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1. Einleitung 
 
1.1. Ochratoxin A 
 
1.1.1. Vorkommen 

Das Mykotoxin Ochratoxin A (OTA) ist ein sekundäres Stoffwechselprodukt 

verschiedener Schimmelpilze, hauptsächlich der Gattung Aspergillus und Penicillium. 

OTA wurde erstmalig 1965 aus Aspergillus ochraceus-Kulturen isoliert, die daher 

namensgebend waren (MERWE et al. 1965). SCHUH UND SCHWEIGHARDT (1981) geben 

eine Reihe von Aspergillus- und Penicillium-Arten an, die in der Lage sind Ochratoxin 

A zu bilden. Sie gehören zu der Gruppe der Lagerpilze, d.h. sie sind normalerweise auf 

pflanzlichen Produkten erst nach der Ernte nachzuweisen (GEDEK 1980). Aus der 

Gruppe der Penicillien treten in kühleren Regionen überwiegend Penicillium 

verrucosum-Stämme auf lagerndem Getreide und als Kontaminanten in Lebensmitteln 

auf. Aspergillus ochraceus ist häufiger in wärmeren Gegenden zu finden, kann aber 

auch auf einheimischen Getreide nachgewiesen werden (SCHMIDT 1989).  

Eine Studie von WOLFF UND RICHTER (1992) zeigte, dass im Zeitraum von 1990 bis 

1991 Getreide, das die gesamte deutsche Ernte repräsentierte, in 50 bis 80 % des 

Probenmaterials eine nachweisbare OTA-Kontamination aufwies. Neben Getreide, wie 

Gerste, Weizen, Mais (WOOD et al. 1996), Roggen, Hafer (BAUER UND GAREIS 1987) 

und Reis (JELINEK et al.), können auch Mehl (CHELKOWSKI et al. 1980), Bier (PAYEN et 

al. 1983), Kaffeebohnen (MICCO et al. 1989), Feigen, gemahlene Haselnüsse, Erdnüsse, 

Olivenöl (LE TUTOUR et al. 1983) und Gewürze (EL-KADY et al. 1995) mit OTA 

kontaminiert sein. Futtergetreide ist in der Regel deutlich höher mit OTA belastet als 

Getreide für die menschliche Ernährung (SCHWEIGHARDT  UND LEIBETSEDER 1981).  

Da OTA in tierisches Gewebe übergeht (BUECHMANN UND HALD 1985) und z.B. Blut 

und -Plasma von Schweinen in verschiedenen Wurstwaren verarbeitet wird (SCHEUER 

UND LEISTNER 1985), wird OTA auch relativ häufig in Lebensmitteln tierischer 

Herkunft gefunden. Für Deutschland wurde eine tägliche OTA-Aufnahme von 0,85-

0,92 ng/kg Körpergewicht berechnet und es konnte OTA in 92 % humaner Serum-

Proben aus sieben Regionen in Deutschland OTA nachgewiesen werden (ROSNER et 

al.1998). Eine weitere OTA-Quelle ist Hausstaub aus Wohnungen mit 

Schimmelpilzbefall. Es konnten OTA-Gehalte bis zu 5,1 µg/kg Hausstaub 

nachgewiesen werden (KASEL et al. 1999). 
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1.1.2. Toxikokinetik 

Nach oraler Aufnahme wird OTA von der Magen- und Dünndarmschleimhaut resorbiert 

(ROTH et al. 1988). STUDER-ROHR (1995) zeigte, dass die Halbwertszeit im Serum für 

den Menschen nach oraler Einnahme 840 h betrug. Die Halbwertszeit von OTA im 

Serum von Tieren, mit Ausnahme der Rhesusaffen (Makaken, macaca mulata), ist 

deutlich geringer (Tabelle 1-2). Dabei liegt die Halbwertszeit bei oral verabreichtem 

OTA in der Regel deutlich niedriger als bei intravenös (i.v.) zugeführtem OTA. Dies ist 

darin begründet, dass ein Teil des resorbierten Toxins über die Pfortader zur Leber 

transportiert und dort zum Teil metabolisiert wird („first pass effect“). Teilweise wird 

OTA auch über die Galle ausgeschieden, so dass OTA auch dem enterohepatischen 

Kreislauf unterliegt (APPELGREN UND ARORA 1983). Die Clearence in der Leber erfolgt 

über einen multifunktionalen Gallensäure-Transporter (engl. = organic anion 

transporting polypeptide carrier; oatp carrier) (KONTAXI et al. 1996). 

 

Tab. 1-2: Toxikokinetische Daten für OTA in verschiedenen Tierspezies nach oraler 

und intravenöser (i.v.) Verabreichung von 50 µg OTA (HAGELBERG et al. 1989), bzw. 

von 395 ng OTA in Ethanol beim Menschen (STUDER-ROHR 1995). 

 Wachtel Maus Schwein Ratte Affe Mensch Makake 

Halbwertszeit 

(t1/2 [h]) i.v. 

12 48 150 170 840 - 1400 

Halbwertszeit 

(t1/2 [h]) per os 

6,7 39 72 120 510 840 840 

max. Plasmakon-

zentration 

(Cmax)[ng/ml]  

 

260 

 

370 

 

490 

 

390 

 

500 

 

- 

 

- 

 

Die Niere ist ebenfalls wichtig für die Ausscheidung. OTA weist eine 

Plasmaeiweißbindung von bis zu 99 % auf (HAGELBERG et al. 1989), die unter natürlich 

vorkommenden Konzentrationen von 1 bis 100 nM unlöslich ist (STOJKOVIC et al. 

1984). Aus diesem Grund wird OTA nicht durch glomeruläre Filtration, sondern 

vielmehr durch tubuläre Sekretion an den Urin abgegeben. Dieser Prozess wird durch 

multispezifische organische Anionentransporter (OAT), die in der basolateralen 

Zellmembran von proximalen Nierentubuluszellen lokalisiert sind, vermittelt (JUNG et 

al. 2001, TAKEUCHI et al. 2001, SOKOL et al. 1988). OTA kann in allen Nephron-



Einleitung                                                                                                                         3 

Segmenten wieder resorbiert werden (ZINGERLE et al. 1997, DAHLMANN et al. 1998). 

Dies kann zu einer Akkumulation des Toxins im Nierengewebe (SCHWERDT et al. 1996) 

und somit zu einer Erhöhung seiner Toxizität führen, z. B. durch die Störung der pH-

Homöostase in der renalen Papilla (KURAMOCHI et al. 1997 a,b). Daher treten 

spezifische toxische Effekte besonders häufig in der Niere auf (ELLING UND MÖLLER 

1973, ELLING 1979, GOLINSKI et al. 1984, 1985).  

Mögliche Mechanismen der Toxizität von OTA werden zur Zeit kontrovers diskutiert. 

Eine Reihe von Autoren gehen davon aus, dass das OTA-Molekül selbst für die 

beobachteten adversen Effekte verantwortlich ist (KURAMOCHI et al. 1997 a,b, GAUTIER 

et al. 2001, ZEPNIK et al. 2001, GROSS-STEINMEYER et al. 2002), während andere 

vermuten, dass bei einer Verstoffwechselung von OTA reaktive Moleküle entstehen 

können und diese für die Toxizität von OTA verantwortlich sind (MALAVEILLE et al. 

1994, GROENE et al. 1996, GROSSE et al. 1997, PFOHL-LESKOWICZ et al. 1998, 

GILLMAN et al. 1999, LEWIS et al. 1999, EL ADLOUNI et al. 2000). 

In der Ratte wird OTA unter hydrolytischer Abspaltung von Phenylalanin in das 

weniger toxische Ochratoxin-alpha (OT-α) umgewandelt (SUZUKI et al. 1977). 

Lebermikrosomen von Schwein, Ratte und Mensch wandeln OTA in (4R)- und (4S)-4-

Hydroxy-OTA um (STORMER et al. 1981) (Abbildung 1-1). Weitere mögliche 

Stoffwechselwege werden von MALAVEILLE et al. (1994) und GILLMAN et al. (1999) 

vorgeschlagen. MALAVEILLE et al. postulieren die Bildung eines OTA-Radikals durch 

eine Peroxidase und die anschließende Konjugation mit Glutathion über Glutathion-S-

Transferasen. Die Autoren schreiben die toxische Wirkung des OTA dem Radikal oder 

einem Thioderivat zu, das aus dem Konjugat entstehen könnte. GILLMAN et al. schlagen 

die Bildung eines OTA-Chinons unter Einfluss eines Eisen-Porphyrin-Systems vor. Das 

OTA-Chinon könnte dann weiter zu OTA-Hydrochinon reagieren, wobei reaktive 

Sauerstoffspezies (ROS) entstehen würden. 

Die Ausscheidung von OTA erfolgt über Harn und Fäzes (GALTIER et al. 1979), wobei 

auch ein Teil des OTA unverstoffwechselt ausgeschieden wird (SUZUKI 1977, STOREN 

1982). 
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Abb. 1-1: In der Literatur beschriebene Stoffwechselwege des OTA. (Ph: Phenylalanin; 

GS: Gluthation)  
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1.1.3. Klinische Bedeutung 

OTA ist kanzerogen, genotoxisch, teratogen, immunotoxisch und nephrotoxisch 

(KUIPER-GOODMAN und SCOTT 1989, BACH et al. 1992, GEKLE UND SILBERNAGL 1996, 

KUIPER-GOODMAN 1996, DEGEN et al. 1996). An Effekten auf zellulärer und 

molekularer Ebene konnten unter anderem DNA-Schäden (KANE et al. 1976, DEGEN et 

al. 1995), Hemmung der Proteinbiosynthese (CREPPY et al. 1984, DIRHEIMER UND 

CREPPY 1991), Hemmung der Atmung in Mitochondrien (MEISNER UND CHAN 1974), 

Lipidoxidation (OMAR et al. 1990) und Apoptose (SCHWERT et al. 1999, GEKLE et al. 

2000) nachgewiesen werden. Diese breite Palette an Effekten und die ungewöhnlich 



Einleitung                                                                                                                         5 

lange Halbwertszeit des Toxins im Serum unterstreichen die Bedeutung dieser Substanz 

für die menschliche Gesundheit. 

Im Vordergrund der toxischen Wirkung von OTA steht seine Nephrotoxizität. Dabei 

handelt es sich nicht nur um experimentelle Beobachtungen, sondern es konnten auch 

spontan auftretende Mykotoxikosen bei Schweinen (KROGH et al. 1973) und Geflügel 

(HAMILTON et al. 1982) durch OTA beschrieben werden.  

