.

3.31 Zilienschlag

Ein wichtiges Indiz fiir die Vitalitdit der Miniorgane ist der Zilienschlag. Wihrend der
gesamten Kulturdauer wurde jeweils nach dem Mediumwechsel der Zilienschlag der
Mukosafragmente beobachtet. In einem inversen Lichtmikroskop konnte an den mit Zilien
ausgestatteten Epithelien der Miniorgankulturen durchweg ein kriftiger Flimmerschlag

festgestellt werden, der auch durch die Fremdstoffexpositionen nicht beeintriachtigt wurde.

3.3.2 Trypanblau-Ausschlusstest

Die Bestimmung der Zellvitalitdt mit dem Trypanblau-Ausschlusstest wurde parallel zu den
Genotoxizitiatsuntersuchungen durchgefiihrt, um fiir die Qualitit des Versuchs einen hohen
Anteil vitaler Zellen zu gewdhrleisten. Bei einer Vitalitit < 75 % wurde der Ansatz
verworfen. Zu jedem Untersuchungszeitpunkt (Tag 7 bis Tag 11) und unabhéngig von der
Fremdstoffexposition lagen die Vitalititen der Dbereits separierten Zellen der

Mukosafragmente iiber 95 %.

3.4 DNA-Schadigung an Miniorganen nach

Fremdstoffexposition

Vorangestellt werden hier exemplarische DNA-Schiadigungen, wie sie von unterschiedlichen
Xenobiotika hervorgerufen werden konnen. Die von den Testsubstanzen induzierten
Strangbriiche bilden im alkalischen Milieu einzelne DNA-Fragmente, welche im
elektrophoretischen Feld, abhidngig vom Molekulargewicht, unterschiedliche Strecken in
Richtung Anode zuriicklegen. Durch dieses Migrationsverhalten entsteht ein
kometenformiges DNA-Konglomerat. Im Kopf dieses Kometen befindet sich die weitgehend
intakte DNA der Zelle, der Kometenschweif besteht aus fragmentierter DNA. Eine Vielzahl
von Einzelstrangbriichen, alkalilabilen Stellen und DNA-Abschnitten inkompletter

Exzisionsreparatur verursachen diese Migrationsmuster.
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Abbildung 15: DNA einer Zelle ohne erkennbare DNA-Fragmentierung (a), mit mittelgradiger (b) und mit
starker Schidigung (c) nach alkalischer Denaturierung, Elektrophorese und Fluoreszenzfarbung mit
Ethidiumbromid; Fluoreszenzmikroskopie, Vergroerung 400fach.

Die unfragmentierte, vorwiegend intakte DNA einer Zelle nach Elektrophorese und Farbung
mit Ethidiumbromid weist eine fast runde Form auf (Abb. 15a). Nach Behandlung mit einem
polyzyklischen Kohlenwasserstoff ist die fragmentierte DNA im elektrischen Feld
anodenwirts gewandert. Der Kopf des Kometen fluoresziert stark, der Kometenschweif weist
gegen sein Ende hin abnehmende Intensitit auf (Abb. 15b). Die DNA-Fragmentierung einer
Chromat- oder MNNG exponierten Zelle ist sehr hoch und befindet sich tiberwiegend im
Schweif des Kometen (Abb. 15¢).

Zur Untersuchung der DNA-Schiddigung wurden humane Miniorgankulturen von 23
Spendern (Anamnesen im Anhang, Tab. 19) an den Kulturtagen 7, 9 und 11 mit den
Fremdstoffen NDEA, BPDE und Natriumdichromat inkubiert. AnschlieBend wurde die
dadurch hervorgerufene DNA-Fragmentierung mittels Mikrogelelektrophorese quantifiziert.
AuBlerdem wurde die Reduzierung der DNA-Migration nach jeweils 24-stiindigem
Reparaturintervall im Anschluss an die erste und an die zweite Exposition untersucht (siche
Tab. 4 und Abb. 3, S. 18). Die konstante Anzahl von 23 Ergebnissen konnte bei einzelnen
Substanzen und Untersuchungstagen nicht aufrecht erhalten werden, da nicht fiir alle Tests

geniigend Zellmaterial zur Verfligung stand.

Tabelle 4: Ubersicht der Untersuchungszeitpunkte humaner nasaler Miniorgankulturen nach Fremdstoff-
expositionen und Reparaturintervallen.

Tag 7 Tag 8 Tag 9 Tag 10 Tag 11
1. Exposition - 2. Exposition - 3. Exposition
- Reparatur - Reparatur -
Mikrogel- Mikrogel- Mikrogel- Mikrogel- Mikrogel-

elektrophorese

elektrophorese

elektrophorese

elektrophorese

elektrophorese
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3.41 Mehrfache Kontrollexposition und Reparatur
60
50
40
=
= 30
o
i p < 0,045
i Abbildung 16: DNA-
Fragmentierung in  Zellen
101 humaner nasaler Miniorgan-
8 g o kulturen an den  Unter-
—— 0 S suchungstagen 7, 8, 9, 10 und
0 : : = =— =—— 11. OTM: Olive Tail Moment,
N= 20 20 20 20 20

Tag 7 Tag 8 Tag 9 Tag 10 Tag 11

N: Anzahl der Versuche,
o: Ausreif3er.

Als Negativkontrolle wurde den Miniorganen Medium zugesetzt, das auch als Losungsmittel

fiir die Testsubstanzen verwendet wurde. An allen untersuchten Tagen (Tag 7, 8, 9, 10, 11)

sind keine Unterschiede in der DNA-Schiadigung gegeniiber den vorhergehenden Tagen zu

finden. Die Mediane der mittleren OTM-Werte in 20 Ansdtzen liegen an allen fiinf Tagen

zwischen 2,15 und 2,98.

Tabelle 5: p-Werte im Wilcoxon-Test fiir das Ausmall der DNA-Fragmentierung in Zellen nicht exponierter

Miniorgane im Vergleich zum Vortag

p< Tag8vs.Tag7 Tag9vs.Tag$8 Tag10vs. Tag9 Tag 11 vs. Tag 10

K 0,045 0,306 0,131

0,926

Das lokale a.-Niveau wurde bei p < 0,05 definiert. K: keine Exposition.
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3.4.2 Mehrfache N-Nitrosodiethylamin-Exposition und Reparatur

60

50 1

40 1

30 1

OTM

p <0,038
20 1
O
© o
| EEEEmEE
0 ; : ' - —
N= 16 16 15 15 15
Tag 7 Tag 8 Tag 9 Tag 10 Tag 11
1. Exp 2. Exp 3. Exp

Abbildung 17: N-Nitrosodiethyl-
amin-(NDEA) induzierte DNA-
Fragmentierung in Zellen humaner
Miniorgankulturen an Tag 7
(1. Exposition), Tag 8 (24-stiindige
Reparatur), Tag 9 (2. Exposition),
Tag 10 (24-stiindige Reparatur)
und Tag 11 (3. Exposition). OTM:
Olive Tail Moment, N: Anzahl der
Versuche, o: Ausreifer.

Untersuchungen mit N-Nitrosodiethylamin (NDEA) zeigen, dass dieses Nitrosamin eine

genotoxische Wirkung fiir Miniorgane gegeniiber den Kontrollansétzen besitzt. Nach einer

zwei- (OTM 3,98) oder dreifachen Exposition (OTM 3,33) kann keine Verdnderung der

DNA-Fragmentierung gegeniiber der ersten Fremdstoftbelastung (OTM 4,30) beobachtet
werden. Eine DNA-Reparatur nach 24 Stunden (OTM Tag 8: 4,70 und Tag 10: 6,18) ist nicht

zu erkennen.

Tabelle 6: p-Werte im Wilcoxon-Test fiir den Vergleich der DNA-Fragmentierung in Zellen N-Nitroso-
diethylamin-(NDEA) und nicht exponierter Miniorgankulturen an den verschiedenen Untersuchungstagen.

p=< Tag 7 Tag 8 Tag 9 Tag 10 Tag 11
K 0,001 0,001 0,004 0,001 0,011
Tag 8 0,642 0,272 - -

Tag 9 0,256 0,272 0,397
Tag 10 - - 0,038

Das lokale a-Niveau wurde bei p < 0,05 definiert. K: keine Exposition; - : nicht getestet.
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3.4.3 Mehrfache Benzo[a]pyren-diol-epoxid-Exposition und Reparatur
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40 1
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OTM

Abbildung 18: Benzo[a]pyren-
201 o] diol-epoxid-(BPDE) induzierte
0 DNA-Fragmentierung in Zellen
—T— humaner Miniorgankulturen an Tag

101 % 7 (1. Exposition), Tag 8 (24-stiin-
dige Reparatur), Tag 9 (2. Expo-
— L J‘ sition), Tag 10 (24-stiindige

Reparatur) und Tag 11
(3. Exposition). OTM: Olive Tail

Moment, N: Anzahl der Versuche,
1. Exp 2.Exp 3. Exp o: Ausreif3er.

_|

N= 15 15 15 14 13
Tag 7 Tag 8 Tag 9 Tag 10 Tag 11

Das Epoxid des polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffs Benzo[a]pyren (BPDE)
weist an allen untersuchten Tagen ein genotoxisches Potenzial fiir Organkulturen auf. Das
Ausmall der DNA-Fragmentierung nach ein- (OTM 7,49), zwei- (OTM 9,69) oder
dreimaliger Exposition (OTM 9,59) bleibt in den Medianwerten fast unverindert.

24-stiindige Reparaturphasen nach erster und zweiter Expositionsphase bewirken keinen

wesentlichen Riickgang der DNA-Migration (OTM 8,34 und 8,80).

Tabelle 7: p-Werte im Wilcoxon-Test fiir den Vergleich der DNA-Fragmentierung in Zellen Benzo[a]pyren-
diol-epoxid-(BPDE) und nicht exponierter Miniorgankulturen an den verschiedenen Untersuchungstagen.

p< Tag7 Tag 8 Tag 9 Tag 10 Tag 11
K 0,001 0,001 0,001 0,001 0,002
Tag 8 0,211 0,551 - -

Tag 9 0,268 0,925 0,249
Tag 10 - - 0,209

Das lokale a-Niveau wurde bei p < 0,05 definiert. K: keine Exposition; - : nicht getestet.
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3.4.4
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Mehrfache Natriumdichromat-Exposition und Reparatur
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Abbildung 19: Natriumdichromat-
(Na,Cr,07;)  induzierte  DNA-
Fragmentierung in Zellen humaner
Miniorgankulturen an  Tag 7
(1. Exposition), Tag 8 (24-stiindige
Reparatur), Tag 9 (2. Exposition),
Tag 10 (24-stiindige Reparatur)
und Tag 11 (3. Exposition). OTM:
Olive Tail Moment, N: Anzahl der
Versuche, o: Ausreifer.

Natriumdichromat (Na,Cr,O;) verursacht bereits nach einmaliger Inkubation deutliche

Schiaden an der DNA von Miniorganzellen (OTM 5,20), nach zweiter und dritter

Fremdstoffexposition steigt das Schidigungsniveau jedoch noch weiter an (OTM 15,04 und

34,06). Die genotoxische Wirkung von Natriumdichromat erhoht sich zwischen den

Expositionstagen auf mehrfache Ausgangswerte.

Nach Reparaturintervallen von 24 Stunden zeigt sich kein Riickgang der DNA-Migration,

sondern sogar ein Anstieg der DNA-Fragmentierung bis zum Schéddigungsniveau der

dreifachen Exposition (OTM Tag 8: 11,48 und Tag 10: 36,31).

Tabelle 8: p-Werte im Wilcoxon-Test fiir den Vergleich der DNA-Fragmentierung in Zellen Natriumdichromat-
(Na,Cr,05) und nicht exponierter Miniorgankulturen an den verschiedenen Untersuchungstagen.

p< Tag 7 Tag 8 Tag 9 Tag 10 Tag 11
K 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
Tag 8 0,001 0,031 - -

Tag 9 0,001 0,001 0,001
Tag 10 - - 0,776

Das lokale a-Niveau wurde bei p < 0,05 definiert. K: keine Exposition; - :

nicht getestet.
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3.4.5
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Abbildung 20: N-Methyl-N "-nitro-
N-nitrosoguanidin-(MNNG) indu-
zierte DNA-Fragmentierung in
Zellen humaner Miniorgankulturen
an Tag 7 (1. Exposition), Tag 8
(24-stiindige Reparatur), Tag 9
(2. Exposition), Tag 10 (24-
stiindige Reparatur) und Tag 11
(3. Exposition). OTM: Olive Tail
Moment, N: Anzahl der Versuche,
o: Ausreif3er.

Das als Positivkontrolle verwendete Nitrosamid schiddigt die DNA von Zellen nasaler

Miniorgane sehr stark. An allen untersuchten Tagen ist eine hohe DNA-Fragmentierung zu

finden, die nach der zweiten und dritten Exposition (OTM 42,99 und 45,54) noch deutlich

gegeniiber der einmaligen Exposition (OTM 30,56) zugenommen hat. Nach mehrmaliger

Fremdstoffexposition nimmt das Ausmal} der DNA-Schiadigung weiter zu.

Die gewihrten Reparaturphasen bewirken einen leichten Riickgang der DNA-Schidigung, der

jedoch lediglich nach der ersten Exposition Signifikanzniveau erreicht (OTM Tag 8: 28,01
und Tag 10: 38,03).

Tabelle 9: p-Werte im Wilcoxon-Test fiir den Vergleich der DNA-Fragmentierung in Zellen N-Methyl-N "-nitro-
N-nitrosoguanidin-(MNNG) und nicht exponierter Miniorgankulturen an verschiedenen Untersuchungstagen.

p< Tag7 Tag 8 Tag 9 Tag 10 Tag 11
K 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
Tag 8 0,023 0,001 - -

Tag 9 0,095 0,001 0,156 0,231
Tag 10 - - 0,156 0,015

Das lokale a-Niveau wurde bei p < 0,05 definiert. K: keine Exposition; - : nicht getestet.
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3.5 Untersuchungen zur Apoptose

In der frithen Phase des Apoptosevorgangs einer Zelle ist deren Plasmamembran noch intakt.
Es findet lediglich eine Verlagerung eines Phospholipids (Phosphatidylserin) von der
Membraninnenseite auf die Aullenseite statt. Eine spite Apoptosephase dagegen ist mit
Beschiddigung der Membran, mit Chromatinkondensation und chromosomaler
Fragmentierung verbunden. Mit Annexin V kann das an der Auflenseite der Plasmamembran
lokalisierte Phosphatidylserin als Zeichen eines frithen Apoptoseereignisses nachgewiesen
werden. Um falsch positive Ergebnisse zu vermeiden (Annexin V Bindung an der
Membraninnenseite), miissen nun durch Gegenfirbung mit Propidiumiodid Zellen mit

beschadigter Plasmamembran (nekrotisch oder spét-apoptotisch) ausgeschlossen werden.

Frith-apoptotische Zellen, die Annexin V binden, erscheinen unter dem Fluoreszenz-

mikroskop griin, nekrotische Zellen rot.

Abbildung 21: Darstellung von Annexin V geférbten frith-apoptotischen (griin) und spét-apoptotischen (rot)
Zellen humaner nasaler Mukosa. Zellen im normalen Zellzyklus zeigen keine Fluoreszenz.
Fluoreszenzmikroskopie, VergroBerung 400fach.

Die Untersuchungen zur Apoptose wurden unmittelbar nach Fremdstoffexposition und
Separation der Miniorgane, also zeitgleich zur Mikrogelelektrophorese, durchgefiihrt. Damit
konnen genauere Aussagen zur Ursache der DNA-Fragmentierung, ob direkt durch den

Fremdstoff oder durch Fremdstoff-induzierte Apoptose, getroffen werden.
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3.5.1 Apoptose in nicht exponierten Miniorgankulturen
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N 10 10 o: AusreiBler; *: Extremwert;
Tag 7 Tag 9 Tag 11 A: Apoptose.

Nach sieben Tagen Kulturdauer weisen die Zellen separierter Miniorgane 2 % friih-
apoptotische und 3 % spét-apoptotische Zellen auf. Nach zwei weiteren Tagen liegen die
Werte bei 2,5 %. Nach insgesamt elftdgiger Kultivierung steigt der Anteil frith-apoptotischer
Zellen auf 4,5 %. Spite Apoptose findet nur mehr in 2 % der Miniorganzellen statt.

Tabelle 10: p-Werte im Wilcoxon-Test fiir den Vergleich des Anteils apoptotischer Zellen in nicht exponierten
Miniorgankulturen an den Untersuchungstagen 7, 9 und 11.

keine Exposition Tag 7 Tag 9 Tag 11

p< frith  spat frih spat frih spat
Tag 7 0,878 0,288 0,103 0,905
Tag 9 0,153 0,442

Das lokale a-Niveau wurde bei p < 0,05 definiert.
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3.5.2 Apoptose nach N-Nitrosodiethylamin-Exposition
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Abbildung 23: Apoptose-
101 induktion durch N-Nitroso-
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der Versuche; o: Ausreiler;
1. Exp 2. Exp 3. Exp *: Extremwert; A: Apoptose.

Nach einmaliger Nitrosaminexposition weisen 2,5 % der Zellen der Miniorgane frith- und
2,5 % spit-apoptotische Vorgidnge auf. Nach 9 Tagen Kulturdauer und zweifacher
Fremdstoftbelastung befinden sich 2 % in frither und 3 % in spéter Apoptose. Eine dreimalige
Inkubation mit NDEA ist mit einem Riickgang des Anteils spit-apoptotischer Zellen
verbunden (3,5 % friihe, 1,5 % spéte Apoptose). Im Vergleich zur Kontrolle verdndert sich
somit die Apoptose nach NDEA-Behandlung nicht.

Tabelle 11: p-Werte im Wilcoxon-Test fiir den Vergleich des Anteils apoptotischer Zellen in
N-Nitrosodiethylamin- (NDEA) und nicht exponierten Miniorgankulturen an den Untersuchungstagen 7, 9 und 11.

NDEA Tag 7 Tag 9 Tag 11
p< friih  spit frih spat frih spat
K 0,215 0,753 0,397 0,964 0,132 0,766
Tag 7 0,573 0,593 -

Tag 9 0,813 0,120

Das lokale a-Niveau wurde bei p < 0,05 definiert. K: keine Exposition; - : nicht getestet.



3 Ergebnisse 60
3.5.3 Apoptose nach Benzo[a]pyren-diol-epoxid-Exposition
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Abbildung 24: Apoptose-
101 —|— induktion durch Benzo[a]pyren-
EI i diol-epoxid (BPDE). Prozentualer
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der Versuche; o: Ausreiller;
1. Exp 2. Exp 3. Exp *. Extremwert; A: Apoptose.

Eine einmalige Benzo[a]pyren-diol-epoxid-Exposition verursacht in Miniorgankulturen

5,5 % frith- und 2,5 % spit-apoptotische Zellen. Durch die zweifache Fremdstoffbelastung

wird ein deutlich erhohter Anteil frith-apoptotischer Zellen gegeniiber dem Kontrollansatz

hervorgerufen. Am 11. Tag, nach der dritten BPDE-Exposition, befinden sich ebenfalls mehr

Zellen in frithen Apoptosestadien als an den vorhergehenden Untersuchungstagen. Die Rate

spat-apoptotischer Zellen, welche bereits einen Membranschaden aufweisen, bleibt von der

BPDE-Exposition unbeeinflusst (2,5 %, 2,5 % und 1,1 %). BPDE erhoht den Anteil friih

apoptotischer Zellen nach einfacher (5,5 %) zweifacher (6 %) und dreifacher Exposition

(6,5 %), wobei der Unterschied zu den Kontrollen nur am 9. Tag Signifikanzniveau erreicht.

Tabelle 12: p-Werte im Wilcoxon-Test fiir den Vergleich des Anteils apoptotischer Zellen in Benzo[a]pyren-
diol-epoxid- (BPDE) und nicht exponierten Miniorgankulturen an den Untersuchungstagen 7, 9 und 11.

BPDE Tag 7 Tag 9 Tag 11

p< frih  spat frih spat frih spat
K 0,345 0,812 0,021 0,262 0,213 0,260
Tag 7 0,241 0,753 -

Tag 9 0,919 0,246

Das lokale a-Niveau wurde bei p < 0,05 definiert. K:

keine Exposition; - : nicht getestet.
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3.54 Apoptose nach Natriumdichromat-Exposition
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Abbildung 25: Apoptose-
10 T induktion durch Natrium-
i dichromat (Na,Cr,0;). Prozen-
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der Versuche; *: Extremwert;
1. Exp 2. Exp 3. Exp A: Apoptose.

Natriumdichromat verursacht nach einmaliger Exposition in 2,5 % der Zellen nasaler

Miniorgane friihe, in 3,5 % spite Apoptose. Nach weiteren Belastungsphasen zeigt sich ein

erhohter Anteil frith-apoptotischer Zellen im Vergleich zum Kontrollansatz. Der Zahl der

Zellen mit frith-apoptotischen Merkmalen steigt mit jeder zusétzlichen Exposition deutlich an

(Tag 9: 7,5 % und Tag 11: 16 %). Eine mehrfache Natriumdichromatexposition zeigt keinen

signifikanten EinfluB auf spdte Apoptosestadien. 4 % und 3 % der Zellen weisen bereits an

den Tagen 7 und 9, 6 % an Tag 11 Membranschiddigungen auf.

Tabelle 13: p-Werte im Wilcoxon-Test fiir den Vergleich des Anteils apoptotischer Zellen in Natriumdichromat-
(Na,Cr,05) und nicht exponierten Miniorgankulturen an den Untersuchungstagen 7, 9 und 11.

Na,Cr,0, Tag 7 Tag 9 Tag 11
p< friih  spait frith spat frih spat
K 0,263 0,204 0,028 0,929 0,050 0,153
Tag 7 0,040 0,554 -

Tag 9 0,373 0,146

Das lokale a-Niveau wurde bei p < 0,05 definiert. K:

keine Exposition; - : nicht getestet.
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3.5.5 Apoptose nach N-Methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidin-Exposition
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Abbildung 26: Apoptose-
o) induktion durch  N-Methyl-N"-
10 nitro-N-nitroso-guanidin (MNNG).
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*
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N—— (2. Exposition) und 11
(3. Exposition); N: Anzahl der
Tag 7 Tag 9 Tag 11 Versuche; o: Ausreif3er;

1. Exp 2. Exp 3. Exp *: Extremwert; A: Apoptose.

N-Methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG) verursacht nur sehr geringe Apoptoseraten,
die sich zu keinem Zeitpunkt signifikant von der Kontrolle unterscheiden. In der Tendenz ist
die Anzahl der spit-apoptotischen Zellen sogar eher erniedrigt (0,5 %, 4,1 %, 0,9 % nach 7, 9
und 11 Tagen). Einmalige Inkubation fiihrt in 3,5 % der Zellen zu friihen Apoptosevorgéngen.
0,5 % der Miniorganzellen befinden sich in spdteren Stadien mit Membranschidigungen.
Nach der zweiten Exposition werden 2 % friih- und 4 % spét-apoptotische Zellen beobachtet.

Diese Werte verdndern sich auch durch die dritte Exposition am 11. Tag nicht wesentlich.

Tabelle 14: p-Werte im Wilcoxon-Test fiir den Vergleich des Anteils apoptotischer Zellen in N-Methyl-N "-nitro-
N-nitrosoguanidin-(MNNG) exponierten und nicht exponierten Miniorgankulturen (Kontrolle) an den
Untersuchungstagen 7, 9 und 11.

MNNG Tag 7 Tag 9 Tag 11

p< frith  spat frih spat frih spat
K 0,306 0,592 0,471 0,230 0,539 0,109
Tag 7 0,959 0,088 -

Tag 9 1,000 0,105

Das lokale a-Niveau wurde bei p < 0,05 definiert. K: keine Exposition; - : nicht getestet.
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3.6 Bestimmung der Zytokinproduktion

Die von den Miniorganen freigesetzte Zytokine wurde an den Tagen 2, 7, 9 und 11 aus dem
Kulturiiberstand bestimmt. Untersucht wurde jeweils die in den vorhergehenden 48 Stunden
produzierte Menge. Bei Mediumwechsel bzw. vor der Fremdstoffexposition wurde der
Uberstand aller gleichbehandelten Ansitze gesammelt und portioniert eingefroren. Die an
Tag 9 bestimmte Zytokinmenge kann somit als Reaktion auf die erste, bereits erfolgte
Exposition gewertet werden. Eine Untersuchung am 11. Tag stellt die Zytokinproduktion

nach der zweiten Exposition dar.

Interleukin 8 (IL-8) gilt als chemotaktischer Faktor fiir Neutrophile, Eosinophile und
T-Lymphozyten. Es wird u.a. sowohl von Fibroblasten, von Endothel- als auch von
Epithelzellen produziert. IL-8 stellt das dominierende exprimierte Zytokin des humanen
nasalen Epithels dar. Aufgrund bestimmter infektioser und toxischer Substanzen kann eine
Aktivierung der immunkompetenten Zellen erfolgen und eine Entziindungsantwort vermittelt

werden.

Der Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierende Faktor (GM-CSF) spielt eine
wichtige Rolle in der Reifung von Granulozyten, Makrophagen und Eosinophilen sowie in
der Hamatopoese. Dieses Zytokin wird unter anderem von Makrophagen, Fibroblasten,
Endothel- und Epithelzellen gebildet. Die Freisetzung von GM-CSF kann durch mechanische

oder chemische Einwirkungen beeinflusst werden.
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3.6.1 Zytokinfreisetzung wahrend der Kultivierung
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Die Freisetzung von IL-8 nach zweitigiger Kultivierung der Miniorgane liegt durchschnittlich
bei etwa 10 ng/ml. Nach sieben Tagen Kulturdauer steigt die gebildete Menge dieses Zytokins
deutlich auf 18,4 ng/ml an. Im weiteren Kulturverlauf, an den Tagen 9 und 11, nimmt die

IL-8 Produktion deutlich ab (11,0 und 11,5 ng/ml).

In den ersten 48 Stunden produzieren die Miniorgankulturen ca. 5 pg/ml GM-CSF. Im
weiteren Verlauf (Tag 7) steigt die Zytokinfreisetzung deutlich auf 10 pg/ml in 48 Stunden an.
In den folgenden Untersuchungen nach 48 (Tag 9) bzw. 96 Stunden (Tag 11) kdnnen keine

weiteren Steigerungen der Produktion festgestellt werden.
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Zytokinfreisetzung durch N-Nitrosodiethylamin-Exposition

100
a
p <0,007
= 80
c O
>
£ p <0,045
<
R 60
£ * p <0,034
(o]
% * (oY
B 40
L (@]
o
[T
% o o
= 20 @]
? E Q I:lKomroIIe
0 - [ NDEA
N= 12 12 12 12 12 12 12 12
Tag 2 Tag 7 Tag 9 Tag 11
60 x
*
b o
E 50 4
fe)) *
= p < 0,023 p<0,023
40
g —_— O o
£
(o]
S 30
N @]
[}
0
[
r 204 O o
[T
%)
Q
% 10 1 %
gi I:lKontroIIe
0 [ NDEA
N= 12 12 12 12 12 12 12 12
Tag 2 Tag 7 Tag 9 Tag 11
1. Exp 2. Exp 3. Exp

Abbildung 28: Freisetzung von IL-8 (a)
bzw. GM-CSF (b) durch nicht
(Kontrolle) und N-Nitrosodiethylamin-
(NDEA) exponierte Miniorgankulturen.
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Nach sieben Tagen nimmt die IL-8 Produktion der Miniorgankulturen gegeniiber der nach

zwel Tagen freigesetzten Menge zu (9,8 und 18,5 ng/ml), nach 9 und 11 Tagen wieder ab

(11,0 ng/ml). Eine NDEA-Exposition verursacht eine Steigerung der am 9. Tag im

Kulturiiberstand gemessenen IL-8 Konzentration gegeniiber dem Kontrollansatz (10,3 ng/ml).

Nach einer weiteren NDEA-Belastung dndert sich jedoch die IL-8 Produktion nicht mehr.

Die Miniorgane zur Untersuchung des NDEA-FEinflusses zeigen am zweiten Tag keine

Abweichungen in der GM-CSF Produktion gegeniiber dem Kontrollansatz (4,5 pg/ml). Nach

sieben Tagen sind die gemessenen Konzentrationen erhoht (9,1 pg/ml). Nach einmaliger

Fremdstoftbelastung bleibt die freigesetzte GM-CSF Konzentration unverdandert (Tag 9:

9,95 pg/ml). Eine zweifache NDEA-Exposition (9,3 pg/ml) verursacht einen deutlichen

Riickgang der produzierten Zytokinmenge gegeniiber den Kontrollen (11,3 pg/ml).
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3.6.3

100

IL-8 Freisetzung in 48 h [ng/ml]

60

GM-CSF Freisetzung in 48 h [pg/ml]

80

60

40 -

20 1

50 4

40 1

30 1

20 1

Zytokinfreisetzung durch Benzo[a]pyren-diol-epoxid-Exposition

O i :
= 10 '10 10 '10 10 '10 10 '10

Tag 2 Tag 7 Tag 9 Tag 11
b
*
@]
1 .
o]
i I
N= 10 10 10 10 10 10 10 10
Tag 2 Tag 7 Tag 9 Tag 11
1. Exp 2. Exp 3. Exp

I:l Kontrolle
[ srPDE

I:l Kontrolle
[ sPDE

Abbildung 29: Freisetzung von IL-8 (a)
bzw. GM-CSF (b) durch nicht
(Kontrolle) und Benzo[a]pyren-diol-
epoxid- (BPDE) exponierte
Miniorgankulturen. IL-8/GM-CSF
Konzentration im Kulturiiberstand an
den Tagen 2, 7 (1.Exposition),
9 (2. Exposition) und 11 (3. Exposition)
jeweils nach 48-stiindiger Kultivierung.
N: Anzahl der Versuche; o: Ausreifler;
*: Extremwert.

Nach 48-stiindiger Kultivierung weisen Kontrollen und BPDE-Ansidtze dhnliche IL-8

Konzentrationen auf (8,8 und 9,8 ng/ml). Am 7. Tag steigt die IL-8 Freisetzung der

Miniorgane leicht an, der Wert des Kontrollansatzes liegt etwas hoher. Eine erste BPDE-

Belastung (Tag 9: 16,5 ng/ml) ist mit einer leicht erhdhten Produktion von IL-8 verbunden.

Eine weitere Exposition induziert einen Konzentrationsriickgang (11,2 ng/ml).

Die GM-CSF Produktion der nasalen Miniorgane zeigt sich nach einer siebentéigigen

Kultivierung gegeniiber dem 2. Tag deutlich erhdht (Tag 2 und Tag 7: 4,6 und 9,0 pg/ml). Die

erste Fremdstoffexposition verursacht keine Verdnderungen der GM-CSF Freisetzung.

Zweimalige BPDE-Belastung induziert einen Riickgang der GM-CSF Produktion (5,6 pg/ml)

gegeniiber den nicht exponierten Organkulturen (11,3 pg/ml).
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Miniorgane fiir Natriumdichromatuntersuchungen zeigen an den Kulturtagen 2 und 7

unverdnderte IL-8 Freisetzung (10,5 und 16,1 ng/ml). Die erste Chromatexposition hat eine

leichte Konzentrationsabnahme an Tag 9 zur Folge. Die zweite Fremdstoffbehandlung

verursacht jedoch einen deutlichen IL-8 Riickgang (0,9 ng/ml) im Vergleich zum

Kontrollansatz (11,5 ng/ml) und zur ersten Chromatbehandlung(7,9 ng/ml).

Die GM-CSF Produktion der Miniorgankulturen steigt im Laufe der Kulturdauer leicht an.

Durch die erste Natriumdichromat-Exposition wird eine hdhere Menge an GM-CSF

gegeniiber den Kontrollansitzen freigesetzt (12,9 und 11,5 pg/ml). Eine zweifache

Fremdstoftbelastung induziert eine am Tag 11 deutlich niedrigere GM-CSF Konzentration

(9,3 pg/ml) im Vergleich zu den nicht exponierten Kulturen (11,3 pg/ml).
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Tabelle 15: p-Werte im Wilcoxon-Test fiir den Vergleich der IL-8 Produktion fremdstoffexponierter und nicht
exponierter Miniorgankulturen bzw. der Freisetzung an den verschiedenen Untersuchungstagen.

IL-8 K NDEA BPDE Na,Cr,0;
p<

Tag2vs.K - 0,045 0,878 0,308
Tag7vs.K - 0,099 0,333 0,136
Tag9vs.K - 0,034 0,114 0,158
Tag 11 vs. K - 0,937 0,799 0,002
Tag 7 vs. Tag 2 0,073 0,272 0,139 0,272
Tag9vs.Tag7 0,007 0,272 0,799 0,158
Tag 11 vs. Tag 9 0,526 0,433 0,093 0,002

Das lokale a-Niveau wurde bei p < 0,05 definiert. K: keine Exposition; NDEA: N-Nitrosodiethylamin;
BPDE: Benzo[a]pyren-diol-epoxid; Na,Cr,0;: Natriumdichromat; - : nicht getestet.

Tabelle 16: p-Werte im Wilcoxon-Test fiir den Vergleich der GM-CSF Produktion fremdstoffexponierter und
nicht exponierter Miniorgankulturen bzw. der Freisetzung an den verschiedenen Untersuchungstagen.