Auch im Bezug auf den Menschen gibt es Hinweise auf Erkrankungen der Niere und 

der ableitenden Harnsysteme, die durch OTA verursacht werden. DI PAOLO et al. (1994) 

berichteten über einen Fall von akutem Nierenversagen bei Siloarbeitern in Italien nach 

inhalativer Exposition gegenüber OTA. Erhöhte OTA-Konzentrationen wurden auch in 

Serum und Urin von Patienten gefunden, die in Gebieten mit endemischer Balkan-

Nephropathie („Balkan endemic nephropathy = BEN) leben. Bei an BEN erkrankten 

Personen zeigt die Niere eine konzentrische Atrophie ohne Narben, eine Atrophie der 

Nierentubuli und eine interstitielle Fibrose (GODIN et al. 1997, DEUTSCHE 

FORSCHUNGSGESELLSCHAFT 1990). Auffallend ist dabei die Ähnlichkeit in den 

Änderungen der Nierenfunktion und –histologie zwischen BEN und der Nephropathie 

der Schweine, die durch OTA im Futter verursacht wurde (KROGH et al. 1977). Die 

Krankheit wurde später mit einer erhöhten Krebsrate im Bereich des Nierenbeckens, der 

Harnleiter und Blase assoziiert, bei der häufig mehrere Familienmitglieder betroffen 

waren (NICOLOV et al. 1978, MARKOVIC et al. 1985). Studien an ausgewanderten 

Personen oder Zwillingen wiesen nicht auf eine erbliche Disposition für BEN hin, 

sondern deuten mehr auf ökologische Faktoren (CEOVIC et al. 1985). In Bulgarien 

wurde in hyperendemischen Gebieten ermittelt, dass das relative Risiko an 

Harntrakttumoren zu erkranken, im Vergleich zu Nicht-Endemiegebieten, 90-fach 

erhöht war (CHERNOZEMSKY 1991).  

Zur Zeit ist OTA als ein Karzinogen in Gruppe 2B eingestuft („möglicherweise 

krebserregend beim Menschen“) (IARC 1993). Studien der letzten Jahre deuten jedoch 

auf eine Einteilung in die Gruppe 2A („wahrscheinlich krebserregend beim Menschen“) 

(KUIPER-GOODMAN 1996) hin. 
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1.2. Die Bedeutung von Zellkulturen in der Toxikologie 

 
Tausende von Chemikalien werden jährlich neu synthetisiert. Sämtliche Substanzen, die 

einer Neuzulassung bedürfen, und eine Vielzahl von Altchemikalien müssen umfassend 

toxikologisch untersucht werden, um abschätzen zu können, welche Gefahren für 

Mensch und Umwelt von ihnen ausgehen. Tierversuche sind in einem solchen Umfang 

weder zu rechtfertigen noch zeitlich zu bewältigen. Zahlreiche in vitro-Testsysteme 

wurden bereits entwickelt. Zu den wenigen Bereichen in der Toxikologie, in denen in 

vitro-Systeme Tierversuche weitgehend ersetzt haben, gehört die Mutagenitätsprüfung.  

Da die DNA, das primäre Ziel für die Induktion von Mutationen, universell von 

Bakterien bis zum Menschen vorkommt, scheinen in vitro-Systeme, wie z.B. Ames-

Test, Schwester-Chromatid-Austausch-Assay, Mikronukleus-Test und Comet Assay, 

hier besonders geeignet. Validierungsstudien in den USA, Japan und Europa ergaben, 

dass 85 bis 90 % der bei Maus und Ratte bekannten Kanzerogene im Salmonella-

Säugermikrosomen-Test mutagen sind (ADLER et al. 1989). Dabei kann man allerdings 

nicht ohne weiteres davon ausgehen, dass Mutagene gleich Kanzerogene sind. So gibt 

es Kanzerogene, die nicht mutagen sind (z.B. Asbestfasern) und Mutagene, die nicht 

kanzerogen sind (z.B. gewisse Basenanaloge). Häufig findet man bei Labornagern 

Kanzerogene, die keine genotoxische Aktivität aufweisen (sog. nicht-genotoxische 

Kanzerogene); (ASHBY UND TENNANT 1988, ASHBY et al. 1989). Für Initiations-

Kanzerogene, in deren Klasse eine Reihe für den Menschen bekannte Kanzerogene 

gehören, besteht eine hohe Korrelation zwischen genotoxischer Wirkung und 

kanzerogener Wirkung (SHELBY 1988). Daher sind Genotoxizitätstests zur Erfassung 

dieser Kanzerogene weiterhin von großer Bedeutung.  

Zellkultur-Systeme bieten zusätzlich eine Reihe von Vorteilen gegenüber in vivo- 

Untersuchungen. Es liegt ein stark vereinfachtes Testsystem vor, da in der Regel nur ein 

Zelltyp kultiviert wird. Systemische Einflüsse, wie sie im Gesamtorganismus 

vorkommen, werden so ausgeschaltet. So dienen z.B. Epithelzellen aus der Niere der 

Untersuchung von Funktionen speziell dieser Zellen, die auf Grund der Heterogenität 

der Niere in vivo nicht durchgeführt werden können. Zudem können die Versuche unter 

definierten Bedingungen (Temperatur, osmotischer Druck, O2- und CO2-Konzentation) 

mit einem definierten Medium durchgeführt werden, wobei sich durch Hinzufügen oder 

Wegnahme von Zusatzstoffen physiologische und metabolische Phänomene 

untersuchen lassen. Testsubstanzen sind in sehr viel geringeren Mengen nötig und die 
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Tests sind weniger zeitaufwendig als Tierversuche. In vitro-Versuche sind daher 

weniger kostenintensiv als in vivo-Versuche. 

Allerdings weisen Zellkulturen auch Einschränkungen und Nachteile auf. An erster 

Stelle ist hier der Verlust systemischer und organspezifischer Effekte zu nennen. 

Untersuchungen zur Interaktion zwischen Geweben, Organen und Organsystemen sind 

ebenso wie die Erfassung komplexer toxischer Wirkungen, z.B. in der 

Reproduktionstoxikologie, nicht möglich. Im Verlauf der Kultur können die Zellen 

dedifferenzieren, so dass sie nicht mehr die gleichen Eigenschaften wie zu Beginn der 

Kultivierung zeigen. 

 

Generell wird in der Zellkultur zwischen Primärkulturen und permanenten Zelllinien 

unterschieden. Bei Primärkulturen handelt es sich um Zellen aus Organen lebender oder 

unmittelbar vor der Entnahme getöteter Tiere. Diese Zellen unterscheiden sich in vielen 

Eigenschaften nicht von denen im Ursprungsgewebe. Zur Gewinnung dieser Zellen 

kann auf Schlachthofmaterial zurückgegriffen werden, was die Tötung von Labortieren 

mitunter überflüssig macht. Besonders interessant für toxikologische Aspekte ist in 

diesem Zusammenhang allerdings die Kultivierung von Zellen aus humanen 

Gewebeproben, z.B. aus Operationsmaterial. An daraus entwickelten 

Zellkulturmodellen sind toxikologische Untersuchungen möglich, die am Menschen 

nicht durchführbar sind.  

Im Gegensatz zu primären Zellkulturen stammen permanente Zelllinien von Zellen aus 

Tumorgewebe ab oder sind das Ergebnis einer Transformation von Zellen einer 

Primärkultur zu immortalen Zellen. Zelllinien können sich unbegrenzt teilen und 

außerdem kryokonserviert werden, was sie permanent verfügbar macht. Ein besonderer 

Vorteil besteht darin, dass alle Zellen als Klon aus einer Ausgangszelle hervorgegangen 

und damit genetisch identisch sind. Deshalb sind molekularbiologische und 

biochemische Untersuchungen an diesen Zellen gut reproduzierbar. Allerdings weichen 

diese transformierten Zellen einer Zelllinie mehr oder weniger stark vom Phänotyp der 

Ursprungszelle ab. 

   

1.2.1. Verwendete Zellkulturen 

In der vorliegenden Arbeit wurden fünf verschiedene Zelltypen verwendet. Zum einen 

Epithelzellen aus der Schweineharnblase (engl.: porcine urinary bladder epithelial cells 

= PUBEC) und Epithelzellen aus humanen Harnleitern (engl.: human urothelial cells = 
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HUC) bei denen es sich um Primärzellkulturen handelt. Zum anderen die permanente 

Zelllinen Madin Darby Canine Kidney (MDCK), Immortalized Human Kidney Epithel 

(IHKE) und 5637-Zellen. 

 

PUBEC bieten für die Untersuchung adverser Effekte durch OTA eine Reihe von 

Vorteilen. Das Schweineharnblasenurothel repräsentiert ein Zielorgan für die OTA-

Toxizität und da Schweineharnblasen in der Fleischproduktion als Abfallprodukt 

anfallen, kann Probenmaterial in größeren Mengen vom Schlachthof bezogen werden. 

Es können umfangreiche Versuche durchgeführt werden, ohne auf Tierversuche 

zurückgreifen zu müssen. Zudem stellt das Schwein in Bezug auf seine physiologischen 

Eigenschaften eine dem Menschen ähnlichere Spezies dar, als es z.B. Nagetiere tun. Die 

Zellen sind unter Kulturbedingungen gut charakterisiert und es konnte gezeigt werden, 

dass das morphologische Erscheinungsbild typische Eigenschaften der in vivo-

Verhältnisse aufweist (GUHE UND FÖLLMANN, 1994, GUHE et al. 1996).  

 

HUC wurden aus Harnleiterstücken, die bei Nephroektomie-Operationen angefallen 

waren, gewonnen. Da das Urothel in Harnleiter und Harnblase identisch ist 

(LEONHARDT 1984), können die Urothelzellkulturen aus dem Harnleiter ebenfalls als ein 

Zielorgan der OTA-Toxizität angesehen werden. In Kultur bilden primäre Urothelzellen 

Monolayer aus, die für Epithelien typische Mikrovilli und Desmosomen aufweisen 

(REZNIKOFF et al. 1983). Das humane Urothel ist zudem ein metabolisch aktives Organ. 

Es konnte gezeigt werden, dass humane Epithelzellen aus der Harnblase in der Lage 

waren, verschiedene Klassen von Karzinogenen zu metabolisieren (AUTRUP et al. 