GM-CSF K NDEA BPDE Na,Cr,0;
p <

Tag 2 vs. K - 0,583 0,678 0,959
Tag 7 vs. K - 0,071 0,263 0,170
Tag9vs.K - 0,724 0,385 0,209
Tag 11 vs. K - 0,023 0,059 0,012
Tag 7 vs. Tag 2 0,020 0,023 0,008 0,050
Tag9vs.Tag7 0,588 0,272 0,646 0,136
Tag 11 vs. Tag 9 0,070 0,583 0,241 0,060

Das lokale o-Niveau wurde bei p < 0,05 definiert. K: keine Exposition; NDEA: N-Nitrosodiethylamin;
BPDE: Benzo[a]pyren-diol-epoxid; Na,Cr,0;: Natriumdichromat; - : nicht getestet.
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3.7 DNA-Reparatur

Fir die Untersuchung der DNA-Reparatur bzw. der individuellen Reparaturfihigkeiten
wurden von 10 ausgewihlten Personen Lymphozyten aus peripherem Blut isoliert. Das Alter
der ausschlieBlich mannlichen Spender lag zwischen 24 und 36 Jahren, der Mittelwert bei

30,9 Jahren (Anamnesen der Spender siche Anhang, Tabelle 20).

3.71 DNA-Reparatur von Lymphozyten

Von Lymphozyten derselben Spender wurden jeweils drei Ansétze fiir die Untersuchung der
DNA-Reparatur durchgefiihrt, um Unterschiede im Reparaturverhalten von nicht stimulierten,
wihrend der Inkubation einstiindig stimulierten und 24-stiindig mit PHA stimulierten
Lymphozyten darzustellen. Dazu wurde die DNA der Lymphozyten durch eine einstiindige
H,0,-Inkubation geschédigt. Im Anschluss daran wurden Reparaturphasen von 0, 15, 30 und
60 Minuten gewdhrt und die persistierenden Schiden mit Hilfe der Mikrogelelektrophorese

quantifiziert.
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Abbildung 31: DNA-Reparatur H,0,-geschddigter Lymphozyten, die ohne (®), mit einstlindiger (A) oder
24-stiindiger (m) PHA-Stimulierung inkubiert wurden. Dargestellt werden die Ansétze der Kontrolle und der
H,0,-Schédigung nach 0, 15, 30 und 60 Minuten Reparaturintervall. OTM: Olive Tail Moment als quantitatives
MaB genotoxischer Schadigung. Mittelwerte aus 10 Versuchen. Die Fehlerbalken bezeichnen den Standardfehler
der Mittelwerte.
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Der GroBteil der DNA-Reparatur von geschiadigten Lymphozyten in Medium, dem kein oder
nur einstiindig wihrend der Fremdstoffinkubation PHA zugesetzt wurde, findet in den ersten
15 Minuten statt. Eine ldngere Reparaturphase von 30 bzw. 60 Minuten ergibt nahezu
gleichbleibende OTM-Werte. Eine 24-stiindige PHA-Stimulierung dagegen &uflert sich in
einer hoheren DNA-Schiadigung durch H,O,. Auch hier ist die Reparaturkinetik in den ersten

15 Minuten am hochsten.

3.7.2 Individuelle Reparaturfahigkeit von Lymphozyten

Zur Bestimmung der individuellen Reparaturkapazitit wurde die Reduktion der DNA-
Fragmentierung von 24 Stunden PHA-stimulierten Lymphozyten in den ersten 15 Minuten

nach der Exposition herangezogen. Pro Spender wurden Doppelversuche durchgefiihrt.
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Abbildung 32: Individuelle DNA-Reparaturkapazitit. Darstellung des prozentualen Riickgangs der durch H,0,
verursachten DNA-Fragmentierung in einer 15-miniitigen Reparaturphase an 10 Probanden (1-10). Es wurden
jeweils zwei unabhéngige Versuche (A ; m) durchgefiihrt.

Bei den 10 untersuchten Probanden liegen nach einer 15-miniitigen Reparaturphase die
individuellen Riickginge der DNA-Fragmentierung zwischen 15 % und 75 %. Die
Lymphozyten der einzelnen Spender weisen in den beiden Versuchsdurchgéingen
unterschiedliche Reparaturkapazitidten auf. Diese Unterschiede sind aber geringer als die

Unterschiede zwischen den verschiedenen Spendern (Abb. 32).



3 Ergebnisse 71

3.7.3 Individuelle Reparaturfahigkeit von Proteinextrakten

Zusitzlich wurde die individuelle Reparaturkapazitit der 10 Probanden iiber die Aktivitit

eines Proteinextraktes bestimmt, welcher aus Lymphozyten gewonnen wurde.
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Abbildung 33: Individuelle DNA-Reparaturkapazitit {iber die Aktivitdit von Lymphozyten-Proteinextrakten.
Darstellung der DNA-Fragmentierung, die durch initiale Schiadigung (H,O,; A) sowie durch zusitzliche
Inkubation mit Reparaturenzymen aus den individuellen Proteinextrakten der 10 Probanden (1-10; /), induziert
wurde. Zur Quantifizierung der DNA-Fragmentierung wurde der relative Olive Tail Moment verwendet (OTM
Schidigung — O™ Kontrolle)~

Durch Inkubation der individuellen Proteinextrakte mit bereits H,O,-geschéddigter Substrat-
DNA kann die Aktivitdt darin enthaltener Reparaturenzyme untersucht werden. Da diese
Proteinextrakte vorwiegend aus Endonukleasen bestehen, ist eine Zunahme der DNA-
Fragmentierung gegeniiber den extraktlosen Ansédtzen zu beobachten. Als Kontrolle dient
H,0;-geschidigte Substrat-DNA, die nur mit Extraktpuffer inkubiert wurde. Auch in diesem
Versuchsansatz zeigen sich individuell sehr unterschiedliche Reaktionen. Nur bei den
Probanden 3, 7 und 9 verursacht der Proteinextrakt im Vergleich zur Kontrolle einen Anstieg
der DNA-Fragmentierung. Bei den Probanden 2, 4, 5, und 10 jedoch nimmt die DNA-
Migration ab (Abb. 33).
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Gesamtproteingehalt der Extrakte

Der Proteingehalt der Lymphozytenextrakte liegt zwischen 10,4 und 14,9 mg/ml. Lediglich

bei Proband 3 konnten nur 5,2 mg/ml Gesamtprotein nachgewiesen werden.

Tabelle 17: Gesamtproteinkonzentration in Lymphozyten-Proteinextrakten der 10 untersuchten Probanden.

Proband 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

mg/ml 14,6 10,4 5,2 13,7 14,4 14,8 13,5 11,5 12,8 14,9

3.74 Gegeniiberstellung der individuellen Reparaturfahigkeiten

Eine Gegeniiberstellung der in den beiden Untersuchungen festgestellten individuellen
Reparaturfahigkeiten zeigt erhebliche Abweichungen. Im Versuch der Lymphozyten-
Reparatur weisen die Probanden 1, 2, 7, 8 und 10 relativ hohe Reparaturkapazititen bzw.
Riickginge der DNA-Fragmentierung auf. Die Reparatur {iiber die individuellen

Proteinextrakte hingegen stellt keine oder nur eine sehr geringe Aktivitét dar.
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Abbildung 34: Individuelle Reparaturkapazititen von 10 Probanden (1-10) in zwei unterschiedlichen
Versuchsansédtzen. Vergleichende Darstellung des individuellen prozentualen Riickgangs einer durch H,0,
induzierten DNA-Fragmentierung in Lymphozyten (m) bzw. durch den Lymphozyten-Proteinextrakt ().

Um die Ergebnisse der beiden Methoden zur Untersuchung der individuellen

(13

Reparaturfahigkeit zu vergleichen, wurde der Korrelationskoeffizient ,,r* nach Pearson
berechnet. Dabei =zeigten die ermittelten Riickgéinge der DNA-Fragmentierung in
Lymphozyten und in Proteinextrakten nur eine sehr geringe Korrelationen (r = 0,088). Hier

muss jedoch die fiir eine Korrelationsanalyse geringe Fallzahl beriicksichtigt werden.
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3.8 Vergleich Mikrokerntest — Mikrogelelektrophorese

Um die Aussagekraft der Einzelzell-Mikrogelelektrophorese (Comet Assay) gegeniiber einem
anderen etablierten Genotoxizititstest darzustellen, wird ein Vergleich beider Testsysteme
angestellt. Aus peripherem Blut von 20 Spendern wurden Lymphozyten isoliert, die in
Parallelansidtzen kultiviert und gegeniiber NDEA exponiert wurden. Die induzierte DNA-
Schadigung wurde sowohl im Mikrokerntest als auch im Comet Assay evaluiert. Das
Spenderkollektiv bestand aus 7 Frauen und 13 Ménnern im Alter von 19 bis 70 Jahren, der

Altersdurchschnitt lag bei 36 Jahren (Anamnesen der Spender im Anhang, Tabelle 21).

Abbildung 35: Darstellung einer binukleédren
Lymphozytenzelle mit Mikrokern (Pfeil).
Kernmaterial ist gelb geféarbt, Zytoplasma rot;
Férbung Acridin-Orange, Fluoreszenz-
mikroskopie, Vergroerung 1000fach.

Im Mikrokerntest weisen Lymphozyten aus der nicht exponierten 72-stiindigen Kultur eine
Mikrokernrate von 8 pro 1000 binukledren Zellen auf. Nach erfolgter Nitrosaminbehandlung
verdoppelt sich die Rate der gebildeten Mikrokerne. Damit induziert NDEA im Mikrokerntest
eine erhohte Mikrokernbildung (p < 0,001).

Die DNA der im gleichen Ansatz iiber 44 Stunden kultivierten Lymphozyten zeigt in der
Mikrogelelektrophorese nach Inkubation mit reinem Medium einen OTM-Wert von 2. Eine
einstiindige Inkubation mit dem Nitrosamin NDEA ruft eine DNA-Fragmentierung mit dem
OTM-Wert von 4,4 hervor. Dieser Wert ist gegeniiber dem Kontrollansatz, entsprechend dem
Ergebnis aus dem Mikrokerntest, ebenfalls signifikant erhoht (p < 0,001).
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Abbildung 36: Genotoxischer Effekt von N-Nitrosodiethylamin (NDEA) an Lymphozyten derselben Spender im
Mikrokerntest und in der Mikrogelelektrophorese. Anzahl der Mikrokerne pro 1000 binukledrer Zellen (BNZ)
bzw. Olive Tail Moment (OTM) als quantitatives Mall genotoxischer Schiadigung in den Kontroll- und NDEA-
exponierten Ansdtzen. N: Anzahl der Versuche; o: Ausreiler; *: Extremwert.

Um die Aussagekraft der beiden Genotoxizititstests gegeniiberzustellen, wurde der
Korrelationskoeffizient ,,r* nach Pearson zwischen den Ergebnissen von Mikrokerntest und
Mikrogelelektrophorese berechnet. Dabei ergaben sich sowohl fiir die Kontrollen- als auch fiir
die NDEA-exponierten Ansdtze nur sehr geringe Korrelationen (Kontrolle: r = 0,128; NDEA:
r = 0,037). Auch hier muss jedoch die fiir eine Korrelationsanalyse geringe Fallzahl

berticksichtigt werden.

Tabelle 18: p-Werte im Wilcoxon-Test fiir den Vergleich der DNA-Schédigung im Mikrokerntest und in der
Mikrogelelektrophorese.

p< Mikrokerntest Mikrogelelektrophorese
Kontrolle 0,001 0,001
NDEA 0,001 0,001

Das lokale a-Niveau wurde bei p < 0,05 definiert.
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4 DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wird ein dreidimensionales Miniorgankulturmodell aus humanem
nasalen Epithel vorgestellt. Zum einen wurden genotoxische Effekte von Xenobiotika
unterschiedlicher ~ Stoffklassen = mit  Mehrfachexpositionen = und  nachfolgenden
Reparaturintervallen untersucht und damit bessere FEinschitzungen des gesundheits-
gefdhrdenden Potenzials dieser Stoffe ermoglicht. Zum anderen wurden zur weiteren
Etablierung von Miniorgankulturen Beobachtungen zu Vitalitit und Apoptose durchgefiihrt.
Durch Kultivierung oder Fremdstoffexposition hervorgerufene mogliche Entziindungs-
reaktionen sollten iiber die Freisetzung von Zytokinen detektiert werden und zur weiteren
Validierung des Modells beitragen.

Zur Darstellung der individuellen Reparaturkapazitit wurden zwei unterschiedliche
Versuchsansédtze humaner Lymphozyten verglichen.

AuBerdem wurde die Einzelzell-Mikrogelelektrophorese dem Mikrokerntest hinsichtlich der
Aussagekraft von DNA-Schéddigung gegeniibergestellt.

41 Kultivierung und histologische Untersuchung der
Miniorgane

Dreidimensionale Organkulturen sind eine alternative Form der Kultivierung respiratorischen
Epithels. Steinsvag et al. berichten {iber nichtadhisive stationdre Organkulturen aus humanem
adenoiden Gewebe [1991]. Auch zu Kulturen menschlicher Bronchialbiopsien liegen
genauere Ausfithrungen vor [Fjellbirkeland et al.,, 1996]. Eine modifizierte Methode zur
Kultivierung dreidimensionaler Organkulturen nasaler Mukosa wurde von Kleinsasser et al.
[2001] entwickelt und erstmals deren Verwendbarkeit fiir in vitro Langzeitinkubationen mit

Xenobiotika gezeigt.

Miniorgankulturen wurden unter anderem eingesetzt an Schilddriisengewebe zur
Untersuchung von Hormonproduktionen [Hayakawa et al., 1993], an humanen
Leberfeinschnitten zur Beobachtung von DNA-Verinderungen [Beamand et al., 1998] oder
an Haut zur Analyse der Aktivierung von Benzo[a]pyren [Watson et al., 1988]. Durch die
Integritidt der Zellen in ihrem organspezifischen Verbund sollen moglichst natiirliche, der
Situation im lebenden Organismus entsprechende Verhiltnisse dargestellt werden. Besonders
wichtig erscheint dies bei Versuchsansitzen, die den Kontakt von Fremdstoffen mit

Zielorganen untersuchen. Von Monolayer- oder Suspensionskulturen, wie sie meist fiir
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entsprechende Untersuchungen eingesetzt werden, ist bekannt, dass sie sehr oft einen vollig
verdnderten oder aufgehobenen Fremdstoffmetabolismus aufweisen [DeLeve et al., 1997;

Teissier et al., 1998].

Mit Hilfe histologischer und lichtmikroskopischer Methoden wurde iiberpriift, ob es moglich
ist, humane nasale Mukosa im Zellverbund ohne Verlust des strukturellen Aufbaus zu
kultivieren. Paraffinschnitte von Miniorganen humaner nasaler Mukosa ergaben, dass zu
Beginn der Kultivierung nur ein kleiner Anteil der Gewebefragmente von respiratorischer
Mukosa bedeckt war. Bei einigen Kulturansidtzen war sowohl mehrreihiges wie auch
mehrschichtiges Flimmerepithel zu beobachten, was mit haufigen Gewebereaktionen humaner
Nasenschleimhaut auf Einwirkungen exogener Faktoren zu erkldren ist. Neben
Epithelschdadigungen durch Infektion, Gebrauch von Nasentropfen und allgemeinen
Umwelteinfliissen konnen physiologisch bedingte Umwandlungen der humanen nasalen
Mukosa auftreten. Das Epithel im vorderen Teil der unteren Nasenmuschel entspricht beim
Menschen hiufig nicht dem feinstrukturellen Bild respiratorischer Mukosa mit typischem
Flimmerepithel. Als Reaktion auf Luftstromung kann eine funktionelle Umwandlung dieses
Epithels, teilweise mit Zilienverlust, iiber ein Zylinderepithel bis hin zum Plattenepithel
erfolgen [Jahnke, 1992].

Nach sechs bis sieben Kulturtagen waren die hier untersuchten Miniorgane fast vollstédndig
von respiratorischem Epithel umgeben. Ein Wandern von Epithelzellen zu den verletzten
Gewebestellen ist von Untersuchungen zur Wundheilung in vivo und in vitro dokumentiert
[Al-Batran et al., 1999]. Durch Migration von Epithelzellen werden die praparationsbedingten
Schnittstellen an der Oberfliche des Fragments geschlossen. Wéhrend dieses Vorgangs
nehmen die Epithelzellen eine flache und ldngliche Form an. Das neue Epithel besteht aus
zwel bis drei Zellreihen. Die Miniorgane nehmen bei einem Durchmesser von ein bis zwei
Millimetern eine rundliche bis ovale Form an. Nach 14 Tagen bieten sie das morphologische
Bild eines zellarmen, bindegewebigen Korpers, dem ein mehrreihiges respiratorisches Epithel
aufsitzt. Neben einer Basalmembran sind Basalzellen, z.T. zilientragende Epithelzellen sowie
sezernierende Becherzellen vorhanden. Die Basalmembran ist sehr wichtig fiir das Wachstum
und auch fiir die Differenzierung von respiratorischem Epithel in vitro [van Scott et al., 1991,
Chevillard et al., 1991]. Morphologische und immunhistochemische Untersuchungen belegen
in vitro epitheliales Zellwachstum, Differenzierung der Zellen sowie proliferierende Fahigkeit
dieses Epithels [Fjellbirkeland et al., 1996]. Einige der Epithelzellen sind zilientragend.
Sowohl das Auftreten von =zilidren Vorldufern wie Basalkdrper im Zytoplasma von

Epithelzellen als auch das Vorkommen kiirzerer Zilien spricht fiir eine anhaltende
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Ziliennachbildung in vitro [Jorissen et al., 1990; Curtis et al., 1987]. Ein koordinierter
Zilienschlag ist bei ca. 80 % der hier untersuchten Kulturen nachweisbar, wie auch an

Organkulturen bronchialer Epithelzellen des Menschen beobachtet wurde [Bals et al., 1998].

Im Vergleich zu Monolayerkulturen bieten Organkulturen wichtige Vorteile. Eine
Differenzierung in verschiedene Zelltypen bleibt mindestens vier Wochen lang erhalten [Bals
et al., 1998], in Monolayerkulturen dagegen dedifferenzieren die Epithelzellen teilweise schon
innerhalb einer Woche [Jorissen et al., 1990]. Das Epithel der Miniorgane besitzt im
Gegensatz zu dem aus Monolayerkulturen einen Aufbau gemilB der in vivo Situation. Die
Zellen wachsen auf ihrer Matrix und bilden ihre eigene Basalmembran. AuBlerdem ist bei

Organkulturen eine Interaktion zwischen verschiedenen Zelltypen moglich.

Mit dreidimensionalen Organkulturen respiratorischen Epithels steht eine alternative, zeitlich
stabile und in vivo nahe Kulturform zur Verfiigung, mit der detaillierte Experimente an
Zellmechanismen in Verbindung mit epithelialem Zellwachstum, mit Differenzierung und

Reparatur durchgefiihrt werden konnen.

Kleinsasser et al. [2001] gelang es zu zeigen, dass sich dieses Miniorgankulturmodell aus
humaner nasaler Mukosa fiir wiederholte Fremdstoffinkubationen von Schleimhautzellen im
Zellverbund gut eignet. Hiermit kann eine in vivo dhnliche Situation der Mukosa des oberen
Aerodigestivtraktes dargestellt werden. AuBerdem ermoglicht die Realisierung von
mehrfachen Inkubationen mit nachfolgenden Reparaturphasen die Simulation einer

bestimmten beruflichen Exposition.

4.2 DNA-Schadigung an Miniorganen

Nach siebentdgiger Kultivierung wurden die Miniorgane ein-, zwei- und dreifach gegeniiber
ausgewdhlten Fremdstoffen exponiert. Im Anschluss daran wurden sie in Einzelzellen
separiert um mittels Mikrogelelektrophorese die induzierte DNA-Fragmentierung zu
quantifizieren. Zusétzlich wurde der nach einer 24-stiindigen Reparaturphase persistierende

DNA-Schaden evaluiert.

421 DNA-Fragmentierung durch N-Nitrosodiethylamin

Nitrosamine, wie N-Nitrosodiethylamin (NDEA), sind als Kanzerogene der Gruppe 2
eingestuft [IARC, 2001]. Diese Kategorie ist definiert als “wahrscheinlich karzinogen bei
Menschen”. Nitrosamine werden als leicht fliichtige Stoffe vorwiegend {iber die Atemwege

aufgenommen, aber da sie auch in Nahrungsmitteln vorkommen [Boeing et al., 1993], stellt
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die Ingestion einen weiteren Aufnahmeweg dar. Neben Tabakrauch, Medikamenten und
Kosmetika sind verschiedene Baustoffe ebenfalls Quellen volatiler Nitrosamine [Abdel-
Rahman et al., 2000; Brown, 1999; Sommer und Eisenbrand, 1988]. Eine zusitzliche
Belastung kann durch berufsbedingte Umstinde (z.B. in der Sprengstoff-, Leder-, Gummi-

und Metallindustrie) hervorgerufen werden [Monarca et al., 2001; Sullivan et al., 1998].

Nitrosamine stellen sogenannte Prikarzinogene dar, d.h. sie miissen zunédchst metabolisch
aktiviert werden. Der klassische Weg der Aktivierung von Dialkylnitrosaminen erfolgt durch
eine o-C-Hydroxilierung iiber Cytochrom P450-abhiingige Monooxygenasen. Uber
verschiedene reaktive Zwischenprodukte wird ein Diazohydroxid gebildet, welches als
Elektrophil mit nukleophilen Zentren der DNA zu stabilen Addukten reagieren kann, so dass
genotoxische Effekte ausgelost werden. Als ultimatives Karzinogen diskutiert wird auch der
spontane Zerfall des gebildeten Diazyhydroxids zu einem Carbeniumion, das die nukleophilen

Zentren von DNA, RNA und Proteinen zu alkylieren vermag [Eisenbrand und Metzler, 1994].

Epidemiologische Untersuchungen an Arbeitern in der Gummiindustrie zeigten, dass hohe
Nitrosaminkonzentrationen mit einer erhohten Sterblichkeit aufgrund von Tumoren in
Osophagus, Mundhéhle und Pharynx verbunden sind [Straif et al., 2000]. Ein groBer Verzehr
von gepokeltem Fisch und eine damit verbundene hohe Aufnahme von Nitrosaminen wird als

Grund fiir Nasopharynxkarzinome in Siidchina gesehen [Zou et al., 1994].

Durch die langerfristige Inhalation des Nitrosamins Nitrosomethylpiperazin konnte in einem
Langzeitversuch an Ratten die Entstehung von Tumoren der Nasenhohle nachgewiesen
werden [Klein et al., 1999]. Nach oraler Aufnahme des tabakspezifischen Nitrosamins NNK
(4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanon) wurde an Nagern eine DNA-Schidigung in
den Epithelien der Nasenhohle festgestellt [Pool-Zobel et al., 1992]. NDEA-versetztes
Trinkwasser verursachte eine erhohte Anzahl von Einzelstrangbriichen in der Rattenleber
[Pasupathy und Bhattacharya, 2000]. Beziiglich der Genotoxizitdt von Nitrosaminen an
humanem Gewebe liegen nur sehr wenige Informationen vor. Untersuchungen an Zellkulturen
humaner fotaler Nierenepithelzellen ergaben ein kanzerogenes Potenzial von Nitrosaminen
[Huang et al., 1986]. An humanen, metabolisch kompetenten Epithelzelllinien von Lunge,
Leber und Darm wurden genotoxische Effekte von verschiedenen Prokanzerogenen, u.a. von
Nitrosaminen, dargestellt [Mace et al., 1998]. An humanen bukkalen Mukosazellen wurde als
Epithelzellkultur oder als Explantat das tabakspezifische Karzinogen NNK untersucht [Liu et
al., 1993]. Die genotoxische Wirkung von NDEA konnte bereits an verschiedenen humanen

Epithelien des oberen Aerodigestivtraktes, wie an oropharyngealer, laryngealer und nasaler
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Mukosa, gezeigt werden [Harréus et al., 1999; Kleinsasser et al., 2000a] AuBerdem wurde der
genotoxische Effekt von NDEA an Einzelzellen und an Organkulturen nasaler Mukosa nach
ein- und mehrfacher Fremdstoffinkubation verglichen [Kleinsasser et al., 2001], wobei an
Einzelzellen deutlich hohere Schiadigungsraten auftraten. Eine dreimalige NDEA-Exposition

hatte in Miniorgankulturen keinen additiven Effekt auf die DNA-Fragmentierung.

In den hier untersuchten Miniorgankulturen humaner nasaler Mukosa verursachte NDEA eine
geringe, aber signifikante DNA-Schiadigung. Auch durch mehrfache Exposition fand jedoch
keine Steigerung des Schidigungsgrades statt. Eine 24-stiindige Reparaturphase hatte keinen
Riickgang der DNA-Fragmentierung zur Folge. Im Vergleich zu Untersuchungen an
Einzelzellen ist das Schiadigungsniveau in Organkulturen etwas niedriger [Kleinsasser et al.,
2001]. Dies konnte mit der Exposition der Zellen im Gewebeverbund zu erkliren sein, da der
Fremdstoff wahrend einer einstiindigen Belastung vorwiegend mit den duferen Zellen des
Organs in Verbindung tritt, die inneren dagegen erst nach seiner Diffusion betroffen sind.
Auch eine aufrechterhaltene metabolische Kompetenz konnte fiir eine ,Entgiftung™ der
Fremdstoffe verantwortlich sein, denn dies wiirde sich ebenfalls als verminderte DNA-
Migration in  Miniorganzellen  #uBern. Ahnliche Beobachtungen wurden an
Monolayerzellkulturen und Sphéroiden nach Etoposidexposition gemacht [Huang et al.,
1998]. Der genotoxische Effekt in Sphéroiden lag unter dem Schidigungsniveau der
Monolayerkultur. Ein Teil der Zellen zeigt im Comet Assay keine DNA-Fragmentierung,
vermutlich sind dies nicht-proliferierende Zellen aus dem Inneren des Sphéaroids [Olive und
Banath, 1992]. AuBerdem wurde beobachtet, dass Sphiroide oft stirker resistente Zellen
gegeniiber verschiedenen chemotherapeutischen Substanzen enthalten als Monolayerkulturen
[Kobayashi et al., 1993]. Der Informationsaustausch zwischen Zellen konnte einen weiteren
Grund fiir die geringere DNA-Schadigung in dem hier vorgestellten Modell darstellen.
Wabhrscheinlich besitzt er erheblichen Anteil an der metabolischen Kompetenz der
Miniorgane und ist moglicherweise fiir die effektivere Eliminierung des Schadstoffes sowie
fiir die gesteigerte DNA-Reparaturleistung verantwortlich. Auch Olive und Durand [1994]
vermuten einen Kontakteffekt als Ursache fiir die Resistenz der von ihnen untersuchten
Sphéroidzellen. Sowohl die interzellulire Kommunikation, welche die Regeneration der
DNA-geschéadigten Sphiroidzellen erhoht, als auch die Verdnderung der Zellform, der
Genexpression und der nukledren Form konnten zu einer effizienteren DNA-Reparatur bzw.

zu erhohter Resistenz fithren.
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4.2.2 DNA-Fragmentierung durch Benzo[a]pyren-diol-epoxid

Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAH) sind Umweltschadstoffe und als
Risikofaktoren fiir die Krebsentstehung beim Menschen anerkannt. Sie werden bei
unvollstindiger Verbrennung von organischem Material freigesetzt und sind unter anderem in
Tabakrauch [Smith et al., 2000], Autoabgasen sowie in Nahrungsmitteln [Kazerouni et al.,
2001] enthalten. Benzo[a]pyren (B[a]P) gilt als Leitsubstanz der polyzyklischen aromatischen
Kohlenwasserstoffe und wird von der IARC (International Agency for Research on Cancer)
als humanes Kanzerogen der Klasse 2A eingestuft [IARC, 2001]. B[a]P selbst zeigt erst
Toxizitdt, wenn es in der Zelle mittels Cytochrom P450 abhingiger Monooxigenasen und
Peroxidasen metabolisch aktiviert wird [Phillips und Grover, 1994]. Unter Entstehung von
Radikalen wird es von der Arylhydrocarbonhydroxylase in hochreaktive Dihydrodiol-
Epoxidderivate umgewandelt. Epoxide sind elektrophil und greifen die DNA an, indem sie
tiber kovalente Bindung sperrige Addukte bilden [Peltonen und Dipple, 1995]. Strukturelle
Verdnderungen in der DNA fiihren zu Stérungen normaler Zellfunktionen wie Transkription
oder Replikation [Friedberg et al., 1995]. Neben DNA-Addukten konnen auch alkalilabile
Stellen oder DNA-Strangbriiche durch B[a]P und Metaboliten hervorgerufen werden [Sage
und Haseltine, 1984]. Derartige Schidden konnen durch Nukleotid- oder durch

Basenexzisionsreparatur entfernt werden [Tang et al., 1992; Braithwaite et al., 1998].

In epidemiologischen Untersuchungen wurde eine Korrelation zwischen groBem Verzehr von
gerduchertem, PAH-haltigem Essen, und einer Erkrankung an Tumoren des Magen-Darm-
Traktes festgestellt [Fritz und Soos, 1980]. Auch bei chinesischen Frauen, die beim Kochen
starken Oldimpfen ausgesetzt waren, wurde eine erhdhte Morbiditit an Adenokarzinomen der
Lunge gefunden [Li et al., 1994]. Beschiftigte in der Eisen-, Steinkohle-, Stahl- und
Teerindustrie sind ebenfalls einer vermehrten PAH-Belastung und somit einem genotoxischen

Potenzial ausgesetzt [Maier und Sennewald, 1994; Haguenoer et al., 1990].

Genotoxische und mutagene Effekte von B[a]P und dessen Metaboliten BPDE sind an
Sdugern und an humanen Zellsystemen untersucht [Conney et al., 1994]. Ein erhohtes Risiko
fiir Krebsentstehung durch orale Exposition wiesen Culp et al. [1998] an Méusen nach, deren
Nahrung mit reinem B[a]P oder einem Kohle-Teer-Gemisch versetzt war. Durch B[a]P
verursachte Tumoren wurden liberwiegend im Vormagen gefunden, durch das Kohle-Teer-

Gemisch sogar an mehreren Lokalisationen, vor allem aber in Lunge und Darm.

Wei et al. [1996] demonstrierten an humanen Lymphozyten eine Assoziation von BPDE mit

erh6htem Lungenkrebsrisiko. An humanen Fibroblasten konnte gezeigt werden, dass PAHs
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nach Kurzzeitbehandlung DNA-Addukte und Strangbriiche hervorrufen. BPDE fiihrte zu
einem konzentrationsabhingigen Ansteigen der DNA-Migration im Comet Assay [Hanelt et

al., 1997].

In den hier vorgestellten Untersuchungen induzierte BPDE an Miniorganen humaner nasaler
Mukosa unter den spezifischen Versuchsbedingungen eine mittelgradige DNA-
Fragmentierung. Nach zwei- und dreifacher Exposition konnte kein weiteres Ansteigen der
DNA-Schidigung beobachtet werden. Moglicherweise wurden die durch BPDE induzierten
DNA-Léasionen zwischen den einzelnen Expositionsphasen zum grofiten Teil repariert. Die
Untersuchungen nach 24-stiindigen Reparaturintervallen zeigten jedoch keinen Riickgang des
Schiadigungsgrades. Dies konnte bedeuten, dass effektive Reparatur erst 24 bis 48 Stunden
nach einer BPDE-Exposition stattfindet. Venkatachalam et al. [1995] fanden an humanen,
reparaturfahigen Fibroblasten ebenfalls eine Persistenz von durch BPDE induzierten Schéden.
Nach einer 24-stliindigen Reparaturphase waren ebenfalls lediglich 19 % der urspriinglichen

Schéden repariert.

4.2.3 DNA-Fragmentierung durch Natriumdichromat

Hexavalente Chromverbindungen, wie Natriumdichromat, gelten als karzinogen fiir den
Menschen und werden von der IARC [1990] der Kategorie 2 zugeordnet. Chrom spielt eine
wichtige Rolle an industriellen Arbeitsplitzen. Es findet haufig Verwendung in der Chrom-,
Stahl- und Lederindustrie, in der Schweilltechnik und Holzbehandlung [Klein et al., 2001]
sowie als Zusatz in Farben und Lacken [Bagchi et al., 1997]. Auflderdem ist es Bestandteil
des Zements. Das Krebsrisiko ist in diesem Berufsfeld deutlich erhoht [Davies et al., 1991].

Chrom (VI) wirkt als Prékanzerogen, das erst in der Zelle zum ultimativen Kanzerogen
Chrom (III) reduziert wird. Mit Hilfe eines aktiven Transportsystems kann Chrom (VI) durch
die Zellmembranen in die Zielzelle gelangen, wo es iliber Zwischenprodukte und der
Freisetzung von Radikalen zu Chrom (III) reduziert wird, welches stabile Komplexe mit
DNA, RNA, Proteinen oder Lipiden bildet. Auch die erhohte Produktion von reaktiven
Sauerstoffradikalen fiihrt zu DNA-Schidden, wie Strangbriiche und alkalilabile Stellen, zu
verdnderter Genexpression sowie zu Zelltod durch Apoptose [De Flora et al., 1989]. Einige
Studien konnten zeigen, dass ein chromatinduzierter Schaden von der Bildung fiinfwertiger

Chromzwischenprodukte abhéngt [Jones et al., 1991; Shi und Dalal, 1992].

Epidemiologische Studien haben eine hohe Inzidenz von Tumoren im Respirationstrakt bei

Arbeitern gefunden, die aufgrund ihrer Beschiftigung hohen Chrom (VI)-Konzentrationen
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ausgesetzt waren [Alcedo und Wetterhahn, 1990]. Neben Lungenkarzinomen [Gibb et al.,
2000] kann hexavalentes Chrom auch Tumoren in Nase und Nasennebenhdhlen verursachen
[Davies et al., 1991; Satoh et al., 1994]. In einer Studie von Chen und Seaton [1998] wird eine
Assoziation zwischen dem Maler- und Lackiererberuf und erhdhtem Krebsrisiko beziiglich

Blase, Magen, Leber und Osophagus festgestellt.