1981). Unter anderem wurde die enzymatische Aktivität von Glutathion-S-Transferasen 

(GST); (AUTRUP et al. 1981, SINGH et al. 1990) und Acetyl-Transferasen 

(SWAMINATHAN UND REZNIKOFF 1992, KLOTH et al. 1994) nachgewiesen.  

 

MDCK-Zellen stammen aus dem distalen Tubulus der Hunde-Niere (RICHARDSON et al. 

1981). Sie zeigen typische Eigenschaften eines Transportepithels. MDCK-Zellen bilden 

Monolayer mit stark polarisierten Zellen aus, die apikalen Mikrovilli, Desmosomen und 

basolateralen Einfaltungen aufweisen (CEREIJIDO et al 1980). Zudem konnten dem 

Säugetiernephron vergleichbare Enzymmuster nachgewiesen werden (GSTRAUNTHALER 

et al. 1985). 
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IHKE-Zellen sind immortalisierte Nierenzellen humaner Föten. Sie repräsentieren 

Zellen aus dem proximalen Nierentubulus und weisen, für Epithelzellen typisch, 

Tonofilamente und Desmosomen (TVEITO et al. 1989) sowie Mikrovilli (HIRSCH et al. 

1999) auf. Ebenso konnten für den proximalen Tubulus typische Enzymaktivitäten in 

IHKE-Zellen gemessen werden (JESSEN et al. 1994). 

 

Die Zelllinie 5637 entstammt einem humanen Blasenepithel-Karzinom (FOGH 1978) 

und wurde bisher hauptsächlich in der Tumorforschung zur Untersuchung der  

Expression von Zytokinen (TANAKA UND KANEKO 1992, RUCK et al. 1994) und 

Wachstumfaktoren (PFLÜGER et al. 1986, QUENTMEIER et al. 1997) verwendet. 

Lediglich die Glutathion-S-Transferase Aktivität wurde bisher bestimmt (OLIVE UND 

BOARD 1994). 

 

PUBEC, MDCK-, IHKE- und 5637-Zellen wurden in dieser Arbeit, auf Grund ihrer 

guten Verfügbarkeit für Untersuchungen zur Zytotoxizität, Genotoxizität und Aufnahme 

von OTA verwendet. Da HUC aufgrund begrenzter Probenzahl nur in geringer 

Quantität zur Verfügung standen, wurde mit ihnen nur die Intensität OTA-induzierter 

genotoxischer Effekte in den individuellen Proben im Comet Assay verglichen.  

 

 

1.3. Polymorphismen fremdstoffmetabolisierender Enzyme 
 

Die Polymorphismen fremdstoffmetabolisierender Enzyme sind in der Toxikologie und 

Pharmakologie von erheblicher Bedeutung. Der Einfluss der genetischen Prädisposition 

gegenüber Fremdstoffen wurde zuerst bei Arzneimitteln festgestellt (BÖNICKE UND REIF 

1953). Zahlreiche Gene liegen in der Bevölkerung in zwei oder mehr Formen vor, die 

Isoenzyme mit unterschiedlichen Enzymaktivitäten codieren und somit zur Entstehung 

unterschiedlicher Phänotypen führen. Derartige Genvariationen werden als Allele 

bezeichnet. Von einem Polymorphismus spricht man, wenn abweichende Geno- bzw. 

Phänotypen bei mindestens 1 % der Gesamtpopulation vorkommen. Die Entdeckung 

von verschiedenen Genotypen für eine Vielzahl von Enzymen wurde durch die 

Entwicklung einfacher Analyseverfahren, wie der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

vorangetrieben (BARTSCH et al. 2000). Die Polymorphismen der Acetyltransferasen und 

der Cytochrom-P450 Monooxygenasen sind besonders hervorzuheben, da diese Enzyme 
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eine Schlüsselfunktion bei der Aktivierung und Inaktivierung vieler chemischer 

Kanzerogene besitzen. 

 

1.3.1. Cytochrom P450 1A2 

Eine Schlüsselrolle im Stoffwechsel von Fremdstoffen spielen die zum Cytochrom- 

P450-System zählenden Monooxygenasen (LI et al. 1997, SCHMIDER et al. 1999). Als 

Cytochrom P450 (CYP) bezeichnet man eine sehr heterogene Superfamilie von 

Hämoproteinen, welche die oxidative, peroxidative und reduzierende Umwandlung 

einer Vielzahl endogener und exogener Substrate katalysieren (GUENGERICH 1993, LIN 

UND LU 1998). Der Reaktionszyklus der CYP lässt sich folgendermaßen 

zusammenfassen: Das in der Hämgruppe komplexierte Eisenatom wird nach Bindung 

des Substrates mit einem Elektron reduziert und bindet im reduzierten Zustand ein 

Sauerstoffmolekül. Ein Sauerstoffatom wird abgespalten und bildet zusammen mit zwei 

Protonen ein Molekül Wasser. Mit dem verbleibenden Sauerstoffatom wird nun das 

Substrat zum Produkt oxydiert, das anschließend abgegeben wird, so dass das aktive 

Zentrum des CYP-Enzyms wieder frei wird. CYP setzen als größte Gruppe der Phase I-

Enzyme auch eine Reihe von Prokarzinogenen um. Adverse Effekte können dann 

eintreten, wenn die nachfolgenden zellulären „Verteidigungsmechanismen“ (z.B. Phase 

II-Enzyme) nicht schnell genug greifen oder überlastet werden (VERMEULEN 1996). 

CYP-Enzyme kommen praktisch in allen lebenden Organismen vor und sind in allen 

bisher untersuchten Geweben (WONG 1998), einschließlich dem Urothel (GUHE et al. 

1996), nachgewiesen worden. Bei Eukaryonten sind CYPs hauptsächlich in den 

Membranen des glatten endoplasmatischen Retikulums (ER) lokalisiert, wo sie in 

Leberzellen einen Anteil von 5 bis 10 % des Proteins ausmachen (ROBERTS 1997).  

Die CYPs werden nach Homologie der cDNA-Sequenz in Familien (> 40 % 

Übereinstimmung) und Unterfamilien (> 60 % Übereinstimmung) eingeteilt 

(GUENGERICH 1993). Die Nomenklatur ergibt sich aus der Abkürzung CYP für 

Cytochrom P450, einer Zahl für die Familie, einem großen Buchstaben für die 

Subfamilie und einer weiteren Zahl für das individuelle Enzym (NELSON et al. 1996). 

Genetische Polymorphismen mit Einfluss auf Expression und Aktivität der CYP-

Enzyme sind beim Menschen für Mitglieder der Familien CYP1 und CYP2 beschrieben 

worden (RENDIC UND DI CARLO 1997).  

Die Isoform CYP1A2 wird hauptsächlich in der Leber, in der Lunge nur schwach, 

exprimiert (MACE et al.1998). CYP1A2 setzt eine Reihe von Prokarzinogenen wie 
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Arylamine und heterozyklische Amine um und könnte somit an der Entstehung von 

Kolon- und Blasenkrebs beteiligt sein (HAMMONS et al. 1997). Die Expression wird 

über das Ah-Rezeptor-System reguliert und beim Menschen von einer Reihe von 

Substanzen induziert (BARTSCH et al. 2000). CYP1A2 weist in seiner Enzymaktivität 

eine große interindividuelle Variation auf (KALOW UND TANG 1991) und kann in 

„langsame“, „mittlere“ und „schnelle“ Metabolisierer unterschieden werden (BUTLER et 

al. 1992). Von MACLEOD et al. (1998) wurde ein A/C -Polymorphismus im Intron 1 

beschrieben, der sich auf die Induzierbarkeit des Enzyms auswirkt. In einem Kollektiv 

aus Deutschland wurde folgende Verteilung beschrieben: 46% homozygot A/A, 44 % 

heterozygot A/C und 10 % homozygot  C/C (SACHSE et al. 1999). 

 

1.3.2. Glutathion-S-Transferasen M1, T1 und P1 

Die Glutathion-S-Transferasen (GST) sind Fremdstoff-metabolisierende Enzyme der 

Phase II. Sie konnten bei Säugern praktisch in allen Organen gefunden werden 

(MANNERVIK 1985). Die meisten GST-Isoenzyme sind im Cytosol lokalisiert und 

werden nach ihren katalytischen Eigenschaften und ihrer Sequenzhomologie auf DNA- 

und Proteinebene in die Klassen α, π, µ (MANNERVIK 1985), σ (MEYER UND THOMAS 

1995) und θ eingeteilt (MEYER et al. 1991). Die GSTs katalysieren unter anderem die 

Konjugation des Tripeptids Glutathion (GSH) an elektrophile Substrate (FJELLSTEDT et 

al. 1973). Die cytosolischen GSTs sind Homo- und Heterodimere (HABIG et al. 1974), 

deren aktive Zentren unabhängig voneinander arbeiten (MANNERVIK UND DANIELSON 

1988). Das aktive Zentrum besteht aus zwei Bindungsstellen, von denen die GSH-

Bindungsstelle sehr spezifisch ist, während die Bindungsstelle für das elektrophile 

Substrat weniger spezifisch ist. Die GST-vermittelte Katalyse beruht auf der Fähigkeit, 

gleichzeitig die Bildung von GS- aus GSH herbeizuführen und es an einer räumlich eng 

benachbarten Stelle an eine elektrophile Substanz zu binden (JAKOBY 1978). Die 

Konjugationsreaktion verkörpert den ersten Schritt zur Bildung von Mercaptursäuren, 

die als wasserlösliche Stoffwechselprodukte leicht renal ausgeschieden werden können. 

Nach der Konjugationsreaktion mit GSH treten dafür nacheinander γ-

Glutamyltranspeptidase, Cysteinglycinase und N-Acetyltransferase in Aktion 

(BOYLAND UND CHASSEAUD 1969). Obwohl die meisten Glutathionkonjugate 

Detoxifikationsprodukte darstellen, gibt es Fälle, bei denen das GSH-Konjugat relativ 

instabil ist, so dass ein reaktiver Metabolit freigesetzt wird (HAYES UND PULFORD 

1995). Des weiteren können Cysteinkonjugate durch die β-Lyase in instabile Thiole 
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umgewandelt werden, die zu elektrophilen Alkylantien werden können (DEKANT et al. 

1989). GSTT1 und GSTM1 weisen  zusätzlich eine enzymatische Aktivität gegenüber 

Phospholipid-Peroxiden auf (HURST et al. 1998). Dies ließe den Schluss zu, dass GSTs 

die DNA vor einer Oxidation durch Lipid-Peroxide schützten, die endogen bei 

oxidativen Stress entstehen (SWEENEY et al. 2000). 