In Zellkulturen ruft Chromat neoplastische Transformationen hervor [Elias et al., 1989]. Pool-
Zobel et al. [1994] untersuchten den genotoxischen Effekt von Chromat an nasalen Zellen von
Menschen und von Ratten, wobei in beiden Organismen vergleichbare Zyto- wie auch
Genotoxizitit hervorgerufen wurde. Auch Harréus et al. [1999] konnte Cr (VI)-induzierte

DNA-Schédden an humanem Epithel aus Nase, Pharynx und Larynx nachweisen.

In der vorliegenden Untersuchung weisen die Miniorgankulturen nach zwei- und dreifacher
Natriumdichromatexposition deutlich zunehmende DNA-Fragmentierung auf. Auch nach den
24-stlindigen Reparaturintervallen konnte kein Riickgang, sondern sogar ein weiterer Anstieg
der DNA-Fragmentierung beobachtet werden. Deshalb ist von einer sehr starken Schadigung
auszugehen, die sich in Abwesenheit des Schadstoffes noch weiter ausdehnt. Vermutlich sind
die gebildeten Sauerstoffradikale fiir das Ausldsen einer Kettenreaktion verantwortlich, die
zur Bildung stindig neuer Radikale fiihrt. Dadurch konnte fortwdhrend weiterer DNA-
Schaden induziert werden, was in den Miniorgankulturen auch beobachtet wurde. Es ist
davon auszugehen, dass sich das Chromat in allen Zellen sehr gut verteilt, da ein ziemlich
homogenes DNA-Schadigungsmuster vorherrscht. Vermutlich kann es durch Ionenkanéle in
die duBleren Zellen eindringen. Von dort aus greifen die durch Chrom (VI) gebildeten
Radikale auf die Nachbarzellen iiber und verursachen auch in den inneren Zellen DNA-
Schiaden. Chromat wird konzentrationsabhingig in die Zelle aufgenommen. Dort werden bis
zu 30-fache Konzentrationen gegeniiber dem Extrazelluldrraum erreicht [Sehlmeyer et al.,
1990]. Nach dreifacher Chromatexposition von Miniorgankulturen wurde ebenfalls erhohte
DNA-Fragmentierung gegeniiber einfacher Belastung festgestellt [Kleinsasser et al., 2001].
Eine weitere Erklarung fiir vermehrte Entstehung von Strangbriichen ist in einer inhibierten
DNA-Reparatur zu sehen. Der wahrend der ersten Inkubation induzierte Schaden scheint
nicht mehr repariert zu werden. Jede weitere Fremdstoffbelastung ldsst das Schadigungs-
ausmal} weiter ansteigen. An chromatgeschidigten Nagerzellen wurde demonstriert, dass
Einzelstrangbriiche innerhalb acht Stunden erfolgreich, DNA-Addukte dagegen nur sehr

ineffizient repariert wurden [Manning et al., 1994]. Durch eine Kombination von inhibierter
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Reparatur und anhaltender Schiadigung durch Radikale kann auch das stete Ansteigen der

DNA-Fragmentierung in den Zellen der Miniorgane erklart werden.

424 DNA-Fragmentierung durch N-Methyl-N*-nitro-N-nitrosoguanidin

N-Methyl-N ‘“-nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG) wird als beim Menschen wahrscheinlich
karzinogen der Gruppe 2A zugeteilt [IARC, 2001]. MNNG wird nicht kommerziell, sondern
als experimentelles Mutagen, Teratogen und Karzinogen verwendet [Lewis, 2000]. Friither
wurde es fiir die Herstellung von Diazomethan, einem Methylierungsmittel, benutzt.
Mogliche Expositionen bei Beschiftigten beschrianken sich auf Forschungslabore [IARC,
1974].

MNNG ist eine alkylierende Substanz und verursacht DNA-Strangbriiche, chromosomale
Aberrationen, Mikrokerne sowie Schwesterchromatidaustausch in Human- und Nagerzellen
[Hsie et al., 1987]. Es wird unter physiologischen Bedingungen bei Elimination eines
Isocyanats zum Diazohydroxid umgewandelt. Dieses wiederum bildet durch spontane
Abspaltung von N, und OH™ das elektrophile Alkylkation. Alkylierende Verbindungen tragen
reaktionsfahige Gruppen, die mit DNA-Basen eine kovalente Bindung eingehen konnen. So

rufen sie fehlerhafte DNA-Strukturen hervor, ohne dabei selbst metabolisiert zu werden.

Eine karzinogene Wirkung von MNNG wurde in tierexperimentellen Studien an Nagern
[Aoyagi et al., 2000] nachgewiesen. Slamenova et al. [1997] konnten DNA-Strangbriiche an
humanen Leberzellen nach Inkubation mit MNNG feststellen. Eine stark genotoxische
Wirkung wurde auch an humanen Darm- und Magenzellen beschrieben [Pool-Zobel et al.,
1994]. Humane Zellen des oberen Aerodigestivtraktes zeigten in der Einzelzell-
Mikrogelelektrophorese starke MNNG-induzierte DNA-Fragmentierung [Kleinsasser et al.,
2000a; Harréus et al., 1999].

Nach ein-, zwei- bzw. dreifacher MNNG-Exposition der Organkulturen steigt das Ausmalf} der
DNA-Fragmentierung immer weiter an. Nach 24-stiindigen Reparaturintervallen kdnnen die
induzierten Strangbriiche etwas reduziert werden, der persistierende Schaden ist jedoch immer
noch sehr groB. Durch jede zusitzliche Exposition wird somit das Niveau der Schadigung
erhoht. Vermutlich tragen die starken kovalenten Bindungen zwischen reaktionsfihigen
Gruppen und DNA-Basen zu den zunehmenden Schidigungsraten bei. In Miniorgankulturen
hatte eine Mehrfachexposition ebenfalls einen Anstieg der DNA-Migration gegeniiber einer
einmaligen Belastung zur Folge [Kleinsasser et al., 2001]. Das Nitrosamid MNNG diente in

diesen Ansédtzen als Positivkontrolle fiir die Induktion von DNA-Strangbriichen.
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4.3 Apoptose

Nach der ersten, zweiten und dritten Fremdstoffexposition der Miniorgankulturen wurde an
bereits separierten Zellen mittels Annexin V-Test der Anteil der Zellen in frithen oder spéten
Apoptosestadien festgestellt. Mdgliche zelltodinduzierende Nebeneffekte, die wéhrend der
Kultivierung oder nach den Expositionen mit genotoxischen Substanzen auftreten, kdnnen

bestimmt werden. Dies erlaubt eine bessere Einordnung der Genotoxizitdtsmessungen.

4.3.1 Bedeutung der Apoptose

Apoptose ist eine Form des programmierten Zelltodes, der unter normalen physiologischen
Bedingungen wie Organogenese, Homoostase und Entwicklung des Immunsystems
stattfindet. Sie ist ein lebenswichtiger Mechanismus fiir die Entwicklung und Aufrecht-
erhaltung eines vielzelligen Apparates. Nur wenn Neubildung und Eliminierung der Zellen im
Gleichgewicht stehen, bleibt der Organismus gesund. Sie stellt also einen wichtigen Faktor in

der Entwicklung und Pathophysiologie mancher Krankheiten dar.

Die zeitliche Abfolge der Apoptose ist charakterisiert durch biochemische Vorgédnge, wie die
Aktivierung von Caspasen und die mitochondriale Permeabilitit, die zur Zerstorung des
transmembranalen Potenzials flihrt. Die Verlagerung von Phosphatidylserin an die AuBlenseite
der Zellmembran und die DNA-Fragmentierung sind typische Merkmale einer apoptotischen
Zelle. Der Kern erscheint kondensiert und fragmentiert. Die Verlagerung von Phosphatidyl-
serin vermittelt die Phagozytose apoptotischer und benachbarter Zellen durch Makrophagen.
Diese Reaktionen gehen der DNA-Fragmentierung voraus, die kurz nach der irreversiblen
Aktivierung von calciumabhingigen Endonukleasen beginnt. Der initialen Aufspaltung der
DNA in 50 bis 300 kb lange Stiicke folgt die oligonukleosomale Fragmentierung, die auf
Doppelstrangbriichen der DNA beruht [Allen et al., 1997].

In den hier durchgefiihrten Versuchen wurde Apoptose liber Annexin V nachgewiesen. Dieses
reagiert in Gegenwart von Calcium spezifisch mit Phosphatidylserin, einem Phospholipid, das
urspriinglich im Zellinneren lokalisiert ist. Bei induzierter Apoptose verlagert es sich auf die
AuBenseite der Zytoplasmamembran und ist iiber Bindung an Annexin V zu erkennen [van
Engeland et al., 1998]. Hierbei handelt es sich um ein frithes Ereignis des apoptotischen

Prozesses.
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4.3.2 Apoptose durch N-Nitrosodiethylamin

Die einfache, zweifache oder dreifache Exposition von Miniorgankulturen gegeniiber
Nitrosamin N-Nitrosodiethylamin (NDEA) hatte zu keinem Untersuchungszeitpunkt Einfluss
auf den Anteil friih- oder spit-apoptotischer Zellen.

Eine Studie an neutrophilen Blutzellen beobachtete einen signifikanten Anstieg der
apoptotischen Zellen nach einstiindiger Inkubation mit N-Nitrosodimethylamin. Nach drei
Stunden dagegen {iiberwogen meist nekrotische Effekte [Jablonski et al., 1999]. In
N-Nitrosodimethylamin-behandelten Monolayerkulturen konnten ebenfalls apoptotische
Vorgénge wie Chromatinkondensation, DNA-Fragmentierung und DNA-Doppelstrangbriiche
nachgewiesen werden [Lin et al., 1999]. In Endothelzellen verursachte das tabakspezifische
Nitrosamin NNK Apoptose, die auch iiber Annexin V dargestellt wurde [Tithof et al., 2001].
Hier wurden reaktive Metaboliten von Nitrosaminen fiir die Initiierung der apoptotischen

Vorgénge verantwortlich gemacht [Sarafian und Bredesen, 1994].

Moglicherweise waren die Miniorgankulturen nicht in der Lage, das hier verwendete NDEA
zu metabolisieren, obwohl Cytochrom P450 in Miniorganen nasaler Mukosa auch nach
siebentdgiger Kulturdauer noch nachweisbar ist [unverdffentlichte Ergebnisse]. Dies zeigt,
dass NDEA in den hier eingesetzten Konzentrationen in Zellen humaner Miniorgankulturen

keine Apoptose auslost.

4.3.3 Apoptose durch Benzo[a]pyren-diol-epoxid

In  Miniorgankulturen, die dem polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoff
Benzo[a]pyren-diol-epoxid (BPDE) ausgesetzt waren, konnten erst nach der dritten

Exposition vermehrt frith-apoptotische Zellen nachgewiesen werden.

Normalerweise findet die frithe Apoptose bereits drei bis vier Stunden nach einer Exposition
statt [Bacs6 et al., 2000]. Allerdings induzieren polyzyklische aromatische
Kohlenwasserstoffe auch in anderen Versuchsansidtzen Apoptose erst nach vielen Stunden. In
einer Untersuchung von humanen B-Zellen beobachteten Salas und Burchiel [1998] 18
Stunden nach einer B[a]P-Exposition einen Anstieg der apoptotischen Zellen um 75 %, nach
einer BPDE-Exposition sogar um 215 % im Vergleich zum Kontrollansatz. Allerdings wurde
hier der TUNEL-Assay angewandt, der auf freien DNA-Endstiicken basiert. Dieses Verfahren
detektiert ein spiteres Ereignis der Apoptose. Auch Jyonouchi et al. [1999] fanden an
humanen Epithelzellen der Atemwege 48 Stunden nach einstiindiger BPDE-Belastung einen

Apoptoseanteil von 20 %. B[a]P verursachte in Leberzellen der Maus nach 24 Stunden eine
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DNA-Fragmentierung aufgrund von Apoptose [Lei et al., 1998]. Der hier durchgefiihrte
Annexin V-Test beruht auf einer friilhen Reaktion im Apoptoseverlauf, die der nukledren
Kondensation sowie der Fragmentierung vorausgeht [Chan et al., 1998; van Engeland et al.,

1998].

Eventuell handelt es sich bei den hier detektierten frith-apoptotischen Zellen um bereits zwei
oder vier Tage vorher induzierte Apoptosevorginge. Apoptose muss erst initiiert werden,
bevor eine Signalkaskade einsetzt und erste Ereignisse sichtbar werden. Moglicherweise wird
durch die Kultivierung der nasalen Mukosazellen im Zellverbund eine Induktion

apoptotischer Vorgéinge verzogert.

4.3.4 Apoptose durch Natriumdichromat

In den hier untersuchten Miniorgankulturen zeigte Natriumdichromat nach der zweiten und
dritten Expositionsphase einen erhohten Anteil apoptotischer Zellen gegeniiber den

Kontrollansitzen.

Hexavalentes Chrom 16st an Zellen typisch apoptotische Merkmale wie Zellschrumpfung,
Bildung von Membranblasen, Kern- und DNA-Fragmentierung aus [Blankenship et al.,
1994]. Initiale Apoptosevorginge, durch Chrom induziert, sind in einer laryngealen Zelllinie
schon nach ein bis zwei Stunden zu beobachten [Singh et al., 1998a]. Die DNA-Kondensation
ist die erste irreversible Verdnderung im Zellkern [Bosman, 1999]. Die Zellen stellen ihre
Proliferation ein und sechs Stunden spiter werden erste apoptotische Merkmale sichtbar.
Nach acht bis zwolf Stunden nimmt die metabolische Aktivitdt ab, die Membran wird
geschddigt und die DNA-Integritit aufgehoben [Rudolph et al., 2000]. An Nagerzellen
verursachte Chromat nach zwei Tagen apoptotische Zellen mit fragmentierter DNA.
Morphologische Merkmale wie Zellschrumpfung bei intakter Membran- und
Organellenstruktur waren bereits nach 24 Stunden zu sehen [Blankenship et al., 1994;

Shimada et al., 1998].

Die hier gemessene Zunahme apoptotischer Zellen nach zwei- und dreimaliger Exposition
konnte mit Sauerstoffradikalen oder Chromintermediaten, die bei der Reduktion von Chrom
(VI) entstehen, zusammenhédngen [Chen et al., 2001]. Chrom (III) und Chrom (V) bilden
kovalente Bindungen mit der DNA und anderen Makromolekiilen, die schlieBlich zu
Induktion des p53 Tumorsuppressorgens und zu Zellapoptose fithren [Singh et al., 1998b].
Die Aktivierung dieses Gens wird fiir einen kritischen Schritt in der Apoptoseinduktion durch

Chrom VI gehalten [Carlisle et al., 2000]. Als Transkriptionsfaktor kann p53 die Expression
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von Genen aktivieren, die an der Produktion von reaktiven Sauerstoffradikalen oder an der
Kontrolle und Regulation des Apoptoseprozesses beteiligt sind [Polyak et al., 1997; Gu et al.,
2000]. Die Kometenformen, die nach zwei- bis dreimaliger Chromatexposition entstanden,
sehen sehr den apoptotischen Figuren &#hnlich, die in Fairbairn et al. [1996] bei der
Unterscheidung von Apoptose und Nekrose dargestellt werden. Wahrend NDEA und BPDE
in Miniorgankulturen Kometen mit DNA-Fragmentierung mittleren Grades verursachten, war
bei mehrfacher Natriumdichromat- und MNNG-Behandlung eine sehr starke Schadigung, mit

Kometenformen wie oben beschrieben, zu beobachten.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass Natriumdichromat in nasalen Miniorganen nach

mehrfacher Exposition apoptotische Zellvorginge induziert.

4.3.5 Apoptose durch N-Methyl-N -nitro-N-nitrosoguanidin

Eine ein-, zwei- oder dreifache Exposition von Miniorgankulturen gegeniiber dem Nitrosamid
N-Methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG) verursachte keine Apoptoseinduktion im
Vergleich zu den Kontrollansdtzen. MNNG rief jedoch in der Mikrogelelektrophorese eine

sehr starke DNA-Fragmentierung hervor.

Da einige Methoden zur Apoptoseuntersuchung auf der Detektion stark fragmentierter DNA
basieren, liegt die Vermutung nahe, dass MNNG ebenfalls programmierten Zelltod auslost.
Allerdings konnte hier zu keinem Zeitpunkt weder signifikante Phosphatidylserinverlagerung
noch Membranschéddigung festgestellt werden. Apoptose muss aber nicht unbedingt mit den
beobachteten DNA-Fragmentierungen libereinstimmen, wie bei genotoxischen Substanzen in
der Mikrogelelektrophorese gesehen werden. Auch Roser et al. [2001] fanden keine
Korrelation zwischen der starken, MNNG-induzierten DNA-Fragmentierung und dem
Apoptoseverhalten der untersuchten Zellen. Diese Beobachtungen sind jedoch zell- und

stoffspezifisch.