Bei Menschen bestehen interindividuelle Unterschiede in der Expression einiger GSTs. 

Genetische Polymorphismen konnten für GSTM1 (SEIDEGÅRD et al. 1988), GSTT1 

(PEMBLE et al. 1994) und GSTP1 (BOARD et al. 1989) nachgewiesen werden.  

Beim Menschen wird die GSTT1 polymorph exprimiert. In Deutschland lässt sich bei 

etwa 20-25 % der Bevölkerung weder die Enzymaktivität, noch das Gen für die GSTT1 

nachweisen. Diese Personen werden als GSTT1-negativ oder „Nichtkonjugierer“, alle 

anderen als GSTT1-positiv oder „Konjugierer“  bezeichnet (PETER et al. 1989). Die 

„Konjugierer“ können auf Grund der Enzymaktivität in „schnelle“ und „langsame 

Konjugierer“ unterteilt werden (HALLIER et al. 1990). Demnach sind 

„Nichtkonjugierer“ homozygot für das GSTT1-Nullallel, „schnelle Konjugierer“ 

homozygot und „langsame Konjugierer“ heterozygot für das funktionelle GSTT1-Allel. 

Die Ausprägung der unterschiedlichen „Konjugierer“-Phänotypen lässt sich auf den 

Gen-Dosis-Effekt zurückführen (WIEBEL et al. 1990).  

Ebenso wie die GSTT1 wird die GSTM1 beim Menschen polymorph exprimiert. Es 

lässt sich weder die Enzymaktivität noch das Gen für die GSTM1 nachweisen 

(REBBECK 1997). Etwa 50 % der deutschen Bevölkerung sind homozygot für das 

GSTM1-Nullallel und werden als GSTM1 negativ bezeichnet (BROCKMÖLLER 1994, 

KEMPKES 1996).   

Bei der GSTP1 liegt ein A/G-Polymorphismus beim Nukleotid 313 vor, aus dem ein 

Aminosäureaustausch von Isoleucin nach Valin am Codon 105 resultiert (HARRIES et al. 

1997). Der Aminosäureaustausch liegt nahe der hydrophoben Bindungsstelle für 

elektrophile Substrate (GARCIA-SAÈZ et al. 1994). Für das GSTP1 Val105-Allel konnte 

eine unterschiedliche spezifische Aktivität und Affinität für elektrophile Substrate 

nachgewiesen werden (ZIMNIAK et al. 1994). Die Verteilung in der deutschen 

Bevölkerung liegt für den homozygoten A/A-Genotyp etwa bei 44 %, für den 

heterozygoten A/G-Genotypen bei 34 % und der für den homozygoten G/G-Genotypen  

bei 22 % (KO et al. 2000).  
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1.3.3. N-Acetyltransferase 2 

Die N-Acetyltransferasen (NATs) gehören ebenfalls zu den Phase II-Enzymen des 

Fremdstoffmetabolismus. Die ausschließlich im Cytosol vorkommenden Enzyme 

gliedern sich in mindestens zwei Isoenzyme, die sich durch Substratspezifität und Ort 

der Expression unterscheiden. NAT1 ist u.a. in Leber, Darm, Lunge, Niere und 

Leukozyten exprimiert. Von größerer toxikologischer und pharmakologischer 

Bedeutung ist die NAT2 (EVANS 1989). Sie wird hauptsächlich in der Leber exprimiert, 

konnte aber auch in anderen Geweben nachgewiesen werden, wie z.B. in humanen 

Harnblasenlasenepithelzellen (SWAMINATHAN UND REZNIKOFF 1992, KLOTH et al. 

1994).  

NATs übertragen einen Acetylrest vom Cofaktor Acetyl-CoA auf die primäre Amin- 

bzw. Hydrazingruppe ihrer Substrate. Bei der Acetylierung wird im ersten Schritt 

Acetyl-CoA an das Enzym gebunden und der Acetylrest auf ein Cystein übertragen. 

Nach Abspaltung des CoA-Restes wird das Substrat gebunden und die Acetylgruppe auf 

dessen primäre Aminogruppe übertragen. Nach Freisetzung des Produkts beginnt der 

Zyklus von neuem (WEBER UND COHEN 1968, KILBANE et al. 1991). Des weiteren spielt 

die NAT eine Rolle im Mercaptursäure-Stoffwechsel (BOYLAND UND CHASSEAUD 

1969). Zu den Substraten der NAT2 gehören primäre Arylamine, Hydrazine, 

heterozyklische aromatische Amine und eine Vielzahl von Arzneimitteln. In Bezug auf 

die Entstehung von Harnblasenkrebs ist die Metabolisierung aromatischer Amine von 

besonderer Bedeutung (MELIK et al. 1971, GOLKA et al. 2002).  

Die NAT2 des Menschen unterliegt einem Polymorphismus. Es sind mindestens 12 

Mutationen bekannt, aus denen durch unterschiedliche Kombinationen 27 Genotypen 

hervorgehen (VATSIS et al. 1995, ILETT et al.  1999). Dabei können die Mutationen die 

Translation beeinflussen (CASCORBI et al. 1995, HIRVONEN 1999), bei gleichbleibender 

mRNA-Menge zu reduziertem Proteingehalt führen (BLUM et al. 1991), die 

Halbwertszeit des Enzyms herabsetzen oder sich auf die Substratspezifität auswirken 

(HICKMAN et al. 1995). Phänotypisch wird in „schnelle“ und „langsame Acetylierer“ 

unterschieden, wobei die „langsamen Acetylierer“ weniger Substrat pro Zeiteinheit 

umsetzen. Es wurde eine systematische Nomenklatur zur Bezeichnung NAT erarbeitet, 

die laufend aktualisiert wird (ILETT et al.  1999). Der Bezeichnung NAT2 bzw. NAT1 

folgt ein Stern sowie eine fortlaufende Nummer in der Reihenfolge der Entdeckung 

bzw. Beschreibung (VATSIS et al. 1995). Ähnliche Allele werden durch gleiche Ziffern 

zu einer Gruppe zusammengefasst und durch Buchstaben differenziert. Der aktuelle 
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Stand der Nomenklatur kann ständig unter der Internetadresse 

http://www.louisville.edu/ medschool/ pharmacology/ NAT.html eingesehen werden. 

Anhang 8-4 zeigt beispielhaft die Mutationen des NAT2 Gens. 

Weltweit sind in den verschiedenen geographischen Regionen ethnische Gruppen mit 

unterschiedlichen Anteilen schneller und langsamer Acetylierer anzutreffen. In Asien 

überwiegt der Anteil der schnellen Acetylierer. Bei Japanern sind ca. 6 %, bei 

Polynesiern Neuseelands 7 % und bei Chinesen 15 bis 22 % der Bevölkerung 

„langsame Acetylierer“ (PAXTON 1984, HORAI et al. 1988). In Mitteleuropa ist das 

Verhältnis in etwa ausgeglichen (WEBER UND HEIN 1985). In Nordafrika hingegen 

überwiegen die „langsamen Acetylierer“, so bei Ägyptern mit 83 % und bei 

Marokkanern mit 90 % (WEBER UND HEIN 1985). Durch Studien von GOLKA (2002) hat 

sich die Hypothese erhärtet, dass „langsame Acetylierer“ nach einer Exposition mit 

aromatischen Aminen einem größerem Risiko ausgesetzt sind Harnblasenkrebs zu 

entwickeln, als „schnelle Acetylierer“ mitteleuropäischen Ursprungs. 

 

 

1.4. Ziele der Arbeit 
 

Für OTA ist ein weites Wirkungsspektrum bekannt (siehe 1.1.3.) und es muss als 

Krebsrisikofaktor für den Menschen angesehen werden, dessen Ausprägung 

gesundheitsschädigender Wirkung primär von der Exposition abhängt. Es werden daher 

gesetzliche Regelungen für OTA-Höchstmengen in Lebensmitteln angestrebt, um eine 

Exposition der Verbraucher zu minimieren. 

Da der genaue Wirkungsmechanismus noch nicht vollständig aufgeklärt ist und 

kontrovers diskutiert wird, ist eine toxikologische Risiko-Abschätzung neben den Daten 

zur Exposition des Menschen ebenso wichtig. In diesem Zusammenhang ist zu klären, 

ob OTA selbst oder ein Metabolit für genotoxische Effekte verantwortlich ist. 

Unterschiede im Metabolismus von OTA könnten zu spezies-, stammes- und 

geschlechtsspezifischen Unterschieden in der Ausprägung kanzerogener Wirkungen 

beitragen.  Dies bietet außerdem einen Ansatzpunkt für Studien, in denen untersucht 

wird, ob Personen mit einer bestimmten genetischen Prädispositionen besonders 

sensitiv auf eine OTA-Exposition reagieren. 

Ziel dieser Arbeit war es das zytotoxische und genotoxische Potential von OTA weiter 

zu charakterisieren. Im Vordergrund stand dabei der Nachweis der Induktion von DNA-

http://www.louisville.edu/
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Schäden mit Hilfe des Comet Assay. Neben der Frage einer Bioaktivierung von OTA 

wurde auch der Einfluss von DNA-Reparatur und der Einfluss der OTA-Aufnahme auf 

die Ausbildung von DNA-Schäden untersucht.  

Zu diesem Zweck wurden verschiedene Zellkulturen aus der Niere und der Blase 

eingesetzt, die Modelle für die Zielorgane der OTA-Toxizität darstellen. Durch den 

Einsatz von Primärzellkulturen und permanenten Zelllinien aus Niere und Blase wurden 

zudem Systeme mit unterschiedlichen Eigenschaften in metabolischer Kompetenz, 

OTA-Aufnahmekapaziät und DNA-Reparatur gewählt.  

Ein weiteres Ziel der Arbeit war es zu untersuchen, ob genetische Prädispositionen beim 

Menschen in Bezug auf Fremdstoff-metabolisierender Enzyme einen Einfluss auf die 

OTA-Toxizität haben. Von Harnleiterstücken, die bei Nephroektomie-Operationen 

anfielen, wurden Epithelzellkulturen etabliert. Das Ausmaß der Induktion von DNA-

Schäden durch OTA in diesen individuellen Kulturen wurde mit dem Comet-Assay 

analysiert und mit der genetischen Prädisposition der jeweiligen Spender korreliert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 Material                                                                                                                           16 

2. Material 

 
2.1 Probenmaterial 

 

2.1.1. Humane Harnleiter und EDTA-Blutproben 

Im Rahmen einer Zusammenarbeit mit Prof. Dr. H. Schulze, Chefarzt der urologischen 

Klinik an den städtischen Kliniken der Stadt Dortmund, konnten humane 

Harnleiterproben und 10 ml EDTA-Blut von Nephrektomie-Patienten erhalten werden. 