Nachdem in den hier durchgefiihrten Untersuchungen Apoptose nicht nachweisbar war, wird
die starke, MNNG induzierte DNA-Fragmentierung ausschlieBlich als fremdstoffinduzierte
DNA-Schiadigung interpretiert. Dies wiederum zeigt, dass MNNG sehr gut als
Positivkontrolle fiir DNA-Schidigung eingesetzt werden kann.

In den Versuchen an Zellen humaner Miniorgankulturen induzierte keiner der getesteten

Stoffe nach der ersten Fremdstoffexposition Apoptose. Obwohl Nitrosamine, polyzyklische
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aromatische Kohlenwasserstoffe und Natriumdichromat in anderen Ansdtzen durchaus
Apoptose in Zellen hervorgerufen hatten [Jyonouchi et al., 1999; Shimada et al., 1998; Lin et
al., 1999] war in der vorliegenden Untersuchung kein Effekt nachweisbar. Dies kann damit
zusammenhédngen, dass die Evaluierung apoptotischer Zellen sofort nach der einstiindigen
Fremdstoffexposition stattgefunden hatt. Moglicherweise war dieser Untersuchungszeitpunkt

noch zu friih, um Apoptose detektieren zu konnen.

44 Zytokinproduktion von Miniorgankulturen

Miniorgankulturen bestehen unter anderem aus immunkompetenten Zellen wie Epithel- und
Endothelzellen oder Fibroblasten. Wahrend der 11-tdgigen Kultivierung konnen diese Zellen
Zytokine, sogenannte Zellbotenstoffe, ins Kulturmedium abgeben. Die Konzentration der
Zytokine IL-8 und GM-CSF im Kulturiiberstand wurde an den Kulturtagen 2, 7, 9 und 11
bestimmt und stellt jeweils die Produktion der vorhergehenden 48 Stunden dar. So ist es
moglich, eine Verdnderung der Zytokinkonzentration sowohl im Rahmen der Kultivierung als

auch im Zusammenhang mit einer Fremdstoffexposition zu bestimmen.

441 Bedeutung der Zytokine

Epithelzellen des Respirationstraktes treten primdr mit toxischen Umweltsubstanzen wie
Tabakrauch, Luftschadstoffen und bakteriellen Partikeln in Kontakt. Sie stellen nicht nur eine
mechanische Barriere zur Aullenwelt dar, sondern sind auch wirksame Vermittler von
Immun- und Entziindungsreaktionen im Abwehrmechanismus der Atemwege. Sie
exprimieren eine Vielzahl von Zytokinen, die in allergischen Atemwegsentziindungen eine
wichtige Rolle spielen, wie Interleukin 6 (IL-6), Interleukin 8 (IL-8) und Granulozyten-
Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktor (GM-CSF) [Ohtoshi et al., 1998]. Humane
nasale Epithelzellen vermitteln auch aufgrund bestimmter toxischer Substanzen eine
inflammatorische Antwort. Eine Exposition humaner nasaler und bronchialer Epithelzellen
gegeniiber Dieselabgaspartikeln, Stickstoffdioxid (NO,) oder Ozon war mit einer Zunahme
der Produktion von IL-8, TNF-o und GM-CSF verbunden [Devalia et al., 1993, 1994; Boland
et al., 1999]. Es existiert ein klarer Zusammenhang zwischen Schadstoffexpositionen und
Atemwegs-erkrankungen [Department of Health Advisory Group on the Medical Aspects of
Air Pollution Episodes 1992, 1993]. So ruft eine vermehrte NO,-Exposition hdufig Symptome
von Rhinitis, chronischem Husten und schlimmen Asthmaanfillen hervor und erhohte
Ozonwerte wirken sich nachteilig auf die Lungenfunktion aus [Devlin et al., 1991; Mudway

und Kelly, 2000].
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Abbildung 37: Das Zytokin-Netzwerk zur Kommunikation der Zellen. Zytokine werden unter anderem von
Makrophagen, B-Zellen, T-Zellen, Granulozyten und Mastzellen produziert. Zytokine wirken in sehr komplexer
Weise aufeinander und reprisentieren ein hoch entwickeltes und vielseitiges Kommunikationsnetzwerk, das sehr
wichtig fiir das Immunsystem und dessen verschiedenartige Abwehrmechanismen ist. Quelle: Bender
MedSystems [2002]

Interleukine sind an Entziindungsreaktionen, Zelldifferenzierungen und -migrationen beteiligt
und stimulieren B- und T-Zellen. Interleukin 8 (IL-8) gilt als wirksamer chemotaktischer
Faktor fiir neutrophile und eosinophile Granulozyten, da es deren Transmigration durch das
Endothel und das Epithel stimuliert. Damit nimmt es eine zentrale Rolle in der Akkumulation
von Neutrophilen an entziindeten Stellen in vivo ein [Sehmi et al., 1993]. IL-8 steigert den
Metabolismus reaktiver Sauerstoffspezies und die Bildung von Adhésionsmolekiilen
[Ibelgaufts, 1999]. Es wird unter anderem von Makrophagen, Fibroblasten, Keratinozyten
Endothel- und Epithelzellen produziert und stellt das dominierende Zytokin des humanen
nasalen Epithels dar. Seine Expression ist auch in unstimulierten Zellkulturen erhoht [Becker
et al., 1993]. Daher ist von einer IL-8 Produktion der kultivierten nasalen Miniorgane
auszugehen. Nach einer Exposition gegeniiber Schadstoffen wie Ozon oder NO; ist in vitro
hiufig ein Anstieg der IL-8 Freisetzung humaner Epithelzellen des Respirationstraktes zu

beobachten [Devlin et al., 1994; Devalia et al., 1994).

Der Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierende Faktor (GM-CSF) ist auch ein
wichtiges Zytokin fiir die Reifung von eosinophilen Granulozyten und Makrophagen. Es
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spielt eine Schliisselrolle in verschiedenen Funktionen des Immunsystems sowie in der
Hématopoese. GM-CSF wird unter anderem von Makrophagen, Lymphozyten, Neutrophilen,
Eosinophilen, Fibroblasten, Mastzellen, Endothel- und Epithelzellen gebildet. Normalerweise
ist die GM-CSF Freisetzung dieser Zellen gering, kann aber durch mechanische Verletzung,
UV-Strahlung oder mikrobiologische Produkte gesteigert werden [Tarr, 1996]. Da
Miniorgankulturen ebenfalls Epithel- und Endothelzellen enthalten, ist auch im Rahmen der
vorliegenden Untersuchung die Produktion von GM-CSF zu erwarten. Das wire ein
Anbhaltspunkt fiir die bestindige metabolische Aktivitdt dieser iiber einen langeren Zeitraum
kultivierten Mukosafragmente. Héufig verlieren in Kultur gehaltene Zellen schon nach
wenigen Tagen die Féhigkeit, ihren Stoffwechsel und eine Bioaktivierung aufrecht zu
erhalten. Dies ist meist mit einem Riickgang der Aktivitit fremdstoffmetabolisierender
Enzyme verbunden, wie dem Cytochrom P450 oder der Glutathion-S-Transferase [Cummings
et al., 2000; Hashemi et al., 2000]. GM-CSF wird von vielen Zellen vermehrt nach
zusitzlicher Schadstoffexposition produziert. An humanen Bronchialepithelzellen wurde nach
NO,- und nach Ozonexposition gesteigerte Freisetzung festgestellt [Devalia et al., 1993;
Rusznak et al., 1996]. Auch Dieselabgaspartikel induzierten an humanen Nasenepithelzellen

einen Konzentrationsanstieg [Ohtoshi et al., 1998].

4.4.2 IL-8 Freisetzung humaner nasaler Miniorgankulturen

Die IL-8 Produktion humaner nasaler Miniorgane wurde iiber die im Kulturiiberstand
enthaltene Konzentration mittels ELISA bestimmt. Nach den ersten 48 Stunden der
Kultivierung lag sie bei 10 ng/ml. Der kurzfristige IL-8 Anstieg nach sieben Tagen weist auf
eine vorilibergehend eingetretene Aktivierung von immunkompetenten Zellen hin. Nach
weiteren zwei bis vier Tagen geht die IL-8 Konzentration wieder auf das Ausgangsniveau
vom zweiten Tag zuriick. Die Miniorgane weisen in den ersten Tagen der Kultivierung
Gewebeverletzungen auf, die von der Pridparation der Nasenmuschel stammen. An diesen
Stellen findet Wundheilung bzw. Reparatur oder Neubildung einer Epithelschicht statt.
Dadurch werden vermutlich Entziindungsmediatoren exprimiert. Bei in vivo und in vitro
Untersuchungen konnte beim Schliefen einer Wunde eine Migration von Epithelzellen
beobachtet werden [Al-Batran et al., 1999], die moglicherweise mit einem Anstieg von IL-8
verbunden ist. Ein Konzentrationsanstieg von proinflammatorischen Zytokinen kann aber
auch mit Supplementierung des Kulturmediums mit Wachstumsfaktoren erkldrt werden. In
diesem Fall wire die zunehmende IL-8 Freisetzung auf den epidermalen Wachstumsfaktor

zuriickzufiihren, der im verwendeten Medium enthalten ist. Wahrscheinlich ist der hier
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beobachtete Konzentrationsanstieg als eine Reaktion auf die verdnderten Wachstums-

bedingungen gegeniiber der in vivo Situation zu sehen.

Das Nitrosamin NDEA verursachte nach einmaliger Inkubation einen Anstieg der IL-8
Freisetzung. Bisher liegen jedoch keine Untersuchungen iiber seine Auswirkung auf die
Zytokinproduktion vor. Viele Studien belegen neben anderen proinflammatorischen
Zytokinen einen signifikanten Anstieg von IL-8 durch eine Schadstoffexposition
verschiedener nasaler Epithelzellkulturen. Dieser wird durchgehend als Entziindung der
Luftwege interpretiert. Lediglich in einer Studie konnte durch einen Nitrosaminmetaboliten,
dem Stickstoffoxid (NO), eine konzentrationsabhédngige Steigerung der IL-8 Produktion von
Blutzellen beobachtet werden [Villarete und Remick, 1997]. An NO;-exponierten
Organkulturen humaner nasaler Mukosa wurde ebenfalls eine signifikante Erhohung der
Interleukine IL-1B, IL-6 und IL-8 festgestellt [Schierhorn et al., 1999]. Mdglicherweise
induziert das hier untersuchte NDEA nach einmaliger Exposition eine leichte

Entziindungsreaktion in den Miniorgankulturen.

Der hier eingesetzte polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoff BPDE verursachte keine
Verdanderungen der Zytokinkonzentration. An Bronchialzellen wurde demonstriert, dass
Dieselabgaspartikel und das darin enthaltene Benz[a]pyren einen Anstieg der IL-8 Produktion
bewirken konnen. Allerdings wurden dort eine bronchiale Zelllinie und B[a]P-
Expositionszeiten von 24 bis 48 Stunden eingesetzt [Ohtoshi et al., 1998; Boland et al., 1999].
Zur Expression PAH-induzierter IL-8 Produktion liegen derzeit keine weiteren
Untersuchungen vor. Lediglich mit einem Extrakt aus Zigarettenrauch, in dem ebenfalls B[a]P
enthalten war, konnte an humanen bronchialen Epithelzellen eine Erhohung der IL-8

Freisetzung gezeigt werden [Wyatt et al., 1999].

Dreimalige Chromatexposition war in den Miniorganen nasaler Mukosa mit einer deutlichen
Abnahme der IL-8 Konzentration im Kulturiiberstand verbunden. In allen bisher aufgefiihrten
Untersuchungen folgte auf eine Schadstoffexposition stets ein Ansteigen der untersuchten
Zytokinkonzentrationen. Lediglich nach Zusatz des Kortikosteroids Dexamethason wurde ein
signifikanter Riickgang der Entziindungsmediatoren IL-8, GM-CSF und TNF-a in nasaler
Mukosa beobachtet [Mullol et al., 1995]. Es gibt nur wenige, zum Teil kontroverse
Ergebnisse iiber die Auswirkung einer Chromatexposition. Eine Belastung humaner
Bronchialzellen mit verschiedenen Metallen resultierte in einer geringeren Zytokinexpression
durch Chrom und Kupfer im Vergleich zu Zink, Arsen und Vanadium [Samet et al., 1998].

Ein leichter, chrominduzierter Anstieg der IL-6 Produktion konnte in unstimulierten,
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peripheren mononukleédren Blutzellen festgestellt werden, wahrend eine Phytohdmagglutinin-
(PHA) Stimulation mit einem IL-6 Riickgang verbunden war [Granchi et al., 1998]. Im Blut
von Bewohnern eines chromkontaminierten Gebiets in New Jersey fand man dagegen
signifikant niedrigere IL-6 Konzentrationen als in einer Vergleichsgruppe [Snyder et al.,
1996]. Allerdings handelt es sich hier um grundsétzlich verschiedene Untersuchungsmodelle,
die nur sehr schwer miteinander in Verbindung zu bringen sind. Um Ergebnisse in einem in
vitro Versuch vergleichen zu konnen, sind die Art der Aufnahme bzw. die Dauer der
Exposition, der Oxidationszustand der Chromatverbindung und die Nebenreaktionen

ausschlaggebend.

443 GM-CSF Freisetzung humaner nasaler Miniorgankulturen

Die im Kulturiiberstand der Miniorgankulturen produzierte Menge an GM-CSF ist sehr
gering. Auch Tarr [1996] konnte an mehreren kultivierten Zellarten, unter anderem an
Epithel- und Endothelzellen, Fibroblasten und Granulozyten, ohne Stimulation nur eine
minimale Sekretion feststellen. Nach siebentdgiger Kulturdauer stieg die GM-CSF Produktion
der hier untersuchten Miniorgane ebenfalls an und verdnderte sich im Gegensatz zu IL-8 fiir
den Rest der Kultivierung nicht mehr. Eventuell handelt es sich auch hier um
Entziindungsreaktionen, die mit Wundheilung der im Rahmen der Préparation verletzten
Gewebeabschnitte und der Neubildung der Epithelschicht in Verbindung stehen. Dem
verwendeten Medium fehlten zytokinsteigernde Wachstumsfaktoren. Mdglicherweise ist die
Umstellung auf neue Kultur- und Wachstumsbedingungen Grund fiir die in den ersten zwei
Tagen geringere GM-CSF Freisetzung gegeniiber spiteren Untersuchungszeitpunkten. Auch
Steinsvag et al. [1991] beschrieben den Transfer der Gewebefragmente in die Kultur als eine
Situation, in der die Miniorgane durch die komplett verdnderten Lebensbedingungen einem

grof3en Trauma ausgesetzt werden.

NDEA verursachte nach dreimaliger Inkubation einen Riickgang der GM-CSF Produktion.
Bisher liegen keine Untersuchungen zur GM-CSF Freisetzung vor, die speziell durch NDEA
beeinflusst wurde. An humanen Makrophagen wurde nach einer Behandlung mit dem
tabakspezifischen Nitrosamin 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanon (NNK) eine
Abschwichung der GM-CSF Bildung beobachtet [Rioux und Castonguay, 2001]. Sie zeigten
erstmals, dass NNK {iber alkylierende Intermediate das Gleichgewicht der Zytokinsynthese
humaner Zellen stort und unter Umsténden die Entwicklung eines Lungentumors begiinstigen

kann. An einer humanen Bronchialzelllinie wurde entdeckt, dass ein Abbauprodukt der
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Nitrosamine, das Stickoxidradikal, die Freisetzung von GM-CSF in einer zeit- und

dosisabhingigen Weise inhibiert [Sanders et al., 2001].

Der hier untersuchte Metabolit der polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe, BPDE,
verursachte keine wesentliche Verdnderung der GM-CSF Produktion der Miniorgankulturen,
bei leichtem Riickgang nach dreimaliger Exposition. Obwohl in Kulturen humanen
respiratorischen Epithels nach Belastung mit Dieselabgaspartikeln ein Anstieg der GM-CSF
Freisetzung beobachtet wurde [Boland et al., 2000 ; Bayram et al., 1998], konnte dieser Effekt
hier nicht bestétigt werden. Allerdings wurde mit anderen Modellen gearbeitet, vorwiegend
bronchialen Zelllinien in Monolayerkulturen. Zudem waren diese Zellen 24- bis 48-stiindigen,
unsere Miniorgankulturen dagegen nur einstiindigen Belastungsphasen ausgesetzt. Ein B[a]P
induzierter Anstieg der GM-CSF Produktion konnte an einer bronchialen Zelllinie
demonstriert werden [Ohtoshi et al., 1998]. In einer Studie mit Zigarettenrauchextrakt, in dem
B[a]P enthalten ist, wurde eine Steigerung der GM-CSF Freisetzung an humanen

Lungenfibroblasten beobachtet [Sato et al., 1999].