 

2.1.2. Harnblase vom Schwein 

Harnblasen von frisch geschlachteten Hausschweinen wurden vom Schlachthof der 

Stadt Lünen bezogen. Es wurde Proben sowohl von weiblichen als auch von 

männlichen Tieren verwendet. 

 

 2.2. Zellkulturen 

Madin Darby canine kidney (MDCK) CLS Cell Lines Service, Heidelberg 
ATCC-Nummer CCL-34 
Organismus Hund, Kocker Spaniel 
Gewebe Niere 
Alter/Stadium adult 
Geschlecht weiblich 
Morphologie epithelial 
verwendete Passagen 27 - 39 
 
5637 CLS Cell Lines Service, Heidelberg 
ATCC-Nummer HTB-9 
Organismus human 
Gewebe Karzinom, Blase, Urothel 
Alter/Stadium 68 Jahre 
Ethnische Gruppe Kaukasier 
Morphologie epithelial 
verwendete Passagen 43-58 
 
Immortalized Human Kidney Epithel cells 
(IHKE) 

IHKE-Zellen wurden freundlicherweise von 
Prof. Gekle, Uni-Würzburg zur Verfügung 
gestellt. 

Organismus human 
Gewebe Niere 
Alter/Stadium Embryo 
Ethnische Gruppe Kaukasier 
Morphologie epithelial 
verwendete Passagen 202-210 
 



 Material                                                                                                                           17 

2.3. Zellkulturbedarf 
 
Substanz Hersteller 

8-Kanal-Pipetten (10 µl, 200 µl) Eppendorf 
Collagen R Serva 
Dulbecco’s Modified Eagels Medium (DMEM)  Gibco 
Epidermaler Wachstumsfaktor Sigma Chemie 
Fötales Kälberserum Seromed, Biochrom 
Fungizone, Amphotericin B (250 µg/ml) Life Technologies 
Ham’s F-12-Medium + L-Glutamax Gibco 
Hydrocortison Sigma Chemie 
Insulin Seromed, Biochrom 
Kulturflaschen 175 cm2 Greiner 
Kulturplatten 6 Well Falcon 
Kulturplatten 24 Well Costar 
Kulturplatten 48 Well Falcon 
Kulturplatten 96 Well Costar 
Nichtessentielle Aminosäuren Sigma Chemie 
Phosphat-Puffer (calcium- und magnesiumfrei) Life Technologies 
Pipetten (2 µl, 10 µl, 20 µl, 100 µl, 200 µl, 1000 µl) Eppendorf, Gilson 
Pipettenspitzen (10µl, 200 µl, 1000 µl) Eppendorf, Gilson 
Pipettenspitzen 1,5 ml ICN 
Polypropylen (PP)-Kryogefäße Greiner 
RPMI 1640 + L-Glutamine Gibco 
Sterilfilter Millipore Ø 0,22 µm Millipore 
Streptomycin/Penicillinlösung Sigma Chemie 
Transferrin Sigma Chemie 
Trypsin 2,5% Gibco 
Tubes (12 ml, 50 ml) Falcon 
Zellschaber Sarstedt 
 
 
2.4. Chemikalien 
 
Substanz Hersteller 

Agarose (low melting) Life Technologies 
Agarose (normal melting) Life Technologies 
Amplitaq DNA Polymerase Perkin Elmer 
BCA Protein Assay Reagenz Pierce 
Diethylether Merck 
Dimethylsolfoxid (DMSO) Merck 
dNTP Pharmacia Biotech 
Cholat Sigma Chemie 
Cytosine ß-D-Arabino-Furanosid Sigma Chemie 
EDTA Sigma 
Ethanol, p.A. Merck 
Ethidiumbromid (EB) Serva 
Glukose Sigma Chemie 
Glukose-6-Phosphat Boehringer Mannheim 
Glykodeoxycholat Sigma Chemie 
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HEPES Sigma Chemie 
Hydroxyurea (HU) Sigma Chemie 
Kaliumdichromat (KDI) Merck, Darmstadt 
Methotrexate Hydtate (MT) Sigma Chemie 
Natrium-Selenit Aldrich 
Neutralrot (NR) Sigma Chemie 
N-Laurylsarkonisat Sigma Chemie 
Ochratoxin A (OTA) Sigma Chemie 
[3H]Ochratoxin A ([3H]OTA) Moravek Chemicals 
Taurocholat Sigma Chemie 
TRIS-(hydroxymethyl)-amoniomethan Merck 
Triton X-100 Aldrich 
Trypanblau-Färbelösung Serva 
S9-Rattenleberfraktion, Aroclor 1254 induziert Merck 
Salzsäure (32%) Roth 
Szintilations-Flüssigkeit Roth 
 
Weitere Chemikalien und Pufferlösungen wurden in p.a.-Qualität von den Firmen 

Aldrich (Steinheim), Fluka (Neu-Ulm), Merk (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva 

(Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen) bezogen. 

Wenn nicht anders erwähnt, wurden zur Herstellung der Pufferlösungen und 

Verdünnungen von Stammlösungen Aqua bidest. verwendet. 

 
 
2.5. Medien für die Zellkultur: 
 
Medium für Schweineharnblasenepithelzellen (eng.: porcine urinary bladder 

epithelial cells, PUBEC) 

Als Basiskulturmedium wurde HamsF-12 mit Glutamin (146 mg/l) benutzt, dem 

folgende Substanzen zugegeben wurden: 

Substanz Menge 
Penicillin 100 U/ml 
Streptomycin 100 µg/ml 
Amphotericin 1,25 µg/ml 
Transferrin 5 µg/ml 
Insulin 10 µg/ml 
nichtessentielle Aminosäuren 0,1 mM 
Glucose 2,7 g/ml 
Hydrocortison 1 µg/ml 
Epidermal Growth Factor (EGF)  20 ng/ml 
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Medium für humane  Urothelzellen aus dem Harnleiter (HUC) 

Als Basiskulturmedium wurde HamsF-12 mit Glutamin (146 mg/l) benutzt, dem 

folgende Substanzen zugegeben wurden: 

Substanz Menge 
Transferrin 5 µg/ml 
Insulin 10 µg/ml 
nichtessentielle Aminosäuren 0,1 mM 
Glucose 2,7 g/ml 
Hydrocortison 1 µg/ml 
Epidermal Growth Factor (EGF)  20 ng/ml 

 

 

Medium für MDCK-Zellen 

MDCK-Zellen wurden in einem Gemisch aus Ham’s F12 und DMEM (Verhältnis 1:1), 

dem 10% FCS zugegeben wurde, kultiviert. 

 

Medium für 5637-Zellen 

5637-Zellen wurden in RPMI 1640 + Glutamine und 10% FCS kultiviert. 

 

Medium für IHKE-Zellen 

Als Basiskulturmedium diente ein Gemisch aus Ham’s F12 und DMEM (Verhältnis 

1:1), dem folgende Substanzen zugegeben wurden: 

Substanz Menge 
Penicillin 100 U/ml 
Streptomycin 100 µg/ml 
Amphotericin 1,25 µg/ml 
Transferrin 5 µg/ml 
Insulin 10 µg/ml 
nichtessentielle Aminosäuren 0,1 mM 
Glucose 2,7 g/ml 
Hydrocortison 1 µg/ml 
Epidermal Growth Factor (EGF)  20 ng/ml 
HEPES 3,57 g/l 
Na-Selinit 5 ng/ml 
FCS 10% 

 

Alle Medien wurden unter sterilen Bedingungen angesetzt, bei 4°C gelagert und nicht 

länger als 14 Tage verwendet. 

 
 
 
 



 Material                                                                                                                           20 

2.6. Lösungen: 
 
Comet Assay: 

Lysepuffer Stammlösung:  
NaCl 146,1 g/l 
EDTA 37,2 g/l 
TRIZMA 1,2 g/l 
N-Lauroylsarcosyl 10 g/l (1:10 verdünnt in den Puffer geben) 
NaOH 8-12 g/l 
pH 10  
 
Lysepuffer Gebrauchslösung:  
Lysepuffer Stammlösung 178 ml  
DMSO 20 ml 
Triton X 2 ml 
 
Elektrophoresepuffer Stammlösung:  
NaOH 12,0 g/l 
Na2EDTA 0,372 g/l 
 
Neutralisationspuffer (Tris-Puffer):  
TRIZMA ® - Base 
pH 7,5 

48,44 g/l 

 
Agarose:  
Normal melting 
Low melting 

15 mg/ml PBS 
5 mg/ml PBS 

 
Neutralrot-Lösung: 
Stammlösung: 
40 mg Neutralrot in 10 ml Aqua bidest im Ultraschallbad für 1 h lösen, mikroskopisch 
auf kristalline Nadeln kontrollieren. Nadeln gegebenenfalls abzentrifugieren. Die 
Lösung kann im Dunkeln und bei 4°C für max. 4 Wochen aufbewahrt werden. 
 
Gebrauchslösung: 
12,5 µl Stammlösung pro ml Kulturmedium mischen und ca. 12 h in einem sterilen 
geöffneten Erlenmeyerkolben im Brutschrank vorinkubieren. 
 
S9-Mix: 
Natriumphosphatpuffer: 
Lösung 1: NaH2PO4 x H2O  0,2 M 
Lösung 2: Na2HPO4  0,2 M 
10 ml von Lösung 1 werden zu 440 ml von Lösung 2 gegeben, einstellen des pH 7,4 mit 
Lösung 2, Endvolumen 500 ml. 
 
Kofaktorenlösung:  
KCl 2,46 mg/ml 
MgCl2 x 6 H2O 2,49 mg/ml 
Glucose-6-Phosphat 1,52 mg/ml 
NADP 3,94 mg/ml 
in 0,1 M Natriumphosphatpuffer 
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Der S9-Enzymmix wurde mit steriler  Kofaktorenlösung (Sterilfiltration) verdünnt, so 
dass der Proteingehalt des resultierenden S9-Mix eine Konzentration von 2 mg/ml 
aufwies. Der S9-Mix-Anteil entsprach 4% (v/v) des Gesamtvolumens in den 
Versuchsansätzen.  
 