Dreifache Exposition von Natriumdichromat verursacht einen Riickgang der GM-CSF
Produktion humaner Miniorgankulturen. Auch dazu existieren bisher keine vergleichbaren
Untersuchungen an humanen Zellkulturen. Die GM-CSF Bildung peripherer mononukleérer
Blutzellen zeigte nach Einwirkung eines chromhaltigen Extraktes keine Verdnderung
[Granchi et al., 1998]. Eine Exposition von humanen epidermalen Keratinozyten gegeniiber
Chemikalien und Kontaktirritantien hatte ebenfalls keinen Einfluss auf durch Chromat

verursachte GM-CSF Freisetzung [Wilmer et al., 1994].

4.5 DNA-Reparatur

Die DNA-Reparatur ist ein ubiquitdrer Schutz- und Verteidigungsmechanismus, der fiir das
Uberleben der Zelle und die Kontrolle des Zellzyklus essentiell ist [Hartwell und Weinert,
1989]. Effektive DNA-Reparatur schiitzt vor Auswirkungen genotoxischer Karzinogene. Ein
Riickgang der Reparaturkapazitit zieht eine zunehmende Empfindlichkeit gegeniiber
Mutationen und eine erhdhte genetische Instabilitdt nach sich. Folglich sind die individuellen
Reparaturraten entscheidende Faktoren fiir die Moglichkeit einer Krebsentstehung [Berwick
und Vineis, 2000]. Die DNA-Reparaturkapazitit kann auf verschiedene Arten gemessen
werden: als Rate der Schadensentfernung, als Aufnahme von Substraten fiir die
unkontrollierte DNA-Synthese oder als Aktivitdt einzelner Schritte in der DNA-Reparatur
[Schmezer et al., 2001].
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Im Folgenden soll daher auf die Reparaturfihigkeit von oxidativ geschidigten Lymphozyten
und auf die individuelle Reparaturfahigkeit einzelner Personen eingegangen werden. Letztere
wurde sowohl iiber die Reduzierung der DNA-Schadigung in Lymphozyten als auch iiber die

Aktivitdt von Reparaturenzymen in einem Lymphozyten-Proteinextrakt bestimmt.

4.51 DNA-Reparatur von Lymphozyten

Zur Evaluierung und Darstellung intraindividueller Unterschiede im Zeitverlauf der DNA-
Reparatur [Collins et al., 1996, 1997] dient sehr hdufig Wasserstoffperoxid, das oxidativen
Schaden an der DNA verursacht. In der mitochondrialen Elektronentransportkette oder
wihrend der Oxidation zahlreicher Molekiile im endoplasmatischen Retikulum entsteht ein
Superoxidradikal. Bei dessen Umwandlung tiber das Enzym Superoxiddismutase wird
Wasserstoffperoxid gebildet [Bunker, 1992]. Es durchdringt die Zellmembran sehr leicht und
wird {iber einen nichtenzymatischen Prozess in Hydroxidradikale umgewandelt. Diese
wiederum verursachen Einzel- und Doppelstrangbriiche, alkalilabile Stellen und oxidierte
Purine und Pyrimidine [Joenje, 1989; Sankaranarayanan, 1991]. Oxidativ induzierte DNA-
Schiden werden iiber zelluldire Reparaturprozesse eliminiert. Dazu gehoren die
Wiederherstellung von intakten DNA-Stringen und die Basenexzisionsreparatur, die unter

normalen Bedingungen innerhalb weniger Stunden erfolgt [Collins et al., 1995].

Lymphozyten zeigen sich verhiltnismiBig resistent gegeniiber durch Wasserstoffperoxid
hervorgerufenen DNA-Strangbriichen [Collins et al., 1995]. Dies duBlert sich auf zweifache
Weise. Zum einen zeigt ein Teil der Zellen auch bei hohen Konzentrationen keinen DNA-
Schaden, zum anderen wird in Lymphozyten, die auf Wasserstoffperoxid reagieren, im
Vergleich zu anderen Zellen ein geringerer Schadigungsgrad hervorgerufen. Auch in den hier
durchgefiihrten Untersuchungen konnten sowohl in nicht als auch in einstiindig mit PHA
stimulierten Lymphozyten Zellpopulationen mit niedrigerer DNA-Schidigung beobachtet
werden. Nach 24-stiindiger Stimulation war hingegen ein wesentlich hoherer Zellanteil von
der DNA-Schiadigung betroffen. Moglicherweise variiert in den einzelnen Zellen die
Konzentration von antioxidativen Enzymen wie Katalase, Glutathionperoxidase oder anderen

Radikalfangern.

Zur Kinetik der DNA-Reparatur humaner peripherer Lymphozyten gibt es kontroverse
Berichte. Nach einer vierstiindigen Reparaturphase wurde keine Regeneration von DNA-
Strangbriichen gefunden [Schraufstitter et al., 1988]. In mit PHA stimulierten Lymphozyten

dagegen wurden innerhalb einer Stunde bis zu 80 % der Strangbriiche repariert, wiahrend ohne
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Stimulierung weniger als 50 % der DNA-Fragmentierung zuriickgingen [Kaminskas und Li,
1992]. In allen hier durchgefiihrten Ansitzen konnte gezeigt werden, dass in den ersten
15 Minuten ein Grofteil der DNA-Schiden repariert wurde, mit einem Riickgang des DNA-
Schadens um 40 % sowohl bei stimulierten als auch bei unstimulierten Lymphozyten.
Allerdings fand in den folgenden 45 Minuten kaum noch zusitzliche Reparatur der
bestehenden DNA-Schidden statt. Andere Untersuchungen an frisch isolierten, mit
Wasserstoffperoxid geschddigten Lymphozyten wiesen eine effektive Reparatur zwei Stunden
nach Inkubation nach [Floyd und Cassoni, 1994; Collins et al., 1995]. Es gibt jedoch auch
Beobachtungen, nach denen zuvor kryokonservierte Lymphozyten zwei Stunden nach einer
Fremdstoftbelastung mit Wasserstoffperoxid nicht reparierten [Visvardis et al., 1997]. Barret
et al. [1995] fanden in unstimulierten Lymphozyten ein  Defizit an
Nukleotidexzisionsreparatur. Sie fiihrten dies auf eine Blockade des Zellzyklus in der Go/G;-
Phase zuriick, da viele DNA-Reparaturenzyme zellzyklusabhingig sind. Héiufig werden
Lymphozyten 20 Stunden lang mit PHA behandelt, um sie in G;-Phase zu bringen, in der sie
eine groBere Reparaturkapazitit besitzen [Schmezer et al., 2001]. In unstimulierten
Lymphozyten wird das Fehlen von Enzymen, die an Reparaturvorgingen beteiligt sind, z.B.
Polymerasen, fiir die langsamere Regeneration verantwortlich gemacht [Kaminskas und Li,

1992; Collins et al., 1993]

In den 24 Stunden aktivierten Lymphozyten wurden in der vorliegenden Untersuchung stets
hohere DNA-Schéadigungen festgestellt. Dies konnte mit einer gesteigerten Enzymaktivitit
stimulierter und somit proliferierender Zellen im Vergleich zu ruhenden Zellen in
Zusammenhang stehen. Ebenso wire eine Uberlagerung von aktuell geschidigter und bereits

reparierter DNA denkbar [Sirover et al., 1990].

4.5.2 Individuelle DNA-Reparaturfahigkeit

Einer der wichtigsten Faktoren in der Risikoabschétzung fiir eine Krebserkrankung ist die
DNA-Reparaturaktivitidt. Zur Evaluierung individueller Unterschiede wurden an Lympho-

zyten von 10 Personen jeweils zwei Versuchsansétze zur DNA-Reparatur durchgefiihrt.

Zum einen wurde die Reparatur iiber den Riickgang der DNA-Fragmentierung von
geschéddigten Lymphozyten in einem 15-miniitigen Reparaturintervall bestimmt. Zum anderen
erfolgte die Evaluierung der individuellen Reparaturkapazitit {iber einen Proteinextrakt aus

Lymphozyten, der mit wasserstoffperoxidgeschidigter Substrat-DNA inkubiert wurde.
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Hierbei wird die Aktivitit der im Extrakt enthaltenen Reparaturenzyme, vorwiegend von

Endonukleasen, gemessen.

Bei Bestimmung der Reparaturkapazitit von stimulierten Lymphozyten nach einem
15-miniitigen Reparaturintervall zeigten sich bei den 10 untersuchten Spendern deutliche
Unterschiede. Auch die iiber den Proteinextrakt bestimmte Aktivitdt der Reparaturenzyme
lieferte individuell abweichende Ergebnisse. Allerdings korrelieren die Reparaturaktivititen
beider Methoden nicht miteinander. Wihrend ein 15-miniitiges Reparaturintervall bei den
Spendern 5 und 6 zu einer niedrigen Reparaturaktivitit fiihrt, liegt diese bei Bestimmung tiber

den Proteinextrakt wesentlich hher und umgekehrt.

Eine alternative Methode zur Bestimmung der in vitro DNA-Reparaturaktivitdt, ndmlich tiber
die Inkubation eines Zellextraktes mit spezifisch geschidigter Substrat-DNA, wird hier
eingehender diskutiert. Das Kernmaterial wasserstoffperoxidgeschidigter Zellen stellt das
Substrat fiir Enzymreaktionen dar. Die geschidigte DNA wird mit dem Lymphozyten-
Proteinextrakt unbekannter Aktivitdt, anstelle reiner Reparaturenzyme, inkubiert. Im
Anschluss daran wird das Ausmal3 der DNA-Fragmentierung untersucht. Mit dieser Methode
waren bereits interindividuelle Unterschiede in der Reparaturaktivitdt nachweisbar [Collins et
al., 2001]. Mit dem Proteinextrakt-Assay wird Reparatur {iber die Aktivitit der Exzision von

wasserstoffperoxidgeschadigten Basen gemessen.

Die meisten oxidierten Basen in der DNA werden durch Basenexzision repariert (BER).
Zuerst werden sie durch eine spezifische DNA-Glykosylase entfernt, es entsteht eine
apurinische/apyrimidinische =~ Stelle.  Eine = Endonuklease = schneidet nun  die
Desoxyribosephosphatgruppe von der apurinischen Stelle und bildet eine einzelne
Nukleotidliicke, die von der DNA-Polymerase aufgefiillt wird. SchlieBlich versiegelt eine
Ligase den Strangbruch und vollendet den Reparaturprozess [Elliott et al., 2000]. Uber die
individuelle Variabilitit der BER-Enzymaktivititen und deren Regulation sowie eine
mogliche Beziehung zu erhohtem Krebsrisiko ist bisher sehr wenig bekannt [Barret et al.,

1996].

Die Art der Extraktion und die Reaktionsbedingungen des hier durchgefiihrten Tests basieren
auf einem von Redaelli et al. [1998] beschriecbenen Assay. Dort wird die
Endonukleaseaktivitit ~von  Lymphozytenextrakten iiber die  Anhdufung von
Plasmidfragmenten mit der Gelelektrophorese bestimmt. Anstelle der Messung von
Plasmidfragmenten wurden hier DNA-Strangbriiche mit Hilfe der Mikrogelelektrophorese

quantifiziert. Dabei konnten Kontrollansdtze mit ungeschidigter Substrat-DNA bestitigen,



4 Diskussion 97

dass in den eingesetzten Extrakten keine unspezifische Endonukleaseaktivitit herrschte.
Experimentell induzierter DNA-Schaden ist Voraussetzung fiir die Akkumulation von DNA-
Briichen, induziert durch Endonukleasen im Extrakt. Somit konnen Inzisionsschritte der

DNA-Reparatur dargestellt werden.

Der Proteinextrakt-Assay ist in der Lage, zwischen individuellen Lymphozytenproben zu
unterscheiden. Die zehn getesteten Individuen wiesen Abweichungen in der initialen
Reparatur auf, denn nach 60 Minuten Proteininkubation wurde ein unterschiedliches Ausmaf}
an DNA-Briichen induziert. Einzelne Probanden zeigten allerdings ein sehr auffélliges
Aktivitaitsmuster. Wahrend die meisten der untersuchten Personen mit einem Ansteigen der
DNA-Fragmentierung reagierten, kam es vereinzelt sogar zu einem Riickgang im Vergleich
zur Kontrolle. Moglicherweise kann damit die Féhigkeit des Extraktes dargestellt werden, der
Inzision folgende Reparaturschritte auszufiihren, wie z.B. die DNA-Reparatursynthese mit
nachfolgender Ligation. Schwankungen der AP-Endonuklease-Aktivitdt wurden bei [Redaelli
et al., 1998] auf experimentelle Umstinde zuriickgefiihrt. Collins et al. [2001] konnten fiir
jeden Probanden an zwei verschiedenen Untersuchungszeitpunkten sehr dhnliche Kurven der
in vitro Reparatur darstellen. Dies bedeutet, dass die interindividuellen Unterschiede iiber
einen gewissen Zeitraum erhalten bleiben. Eventuell enthélt die Substrat-DNA aus
Mukosazellen nur unzureichend oxidierte Basen, wie auch Collins et al. [2001] an
Adenokarzinomzellen beobachteten. Die Proteinkonzentration der in dieser Arbeit
eingesetzten Extrakte hatten keinen ersichtlichen Einfluss auf das Ausmall der
Reparaturaktivitdt. Ein Lymphozytenextrakt, der bereits bei der Isolierung aus peripherem
Blut mit Thrombozytenprotein verunreinigt wurde, hétte jedoch moglicherweise eine
kiinstlich niedrige Reparaturaktivitit zur Folge. Da Thrombozyten keinen Zellkern besitzen,
weisen sie vermutlich keine Reparaturenzymaktivitit auf, tragen aber zur Protein-

konzentration bei [Elliott et al., 2000].

Da die hier erzielten Ergebnisse intraindividuelle Abweichungen der DNA-Reparaturfahigkeit
zeigen, ist es notwendig, die eingesetzten Methoden zu optimieren, um konkrete Aussagen zur

Mutagensensitivitit einzelner Personen treffen zu kénnen.
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4.6 Vergleich Mikrokerntest — Mikrogelelektrophorese

Der Mikrokerntest wird in zytogenetischen Studien eingesetzt, um chromosomale
Verdnderungen wie azentrische Chromosomen- und Chromatidenfragmente oder das Fehlen
von Chromosomen in der Anaphase festzustellen. Mikrokerne entstehen, wenn ganze
Chromosomen oder Fragmente wéhrend einer Mitose nicht in die neuen Zellkerne
aufgenommen werden, sondern als Chromatinpartikel in der folgenden Interphase im
Zytoplasma erscheinen. Sie sind einerseits Ausdruck einer genomischen Instabilitdt und
andererseits Folge eines fremdstoffinduzierten Schadens [Streffer, 1997]. Lymphozyten
einzelner Individuen antworten sehr unterschiedlich auf eine Stimulierung mit
Phytohdmagglutinin (PHA), so dass sich die Zahl der sich teilenden Zellen in Kultur oft
unterscheidet. Deshalb wird haufig eine Methode verwendet, bei der Mikrokerne nur in den
Zellen gezahlt werden, die aufgrund einer blockierten Zellteilung gro und binukledr
erscheinen. Cytochalasin B, das zur Unterdriickung der Zellteilung zugesetzt wird, verursacht
selbst weder Mikrokerne noch chromosomalen Schaden. Diese Methode kann daher sowohl
fiir ein Biomonitoring, das die Mikrokerne der in vivo Situation aufzeigt [Hessel et al., 2001],
als auch fiir eine Darstellung des mutageninduzierten Chromosomenschadens eingesetzt

werden [Fenech und Morley, 1985].

In der Mikrogelelektrophorese konnen Storungen der DNA-Integritit wie Strangbriiche,
alkalilabile Stellen oder offene Exzisionsreparaturstellen dargestellt werden. Zellen mit
erhohtem DNA-Schaden zeigen vermehrt Wanderung des genetischen Materials in Richtung
Anode. Die Liange des Kometenschweifs besitzt positive Korrelation mit der Gréf3e des DNA-
Schadens in der Zelle [Singh et al., 1988]. Die Sensitivitit dieser Methode liegt bei 0,2-2
Strangbriiche pro 10° Daltons (15 kb) [Collins et al., 1996]. Die alkalische Version der
Mikrogelelektrophorese weist viele Vorteile gegeniiber anderen Genotoxizitdtsmessungen
auf. Dazu zédhlen die geringe Anzahl benoétigter Zellen, die kurze Testdauer und die Eignung
fast jeden Gewebes, da keine mitotische Aktivitdt erforderlich ist. Sie stellt damit eine
optimale Methode fiir in vivo Untersuchungen sowie fiir in situ Monitoring von
Umweltschadstoffen dar. Dies setzt jedoch die gleiche Empfindlichkeit wie bei anderen
Methoden voraus. Beim Comet Assay wurde eine hohere Sensitivitit gegeniiber DNA-
Schiaden durch direkt wirkende als durch indirekt wirkende Substanzen festgestellt [Vrzoc
und Petras, 1997]. Eventuell liegt der Grund dafiir in der Art der Schidigung. Direkt wirkende
Mutagene, wie alkylierende Stoffe, bilden beispielsweise durch Transfer von alkylierenden

Gruppen DNA-Addukte, die in einer DNA-Fragmentierung resultieren [Heflich, 1991]. Durch
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indirekt wirkende Stoffe werden neben Monoaddukten DNA-Crosslinks erzeugt, die
vermutlich die Migration von DNA-Fragmenten beeintrachtigen [Tice et al., 1992; Hartmann
und Speit, 1994].

Die Ergebnisse von Mikrokerntest und Mikrogelelektrophorese nach Inkubation mit NDEA
zeigten signifikant erhohte Werte gegeniiber den Negativkontrollen. Die Korrelation der
Ergebnisse beider Methoden war jedoch als sehr gering einzustufen. NDEA wurde in fritheren
Untersuchungen meist in Experimenten mit Nagern, denen das Nitrosamin mehrfach oral
appliziert wurde, eingesetzt. Dabei kam es aber zu kontroversen Ergebnissen. Eine deutlich
erhohte Mikrokernrate konnte nach einmaliger Gabe des Nitrosamins detektiert werden
[Robbiano et al., 1997]. Ein Effekt an Milzzellen von Mausen hingegen konnte erst nach
15-tdgiger NDEA-Behandlung dargestellt werden [Benning et al., 1992]. Aber auch von
fehlender Mikrokernbildung an Mausmodellen, selbst nach starker NDEA-Belastung, wurde
berichtet [Morita et al., 1997]. N-Nitrosodiethanolamin zeigte erst in sehr hohen
Konzentrationen gesteigerte Mikrokernraten in humanen Lymphozyten [Dittberner et al.,

1988].

Ein Problem beim Mikrokerntest stellt die Zeitphase zwischen Inkubation und Fixierung der
Schadigung dar, die von 30 bis 72 Stunden betragen kann. Da zuerst eine Zellteilung
stattfinden muss, bevor eine Schidigung in Erscheinung treten kann, ist eine in der Latenzzeit
moglicherweise bereits erfolgte DNA-Reparatur zu beriicksichtigen. Deshalb ist es von gro3er
Bedeutung, zu welchem Zeitpunkt, in vivo oder wihrend des Mikrokerntests, wie lange und in
welchen Konzentrationen die Exposition stattfindet. Eine zusétzliche Rolle spielt das
Cytochrom P450, welches zur Aktivierung des Prokanzerogens NDEA notwendig ist
[Benning et al., 1992]. Weil nach ldngerer Kultivierung von Lymphozyten oder anderen
Zelllinien die Aktivitdt des Cytochrom P450 oft sehr rasch abnimmt, darf dieser Faktor in der
Ergebnisbeurteilung nicht vernachlédssigt werden. Immunzytologische Untersuchungen an
Zellen humaner nasaler Miniorgankulturen konnten Cytochrom P450 auch nach 11-tdgiger
Kulturdauer noch nachweisen [unverOffentlichte Ergebnisse]. Die meisten der hier
angefiihrten Beobachtungen fanden an Tiermodellen statt. Vielleicht liegt hier die Ursache fiir
die divergierenden Ergebnisse im Versuchsansatz mit humanen Lymphozyten, in dem

eindeutig erhohte Mikrokernraten nachgewiesen wurden.

Die Fiahigkeit von Nitrosaminen zur Induktion von DNA-Strangbriichen wurde mit der
Einzelzell-Mikrogelelektrophorese bereits vielfach bestétigt. NDEA ruft genotoxische Effekte

an Lymphozyten und an Mukosazellen des oberen Aerodigestivtraktes hervor [Harréus et al.,
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1999; Kleinsasser et al., 2000b]. Humane Leberzellen zeigten im Comet Assay durch
N-Nitrosodimethylamin-Exposition eine konzentrationsabhéngige, signifikante DNA-

Schadigung [Barcelo et al., 1998].

Ein Vergleich der Mikrogelelektrophorese mit dem Mikrokerntest nach Basisschidigung von
Lymphozyten ergab eine sehr hohe Korrelation beider Methoden [Diem und Riidiger, 1999].
Im Comet Assay verursachten Wasserstoffperoxid und Methylmethansulfonat starke DNA-
Schéden, jedoch wurde keine erhohte Mikrokernrate induziert [Andreoli et al., 1999]. Ebenso
erzeugt das Insektizid Deltamethrin trotz metabolischer Aktivierung in humanen
Lymphozyten keine Mikrokerne, obwohl in der Einzelzell-Mikrogelelektrophorese DNA-
Strangbriiche nachgewiesen wurden [Villarini et al., 1998]. Eine fehlende Sensitivitit des
Mikrokerntests bei den Substanzen Dichlorbutan, Chlorohexan, Dichlorethan fiihrten Tafazoli
et al. [1998] auf die substanzspezifische Schidigungsform zuriick. Eine hohe Reparatur-
kapazitit oder auch eine selektive Eliminierung stark geschidigter Zellen, die nicht mehr in
die Mikrokernzdhlung einflieBen, konnten zu einer herabgesenkten Mikrokernrate zum
Zeitpunkt der Auswertung fithren. Fiir die Evaluierung des genotoxischen Potenzials von
Styren bzw. Kobalt und Tungsten waren hingegen beide Methoden einsetzbar [Laffon et al.,
2001; van Goethem et al., 1997]. Am Beispiel des Nitrosamins NDEA konnte dies mit der
hier durchgefiihrten Untersuchung bestdtigt werden. Unter Berticksichtigung der direkten oder
indirekten Wirkungsweise der Testsubstanz und dem Zeitpunkt der Inkubation stimmen
Mikrogelelektrophorese und Mikrokerntest in ihren Aussagen hinsichtlich der Genotoxizitét
iiberein. Wiinschenswert wire ecine Kombination der beiden Methoden, um den

unterschiedlichen Wirkungsmechanismen der Xenobiotika gerecht zu werden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Bei der Aufnahme zahlreicher inhalativer und ingestiver Umwelt- und Arbeitsstoffe fungiert
das Epithel des oberen Aerodigestivtraktes als primires Kontaktorgan. In diesen Zielzellen fiir
mogliche Xenobiotika-induzierte DNA-Schiadigungen konnen Schleimhautkarzinome
entstehen. Fiir das Risiko einer Krebsentstehung spielen sowohl die umweltbedingte
Exposition gegeniiber Karzinogenen als auch die individuelle Mutagensensitivitit eine
bedeutende Rolle. Um einen Beitrag zur Tumorprdvention zu leisten, sollten in vitro
Testsysteme etabliert werden, welche die Charakterisierung von Gefahrenstoffen sowie die
Darstellung von Faktoren der individuellen Suszeptibilitit in lebensnahen Bedingungen

ermoglichen.

Humane Mukosafragmente der unteren Nasenmuschel wurden als Miniorgane kultiviert und
nach Mehrfachexposition gegeniiber potenziell mutagenen Substanzen mit anschlieenden
Reparaturphasen untersucht. Zur Quantifizierung fremdstoffinduzierter DNA-Schéadigung
wurde die alkalische Form der Einzelzell-Mikrogelelektrophorese (MGE) eingesetzt. Die
Vitalitdt der Miniorgankulturen wurde {iber den Trypanblau-Ausschlusstest, die Apoptose-
induktion tliber die Verlagerung von Phosphatidylserin mit Annexin V bestimmt. Mdgliche
Entziindungsreaktionen wurden mittels ELISA aus den Konzentrationen der Zytokine
Interleukin-8 (IL-8) und Granulozyten-Makrophagen-Kolonie stimulierender Faktor (GM-
CSF) in den Kulturiiberstinden detektiert. Zur Evaluierung der individuellen DNA-
Reparaturkapazitit von Lymphozyten wurden Modifikationen der MGE etabliert:
Quantifiziert wurde zum einen die individuelle Féhigkeit von Lymphozyten, einen fremdstoft-
induzierten DNA-Schaden zu reparieren, zum anderen wurde die Aktivitdt isolierter
Reparaturenzyme aus einem Lymphozyten-Proteinextrakt bestimmt. DNA-Schidigung von
Lymphozyten durch ein Nitrosamin wurde sowohl mit der MGE als auch mit dem

Mikrokerntest gemessen und vergleichend dargestellt.

Das dreidimensionale Miniorgankulturmodell humaner nasaler Mukosazellen konnte zur
Charakterisierung der Gefahrenstoffe N-Nitrosodiethylamin (NDEA), Benzo[a]pyren-diol-
epoxid (BPDE), Natriumdichromat (Na,Cr,O;7) und N-Methyl-N -nitro-N-nitrosoguanidin
(MNNG) in einer in vivo nahen Situation etabliert werden.

Wihrend einer zweiw0chigen Kultivierung blieben die Miniorgankulturen strukturell intakt.
Mehrfache Expositionen der Miniorgane gegeniiber NDEA und BPDE waren mit deutlicher
DNA-Schéddigung verbunden. Na,Cr,O; und MNNG verursachten mit jeder weiteren

Exposition hohere DNA-Fragmentierungen. Eine Reduzierung der DNA-Schiden im Sinne
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einer Reparatur war lediglich nach Exposition mit Na,Cr,O; und MNNG zu beobachten.
Die Vitalitit der Zellen nasaler Miniorgane wurde durch keinen der untersuchten Stoffe
beeintrichtigt. Weder NDEA- noch MNNG-Exposition hatten programmierten Zelltod zur
Folge. BPDE und Na,Cr,07 dagegen induzierten nach der dritten Belastung Apoptose.
Entziindungsreaktionen iiber Verdanderungen der Zytokinfreisetzung von Miniorgankulturen
wurden nach NDEA-Belastung nicht nachgewiesen. Mehrfache BPDE- und Na,Cr,O7-
Expositionen verursachten aber einen Riickgang der GM-CSF Produktion, Na;Cr,O;
zusitzlich eine Reduzierung der IL-8-Freisetzung von Miniorganen.

Die Effizienz der DNA-Reparatur in Lymphozyten, gemessen mit der MGE, war in den ersten
15 Minuten des Reparaturintervalls am groften. Allerdings zeigte sich die Bestimmung der
individuellen Reparaturfdahigkeit durch exogene Faktoren beeinflussbar. Eine Identifizierung
von Personen mit erhohter Mutagensensitivitdt wurde nicht erreicht.

Bei der Untersuchung einer NDEA-induzierten DNA-Schadigung an Lymphozyten bestétigte
der Mikrokerntest die Ergebnisse der MGE.

Das Modell der Miniorgankulturen erweist sich sowohl fiir genotoxikologische als auch fiir
zytologische und immunologische Untersuchungen als gut geeignet. Durch die Moglichkeit
der mehrfachen Exposition mit anschlieBenden Reparaturphasen ist eine Annéherung an reale
Lebensbedingungen moglich. Die metabolische Kompetenz dieser Organkulturen konnte fiir
die Produktion von Entziindungsparametern gezeigt werden. Weitere Versuchsansdtze zur
quantitativen und qualitativen Darstellung der DNA-Reparatur erscheinen besonders im

Modell von Miniorgankulturen humaner Epithelien erfolgversprechend.

Die Etablierung der hier vorgestellten Methoden und deren erste Ergebnisse konnen in

Zukunft zur Pravention maligner Tumoren des oberen Aerodigestivtraktes beitragen.
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7

71

B[a]P
BEGM
BER
BNZ
BP
BPDE
BSA
DMEM
DMSO
DNA
EDTA
ELISA
EP
FCS
FITC

GM-CSF
H,0,

HE
HEPES
IARC

IL

MGE
MNNG

NDEA
NNK
OT™™
PAH

PHA
PBS

RNA
RPMI
SCE
TNF-a
TUNEL

ANHANG

Verwendete Abkilirzungen

— Benzo[a]pyren

— Bronchial Epithelial Growth Medium

— Basenexzisionsreparatur

— Binukledre Zellen

— Bandpassfilter

— Benzo[a]pyren-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxid
— Bovine Serum Albumin

— Dulbecco’s Modified Eagle Medium

— Dimethylsulfoxid

— Desoxyribonukleinsdure

— Ethylendiaminotetraessigsdure

— Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

— Extraktpuffer

— fotales Kélberserum

— Fluoreszeinisothiocyanat

— Fallbeschleunigung

— Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor
— Wasserstoffperoxid

— Héamatoxylin-Eosin

— N-2-Hydroxyethylpiperazin-N‘-2-ethansulfonsdure
— International Agency for Research on Cancer
— individuell

— Interleukin

— méannlich

— Mikrogelelektrophorese

— N-Methyl-N “nitro-N-nitrosoguanidin

— Anzahl

— N-Nitrosodiethylamin

— 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanon
— Olive Tail Moment

— Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe
— Proteinextrakt

— Phytohdmagglutinin

— Phosphate Buffered Saline

— Korrelationskoeffizient nach Pearson

— Ribonukleinsdure

— Rosewell Park Memorial Institute 1640

— Schwesterchromatidaustausch

— Tumornekrosefaktor a

— Terminale Desoxyribosyl-Transferase mediated dUTP Nick End Labeling
— weiblich
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7.2 Anamnesen der Probenspender

Tabelle 19: Anamnesen der Spender nasaler Schleimhaut fiir die Untersuchungen an Miniorgankulturen.

Nr. Alter Geschlecht  Alkoholkonsum Nikotinkonsum Beruf

1 51 3 0g/Md 15 py arbeitslos

2 21 Q 0g/d 0 py 0.A.

3 34 3 0g/Md 11 py Lagerist

4 61 Q 5 g/d 0 py Hausfrau

5 48 Q 0g/d 0 py 0.A.

6 44 3 0g/d 0 py 0.A.

7 20 3 0g/Md 0 py 0.A.

8 33 3 25 g/d 10 py Zimmerer

9 58 Q 0 g/d 0 py 0.A.

10 50 3 200 g/d 25 py Lackierer
11 28 3 25 g/d 8 py 0.A.

12 51 ) 0g/d 0 py Bauarbeiter
13 59 Q 0 g/d 0 py Hausfrau
14 54 Q 0 g/d 0 py Hausfrau
15 35 3 25 g/d 10 py Maschineneinsteller
16 34 3 25 g/d 1py Kaufmann
17 29 3 5g/d 5 py Kichenhilfe
18 24 Q 5 g/d 0 py Hausfrau
19 64 3 50 g/d 0 py Marketingleiter
20 31 Q 0g/d 0 py 0.A.

21 43 3 25 g/d 25 py Reitlehrer
22 43 3 0g/Md 0 py 0.A.

23 21 3 59/ 3py Burokaufmann

&4 miénnlich, ¢ weiblich; Alkoholkonsum in Gramm pro Tag (g/d), Nikotinkonsum in Packungsjahren
(1 py: 20 Zigaretten pro Tag iiber ein Jahr), 0.A. ohne Angabe
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Tabelle 20: Anamnesen der Spender peripheren Blutes fiir die Untersuchungen der Lymphozyten-Reparatur.

Nr. Alter Geschlecht  Alkoholkonsum Nikotinkonsum Beruf
1 26 3 25 g/d 12 py Student
2 24 3 25 g/d 0 py Student
3 26 3 25 g/d 3 py Student
4 32 3 25 g/d 0 py Arzt
5 31 3 10 g/d 0 py Arzt
6 36 3 0g/d 3 py Flugbegleiter
7 33 3 25 g/d 3 py Physiker
8 35 3 25 g/d 10 py Arzt
9 36 3 10 g/d 0 py Arzt
10 30 3 0g/d 0 py Arzt

& minnlich; Alkoholkonsum in Gramm pro Tag (g/d), Nikotinkonsum

20 Zigaretten pro Tag iiber ein Jahr).

in Packungsjahren (1 py:

Tabelle Anamnesen der Spender peripheren Blutes bei dem Vergleich Mikrokerntest —
Mikrogelelektrophorese.

Nr. Alter Geschlecht  Alkoholkonsum Nikotinkonsum Beruf

1 25 Q 0g/d 0 py wiss. Angestellte

2 44 ) 25 g/d 2 py Taxifahrer

3 70 Q 5 g/d 0 py Hausfrau

4 32 ) 25 g/d 0 py Backer

5 19 g 25 g/d 2 py Maler

6 30 Q 0 g/d 0 py Hausfrau

7 33 ) 25 g/d. 10 py Zimmerer

8 28 ) 25 g/d 8 py 0.A.

9 44 I 50 g/d 0 py Verlagsdirektor
10 37 ) 25 g/d 10 py Formenbauer
11 35 ) 25 g/d 15 py Maschineneinsteller.
12 35 I 0g/Md 0 py 0.A.

13 31 Q 5g/d 0 py Biroangestellte
14 27 i) 25 g/d 12 py IT-Techniker
15 42 ) 0g/Md 0 py 0.A.

16 59 i) 25 g/d 17 py Kaufmann

17 29 Q 25 g/d 0 py wiss. Angestellte
18 28 Q 0 g/d 0 py wiss. Angestellte
19 29 Q 0 g/d 0 py Krankenschwester
20 34 ) 25 g/d 1 py Kaufmann

& maénnlich, ¢ weiblich; Alkoholkonsum in Gramm pro Tag (g/d), Nikotinkonsum in Packungsjahren
(1 py: 20 Zigaretten pro Tag {iber ein Jahr), 0.A. ohne Angabe.
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