HEPES-Ringer-Puffer: 
HEPES 2,383 g/l 
NaCl 7,159 g/l 
KCl 4,026 g/l 
MgCl2 0,762 g/l 
CaCl2 1,332 g/l 
NaH2PO4 1,419 g/l 
Glukose 10,894 g/l 
 
 
Polymerase Chain Reaktion (PCR): 
 
5 x TBE-Puffer: 
TRIS 54 g/l 
Borsäure 27,5 g/l 
EDTA 10 mmol/l 
 
PCR-Mastermix: 

TRIS 1,21 g/l 
KCL 3,73 g/l 
MgCl2 0,14 g/l 
dNTP   1,25 mM 
Primer 2 µmol/l 
Amplitaq DNA Polymerase 0,6 U 
 
 
Kits: 
DNA Master Hybridisation Kit Roche Diagnostics GmbH 
BCA Protein Assay Quantitation Kit Interchim 
QIAamp® DNA Blood Maxi Kit Qiagen 
 
 
2.7. Geräte 
Analysenwaage AE 240 Mettler 
Autoklav Varioklav® Dampfsterilisator 
Bildanalyse Comet Assay II Software Perceptive Instruments 
Brutschrank Hereaus 
DNA-Thermal Cycler Perkin Elmer 
Dokumentationssystem Gel-Pro Matrix-Vision 
Elektrophoresekammer BioRad 
Fluoreszensmikroskop DMRB Leica 
Gefrierschrank (-20°C) Öko Plus Siemens 
Hämocytometer Neubauer 
Inverses Lichtmikroskop IM 35 Zeiss 
Kühlschrank profi line Liebherr 
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Laborwaage PB602 Mettler Toledo 
Larborzentrifuge Megafuge 1,0 R Hereaus 
Magnetrührer IKa® Labortechnik 
Mikrotiterplattenlesegerät: SLT 340 ATC SLT-Labinstruments 
Mikrowelle Panasonic 
Objektträger Menzel-Gläser 
PH-Meter CG 825 Schott 
Spektralphotometer HP 8452A Heweltt-Packard 
Plattenschüttler MTS IKa® Labortechnik 
Quarzküvetten Hellma 
Spannungsgeber BioRad 
Sterilbank Lamina Air ELB 2448 Heraeus 
Sterilbank Lamina Air HBB 2472 Heraeus 
Szintilations-Counter: Tricarb 2200 CA Canberra Packard 
Thermocycler 480 Applied Biosystems 
Tiefkühlgefrierschrank (-70°C) Revko 
Trockenschrank Heraeus 
Videokamera Pulnix PE2020P Pulnix Eurpoe Ltd. 
Vortexer Bender & Hobein AG 
Wasserbad GRL 
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3. Methoden 
 

3.1. Zellkultur 
 
3.1.1. Isolierung humaner Urothelzellen aus dem Harnleiter (engl.: human 

urothelial cells = HUC) 

 

Humane Urothelzellen wurden aus Harnleiterstücken gewonnen, die bei Zystektomie- 

oder Nephrektomiepatienten angefallen waren. Vorraussetzung für die Kultivierung der 

Probe war die Zustimmung der Patienten in Form eines Einwilligungsbogens (siehe 

Anhang 8-1) 

 

3.1.1.1. Präparation 

Die 0,5 bis 3 cm langen Harnleiterstücke wurden in steriler phosphatgepufferter 

Kochsalzlösung aufgenommen und auf Eis zum Labor transportiert. Die Isolierung der 

Urothelzellen erfolgte max. 1h nach Organentnahme unter sterilen Bedingungen auf 

Eis. Der Urether wurde der Länge nach aufgeschnitten und mit Stecknadeln 

aufgespannt. Die Urothelzellen wurden mit einem kleinen, scharfen Präparierlöffel 

vorsichtig abgetragen und in Medium suspendiert. Die Suspension wurde 5 min bei 50 x 

g zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pellet in 500 µl Medium resuspendiert.  

 

3.1.1.2. Kulturbedingungen 

Die Zellkulturen wurden in Kollagen-beschichteten 24 Well-Platten angelegt. Je Well 

wurden 100.000 bis 150.000 Zellen in 500 µl Medium ausgepflanzt und anschließend in 

einem wasserdampfgesättigten Inkubator bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. Das Medium 

(siehe 2.5.) wurde am nächsten Tag gewechselt, um nicht angewachsene Zellen zu 

entfernen. Die Kulturdauer betrug maximal drei Tage. 

 

3.1.2. Isolierung von Schweineharnblasenepithelzellen (engl.: porcine urinary  

bladder epithelial cells = PUBEC) 

 
3.1.2.1. Präparation  

Die Harnblasen wurden frisch geschlachteten Schweinen direkt bei der Schlachtung auf 

dem Schlachthof entnommen und bis zur weiteren Verarbeitung in PBS mit 100 g/ml 
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Streptomycin, 100 U/ml Penicillin und 1,25 µg/ml Amphotericin auf Eis gelagert. Alle 

nachfolgenden Schritte wurden unter der Sterilbank auf Eis durchgeführt. 

Die Blase wurde mit sterilem Präparationsbesteck geöffnet. Anschließend wurde die 

Schleimhaut mit einem sterilen Objektträger abgeschabt und die Zellen in einer 

Petrischale in Kulturmedium resuspendiert. Die Zelllösung wurde in 50 ml Röhrchen 

überführt und in einer Laborfuge A bei 50 x g 5 min sedimentiert. Das Pellet wurde mit 

Medium resuspendiert.  

 

3.1.2.2. Kulturbedingungen 

Die Zellkulturen wurden zunächst in Kollagen-beschichtete 175 cm2 Kulturflaschen 

ausgepflanzt. Nach einer Stunde wurde das komplette Medium aus den Flaschen 

entnommen und erneut bei 50 x g 5 min sedimentiert. Da sich zu diesem Zeitpunkt  

hauptsächlich Fibroblasten auf dem Gefäßboden angeheftet hatten, konnte ein Großteil 

der nach der Präparation noch vorhandenen Fibroblasten von den Epithelzellen getrennt 

werden. Das resultierende Pellet wurde mit Medium resuspendiert und die Zellen 

wurden in Kollagen-beschichtete 175 cm2 Kulturflaschen (1 ml, 2000.000 Zellen) 

ausgepflanzt. Am nächsten Tag wurde das Medium abgenommen und die Zellen 

abtrypsiniert (siehe 3.1.4.) und in 6-Well-Platten (400.000-500.000 Zellen in 3 ml pro 

Well) oder 96-Well-Platten (20.000 Zellen in 200 µl pro Well) ausgepflanzt. Die 

Kulturgefäße mit den Epithelzellen wurden in einem wasserdampfgesättigten 

Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. Das Medium wurde am nächsten Tag 

gewechselt, um nicht angewachsene Zellen zu entfernen.  

 

3.1.3. Kulturbedingungen permanenter Zelllinien 

Für die Kultivierung der permanenten Zelllinien wurden unbeschichtete 175 cm2 

Kulturflaschen, 96- und 6-Well-Platten verwendet. Die Zellen wurden folgendermaßen 

ausgepflanzt (Medien siehe 2.5.): 

Zelltyp Flaschengröße Anzahl der Zellen 
MDCK 75 cm² 

6 Well 
96 Well 

1000.000-1500.000 
350.000-500.000 

12.000 
IHKE 75 cm² 

6 Well 
96 Well 

1000.000-1500.000 
350.000-500.000 

12.000 
5637 75 cm² 

6 Well 
96 Well 

1500.000-2000.000 
500.000-750.000 

15.000 
 



 Methoden                                                                                                                        25 

Die Kultivierung aller Zelllinien erfolgte in einem wasserdampfgesättigten Brutschrank 

bei 37°C und 5% CO2. Ein Mediumwechsel erfolgte 2-3 mal pro Woche. 

 

3.1.4. Passagieren der Zellen mit Trypsin 

Ein Passagieren der Zelllinien und der PUBECs erfolgte kurz vor dem Erreichen der 

Konfluenz im Kulturgefäß. Nach dem Absaugen des Kulturmediums wurden die Zellen 

zweimal mit Ca2+- und Mg2+-freien PBS gewaschen und anschließend mit 0,25 %iger 

Trypsin/EDTA-Lösung (37°C) inkubiert. Es wurde so viel Trypsin/EDTA-Lösung 

zugegeben, bis die Zellen vollständig bedeckt waren. Anschließend wurden die 

Kulturen für 3-7 min im Brutschrank bei 37°C inkubiert und der Ablöseprozess 

regelmäßig kontrolliert. Durch vorsichtiges Klopfen der Kulturflasche auf einen harten 

Untergrund konnte der Ablöseprozess beschleunigt werden. Die Trypsinaktivität wurde 

anschließend durch die Zugabe von 10% (v/v) FCS zum Kulturmedium gestoppt. Die 

Zellsuspension wurde in 50 ml Zentrifugenröhrchen überführt und 2 x bei 50 x g für 5 

min zentrifugiert und mit je 5 ml des Kulturmediums gewaschen. Anschließend wurde 

die Zellzahl in einer Neubauer-Zählkammer bestimmt (siehe 3.1.5.) und die Zellen in 

den oben genannten Konzentrationen in neue Kulturgefäße ausgepflanzt oder für 

weitere Untersuchungen verwendet. 

 

3.1.5. Bestimmung der Zellzahl 

Für die Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen erneut resuspendiert und mit Hilfe 

einer Neubauer-Zählkammer (Hämocytometer) ausgezählt. Zur Anheftung des 

Deckglases auf die Zählkammer wurde dieses leicht angefeuchtet. Das Erscheinen 

sogenannter Newtonringe zeigt an, dass das Volumen der Kammer korrekt ist (Tiefe: 

0,1 mm, Volumen: 0,9 mm3). Ein Aliquot der Zellsuspension wurde in die Zählkammer 

pipettiert und es wurden vier Quadrate mit einer Fläche von 1 mm2 ausgezählt, deren 

Volumen jeweils 0,1 µl betrug. Der Mittewert dieser vier Quadrate x 104 entsprach der 

Zellzahl pro ml Zellsuspension. 

 

3.1.6. Bestimmung der Vitalität 

Zur Bestimmung des Anteils an vitalen Zellen wurde das 

Trypanblauausschlußverfahren verwendet. Die Zellsuspension und eine 0,5%ige 

Trypanblaulösung wurden 1:10 gemischt und 3-5 min bei 37°C inkubiert. Lebende 

Zellen werden nicht angefärbt, während tote Zelle im Mikroskop blau erscheinen. Mit 
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Hilfe einer Neubauer-Zählkammer konnte der Anteil vitaler Zellen bestimmt werden. 

Der Anteil der lebenden Zellen errechnete sich wie folgt: 

 
Anteil vitaler Zellen in %  =         x 100  

 

 

3.1.7. Cryopräservation 

Die Zellen wurden in Medium

überführt und bei –70°C eing

Millionen Zellen pro ml. 

 

3.2. Neutralrot-Assay 
 
Der Neutralrot-Assay wurde

BORENFREUND (1992) durc

Mikrotiterplatten für 48 Stun

Versuchstag wurde das Med

mit den in Kulturmedium

inkubiert. Die Inkubationen w

 

Tab. 3-1: Konzentrationen 

Substanz Ko

1 nMOTA 

 10 n

1 nMOTA  

+ S9-Mix (40 µg/ml) 10 n

araC/HU araC

Methotrexat 1 µM

HEPES-Ringer-Puffer pH 

 

Für den Test wurden zusä

Lösemittelkontrolle (Medium

Medium, um weiteres Zellwa

 

                                                Anzahl ungefärbter Zellen
   Gesamtanzahl der Zellen 
 mit 10% Dimethylsulfoxid (DMSO) in Cryo-Gefäße 

efroren. Die Zellzahl pro Cryo-Gefäß betrug eine 

 nach einer modifizierten Vorschrift von BABICH UND 

hgeführt. Die benötigten Zellen wurden in 96-Well 

den, wie in 3.1.2.2 und 3.1.3. beschrieben,  kultiviert. Am 

ium abgenommen, die Zellen 2 x mit PBS gewaschen und 

 gelösten Testsubstanzen unter Standardbedingungen 

urden nach folgendem Schema durchgeführt. 

der Testsubstanzen im Neutralrot-Assay 

nzentration Dauer 

, 10 nM, 100 nM, 500 nM, 1 µM, 5 µM, 10 µM, 50 µM 24 h 

M, 100 nM, 1 µM, 10 µM, 100µM, 250 µM, 500 µM 3 h 

, 10 nM, 100 nM, 500 nM, 1 µM, 5 µM, 10 µM, 50 µM  24 h 

M, 100 nM, 1 µM, 10 µM, 100µM, 250 µM, 500 µM 3 h 

 1,8 mM, HU 10 mM 1h, 3h, 6h 

, 10 µM, 100 µM, 1mM 3 h 

5, pH 7 15 min,  

1 h, 3 h 

tzlich eine Mediumkontrolle (ohne Testsubstanz), eine 

 mit 0,5% DMSO) und eine Wachstumskontrolle (ohne 

chstum zu unterbinden) durchgeführt. 
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Nach der Inkubation wurde das Medium abgenommen, durch Neutralrot-Medium (12,5 

µl Gebrauchslösung (0,05 %ig)(siehe 2.6.) pro ml Medium) ersetzt und die Zellen 

wurden für 3 Stunden unter Standardbedingungen inkubiert. Danach wurde das 

Neutralrot-Medium abgenommen und die Zellen 5 x mit warmen PBS (37°C) 

gewaschen. Anschließend wurden 200 µl Fixierlösung (1 % Eisessig, 50 % Ethanol in 

Aqua bidest.) pro Well zugegeben und die Platten für 20 min auf einem Plattenschüttler 

bewegt. Es folgte eine Extinktionsbestimmung in einem Mikrotiterplatten-Lesegerät 

(Modell 340 ATC, SLT-Labinstruments) bei einer Wellenlänge von 540 nm. Für die 

Proteinbestimmung wurden die Zellen nochmals 5 x mit PBS gewaschen, durch Zugabe 

von 10 µl 0,1 % Triton-X-100 in 0,9 % NaCl pro Well lysiert und für 10 min bei –70°C 

eingefroren. Die Proteinbestimmung erfolgte dann nach der Methode von Bradford 

(siehe 3.4.). 

 

3.3. Aufnahme von [3H]-OTA 

 
Die PUBEC, MDCK-, IHKE- und 5637-Zellen wurden in 6-Well-Platten, wie in 4.1. 

beschrieben, ausgepflanzt und für drei Tage unter Standardbedingungen kultiviert. Am 

Versuchstag wurde das Medium durch 800 µl Hepes-Ringer-Puffer pH 5 oder pH 7,5 

ersetzt. Die Puffer enthielten 500 nM unmarkiertes OTA und 21,7 nM [3H]-OTA 

spezifische Aktivität 21,3 Ci/mmol). Die Inkubationsdauer betrug 1, 15, 60 und 180 

min. Nach der Inkubation wurde das Medium abgenommen und die Zellen wurden 

zweimal mit kaltem PBS-Puffer gewaschen. Nach Zugabe von 350 µl 0,1 % Triton-X-

100 in 0,9 % NaCl pro Well wurden die Zellen mit einem Zellschaber abgeschabt. Von 

der Zellsuspension wurden 200 µl in Szintillisationsröhrchen gegeben, die anschließend 

mit 3,5 ml Szintillisationsflüssigkeit befüllt wurden. 100 µl der Zellsuspension wurden 

in Eppendorfgefäße für die folgende Proteinbestimmung (siehe 3.4.) eingefroren. Die 

Radioaktivität der einzelnen Proben wurde in einem Szintillisations-Counter Tricarb 

2200 CA gemessen. 

 

3.4. Proteinbestimmung 
 
Für die Proteinbestimmung wurde ein kommerziell erhältlicher Kit (PIERCE BCA 

Protein Assay Reagent), dem die Methode nach BRADFORD (1976) zugrunde liegt, 

verwendet. Als Eichstandard dienten BSA-Lösungen im Konzentrationsbereich 

zwischen 2 mg/ml und 0,2 mg/ml. In 96-Well Mikrotiterplatten wurden je 10 µl 
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Zellsuspension jeder Probe aus 3.3. (bzw. 10 µl Standardlösung) in Doppelbestimmung 

mit 200 µl des Reagenzgemisches A:B (Mischungsverhältnis 50:1) pipettiert. Die 

Mikrotiterplatte wurde anschließend auf einem Plattenschüttler für 30 s vorsichtig 

geschüttelt und anschließend für mindestens 30 min bei 37°C im Brutschrank inkubiert. 

Die Messung der Absorption erfolgte bei einer Wellenlänge von 562 nm im 

Mikrotiterplatten-Lesegerät. Bei der Proteinbestimmung der Proben des Neutralrot-

Assays in 96-Well-Platten wurde nach Zugabe der Standards, entsprechend verfahren. 

 

3.5. Alkalische Einzelzell-Gelelektrophorese (Comet Assay) 
 
Die Durchführung des Comet Assay beruht auf der Methode von SINGH et al. (1988) 

und wurde in modifizierter Form angewandt. 

 

3.5.1. Vorbereitung der Objektträger 

Vor der Beschichtung der Objektträger wurden diese für 1 h in eine Diethylether- / 

Ethanol (70%)- Mischung (1:2) und danach für 30 min in Ethanol (70 %) entfettet. 

Nachdem die Objektträger vollständig getrocknet waren, wurden sie kurz in eine etwa 

60°C heiße normal melting point (NMP) Agaroselösung (1,5%) getaucht, wobei das 

Beschriftungsfeld etwa bis zur Hälfte benetzt wurde. Die Unterseite der Objektträger 

wurde abgewischt und die Objektträger in horizontaler Lage bei Raumtemperatur 

getrocknet. Die so präparierten Objektträger können für mehrere Tage bei 

Raumtemperatur gelagert werden. 

 

3.5.2. Inkubation der Zellen 

Für den Einsatz im Comet-Assay wurden ausschließlich Monolayerkulturen verwendet, 

die bis max. 72 h unter Standardbedingungen in 6-Well-Platten kultiviert wurden. Eine 

Ausnahme bildeten humane Harnleiterkulturen, die in 24-Well-Platten kultiviert 

wurden. Für die Inkubation mit den Testsubstanzen wurde das Kulturmedium durch 

FCS-freies Medium, welches die Testsubstanz (gelöst in DMSO, Endkonzentration 

0,1%) enthielt, ersetzt. Tabelle 3-1 beschreibt die Inkubationsansätze für MDCK-, 

IHKE-, 5637- und PUBEC-Zellen, Tabelle 3-2 die Inkubationsansätze für die humane 

Harnleiterepithelzellen. Alle Versuche wurden als Doppelbestimmung in zwei 

unabhängigen Versuchen durchgeführt. Es wurden folgende Testansätze durchgeführt: 
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Tab. 3-2: Inkubationsansätze für MDCK-, IHKE-, 5637- und PUBEC-Zellen 

Substanz Inkubationszeit Eingesetzte Konzentrationen 
Mediumkontrolle 1 und 3 h Medium;  DMSO: 0,1 % 

Mediumkontrolle + S9-Mix 3 h Medium;  DMSO: 0,1 %; S9-Mix: 40 µg/ml 

Mediumkontrolle + araC/HU 1, 3 und 6 h araC: 1,8 mM, HU: 10 mM; DMSO: 0,1 %  

Mediumkontrolle 

+ Methotrexat 

3 h Methotrexat: 100 µM;  DMSO: 0,1 %  

HEPES-Ringer-Puffer 1 und 3 h pH 5 und pH 7,5; DMSO: 0,1 % 

OTA 3 h OTA: 10 nM, 100 nM, 1 µM, 10 µM, 100 µM,  

500 µM 

OTA + S9-Mix 3 h OTA: 10 nM, 100 nM, 1 µM, 10 µM, 100 µM,  

500 µM; S9-Mix: 40 µg/ml 

OTA + araC/HU 0,5, 1, 2, 3, 4, 5und  6 h OTA: 100 µM; araC: 1,8 mM, HU: 10 mM 

OTA + araC/HU  

+ Methotrexat 

3 h OTA: 100 µM; araC: 1,8 mM, HU: 10 mM; 

Methotrexat: 100 nM, 1 µM, 10 µM, 100 µM 

HEPES-Ringer-Puffer + 

OTA 

1 und 3 h OTA: 100 µM; HEPES-Ringer-Puffer pH 5, 

pH 7,5 

 

Bei den Versuchen zur Erholung/DNA-Reparatur der Zellen wurde das 

schadstoffhaltige Medium abgenommen, die Zellen einmal mit warmen PBS (37 °C) 

gewaschen, und mit Kulturmedium, für weitere 1, 2, und 3 h unter 

Standardbedingungen  kultiviert. 

 

Tabelle 3-3: Inkubationsansätze für humane Harnleiterepithelzellen 

Substanz Inkubationszeit Eingesetzte Konzentrationen 
Mediumkontrolle 3 h Inkubation mit Medium + 0,1 % DMSO 

Positivkontrolle mit KDI 3 h 100 µM 

OTA 3 h 100 µM 

 

3.5.3. Zellpräparation 

Nach Absaugen des Inkubationsmediums wurden die Zellen einmal mit kaltem PBS 

gewaschen und, wie in 3.1.4. beschrieben, abtrypsiniert. Die Zellsuspension wurde dann 

bei 50 x g für 5 min bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde mit eiskaltem PBS 

resuspendiert, die Zellzahl auf 2 Mio./ml eingestellt und 20 µl der Zellsuspension 

wurden in 500 µl low meltig point (LMP) Agarose (37°C) gegeben. Die Agaroselösung 

wurde auf einen gekühlten, vorbeschichteten Objektträger gebracht und mit einem 

Deckglas (60 x 40 mm2) abgedeckt. Nach 4-5 min wurden die Deckgläschen seitlich 
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abgezogen und die Objektträger für mindestens 2 h bei 4°C in die Lysegebrauchslösung 

(siehe 2.6.) gestellt. 

 

3.5.4. Alkalidenaturierung und Elektrophorese 

Nach der Lyse der Zellen wurden die Objektträger kurz in Aqua bidest. getaucht und 

mit der Gelschicht nach oben auf die Plattform einer Elektrophoresekammer gelegt. Die 

Kammer wurde mit 8 °C kaltem Elektrophorese-Puffer (siehe 2.6.) gefüllt, so dass die 

Objektträger ca. 2-3 mm hoch mit Puffer überdeckt waren. Für die Alkalidenaturierung 

und Entwindung der DNA wurden die Proben für 30 min im Puffer belassen. Um keine 

UV-induzierten DNA-Schäden zu induzieren, wurden die Alkalidenaturierung und die 

anschließende Elektrophorese ohne direkten Lichteinfall durchgeführt. Die 

Elektrophorese erfolgte für 30 min bei 25 mV, 300 mA und 8°C. 

 

3.5.5. Neutralisation und Entwässerung der Objektträger 

Die Objektträger kamen nach der Elektrophorese für 15 min in Neutralisationspuffer 

(0,4 M Tris in Aqua bidest., pH 7,5) und wurden anschließend mit Hilfe einer 

Ethanolreihe (50%, 75% und 100%, jeweils 5 min) entwässert. Die entwässerten 

Objektträger können bei Raumtemperatur über einen längeren Zeitraum gelagert 

werden.    

 

3.5.6. Bildanalyse 

Für die Analyse der Zellkerne wurde die DNA mit Ethidiumbromid (EB) (50 µg/ml) 

angefärbt. Hierzu wurden 50 µl EB auf die Objektträger gegeben und mit einem 

Deckglas abgedeckt. Die Objektträger wurden unter einem Fluoreszenzmikroskop 

(DMRB, Leica) bei 400facher Vergrößerung ausgewertet.  

Von jeder Konzentration wurden jeweils 100 Kerne von zwei Objektträgern 

ausgewertet, und zwar nur Kerne, die nicht im Randbereich des Objektträgers lagen, 

nicht verklumpt waren oder nicht zu dicht nebeneinander lagen. Die Bildanalyse 

erfolgte mit der Bildanalysesoftware Comet Assay II von Perceptive Instruments, 

Suffolk, England. 
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Abb. 3-1: Schematische Darstellung eines Kometen mit den Meßparametern 
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Es wurden folgende Parameter erfasst

MinLängeHead = minimale Kopflänge

MaxLängeHead = maximale Kopfläng

Integrated Optical Density = Fläche x 

MinLängeTail = minimale Schweiflän

MaxLängeHead = maximale Schweifl

IODTail+Head = IOD Schweif + IOD

TailLength = Schweiflänge (MaxLäng

 

3.5.7. Auswertung 
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3.6. DNA-Isolierung aus EDTA
 
Die Isolierung der DNA erfolgte mit d
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äule, die sich in einem 50 ml Röhrchen befand, 
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gegeben und für 3 min bei 1850 x g zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen und der 

Vorgang wurde mit der zweiten Hälfte des Blutgemisches wiederholt. Das Filtrat wurde 

wiederum verworfen und die Säule wurde je 1 x mit 5 ml AW1- und AW2-Puffer bei 

4500 x g für 1 min gewaschen. Nach einer 5minütigen Inkubation mit 1 ml AE-Puffer 

bei Raumtemperatur folgte die Eluierung der DNA in einem frischen 50 ml Tube, bei 

4500 x g für 5 min. Die isolierte DNA befand sich nun im Eluat und konnte bei –20°C 

gelagert werden. 

 

3.7. Bestimmung der Konzentration und der Reinheit der DNA 
 
Die Bestimmung der Konzentration und Reinheit der isolierten DNA erfolgte durch die 

Messung der optischen Dichte der wässrigen DNA-Lösungen. Es wurden 2 µl der 

DNA-Lösung aus 3.6. mit 98 µl Aqua bidest. verdünnt (1:50) und die Absorption im 

Spektrophotometer (Hewlett-Packard 8452A) bei einer Wellenlänge von 260 nm 

gemessen. Die optische Dichte (OD) von 1,0 entspricht bei doppelsträngiger DNA einer 

Konzentration von 50 µg/ml. Die DNA-Menge konnte nach folgender Formel berechnet 

werden: 

 
DNA-Konzentration = OD (Messwert) x 50 µg/ml x 50 (Verdünnungsfaktor) 

 
Die Reinheit der DNA konnte aus den Verhältnissen ODDNA  bei einer Wellenlänge von 

260 nm zu ODProtein, bei einer Wellenlänge von 280 nm, bzw. ODZucker, bei einer 

Wellenlänge von 230 nm, ermittelt werden. Das Verhältnis ODDNA/ ODProtein sollte 1,6-

2, und das Verhältnis ODDNA/ODZucke sollte 0,3-0,9 betragen. 

 

3.8. Genotypisierung  
 
3.8.1. Cytochrom P450 1A2 

Die Bestimmung des CYP 1A2 Genotyps beruhte auf der Methode von SACHSE et al. 

(1999). 

 

3.8.1.1. PCR 

Es wurden 200 ng der DNA pro Probe zu 47 µl PCR-Mastermix (siehe 2.6.) gegeben 

(Endvolumen 50 µl) und in der PCR eingesetzt. Es wurden folgende Primer verwendet 

(siehe Tab. 3-4). 
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Tab. 3-4: DNA-Sequenzen der für die Genotypisierung verwendeten Primer 

Typ Nr. Primersequenz 

CYP 1A2 

CYP 1A2 

P1f 

P4r 

5‘-CAA CCC TGC CAA TCT CAA GCA C-3‘ 

5‘-AGA AGC TCT GTG GCC GAG AAG G-3‘ 

 

Die Reaktionsansätze durchliefen im Thermocycler 30 PCR-Zyklen unter folgenden 

PCR-Bedingungen: Start: 2 min 94°C, 30 sec 94°C, 10 sec 60°C, 1 min 72°C, Ende: 7 

min 72°C.  

 

3.8.1.2. Auswertung 

Das PCR-Produkt wurde mit Bsp120I verdaut, wobei das mutierte Allel in ein 709 bp 

und ein 211 bp großes Fragment geschnitten wurde. Die Restriktionsfragmente wurden 

nach DNA-Längen in einem 3 %igem Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Für 

die Analyse der DNA-Produkte wurden 20 µl der verdauten Probe mit 2 µl Ficoll-

Gellade-Puffer gemischt und 15 µl davon in die Geltaschen geladen. Die Elektrophorese 

erfolgte für 30-60 min bei konstant 160 V bzw. bei 120 V bei 3,2% NuSieve in 1 x 

TBE-Puffer (siehe 2.6.). Zur UV-Detektion der DNA-Banden wurde Ethidiumbromid (7 

µl) zugesetzt. 

 

3.8.2. Glutathion-S-Transferase M1 und T1 

Die Bestimmung des GST M1 Genotyps erfolgte nach der Methode von BELL et al. 

(1993) und die des GST T1 Genotyps nach der Methode von PEMBLE et al. (1994) mit 

Hilfe der PCR. 

 

3.8.2.1 PCR 
Für die multiplexe PCR, in der die GST M1 und GST T1 Genotypen gleichzeitig 

bestimmt werden konnten, wurden 200 ng der DNA pro Probe zu 47 µl PCR-Mastermix 

(siehe 2.6.) zugegeben (Endvolumen 50 µl) und in der PCR eingesetzt. Es wurden 

folgende Primer (siehe Tabelle 3-5) gleichzeitig in der PCR verwendet, die Primer für 

das GST-M1, für das GST T1-Gen und die Primer für das β-Globin-Gen, das als 

Referenzgen diente. 
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Tab. 3-5: DNA-Sequenzen der für die Genotypisierung verwendeten Primer 

Typ Nr. Primersequenz 

hGSTM1 

hGSTM1 

G5 

G6 

5‘-GAA CTC CCT GAA AAG CTA AAG C-3‘ 

5‘-GTT GGG CTC AAA TAT ACG GTG G-3‘ 

hGSTT1 

hGSTT1 

F1143 

F1143 

5‘-TTC CTT ACT GGT CCT CAC ATC TC-3‘ 

5‘-TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA-3‘ 

β-Globulin 

β-Globulin 

PC04 

GH20 

5‘-CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC-3‘ 

5‘-GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC-3‘ 

 

Die Reaktionsansätze durchliefen im Thermocycler 30 PCR-Zyklen unter folgenden 

PCR-Bedingungen: 4 min 94°C, 1 min 60°C, 1 min 72°C, Ende: 10 min 72°C.  

 

3.8.2.2. Auswertung 

Die PCR-Produkte wurden auf einem 1,5 %igen Agarose-Gel nach DNA-Längen 

elektrophoretisch aufgetrennt. Für die Analyse der DNA-Produkte wurden 10 µl des 

PCR-Gemisches mit 2 µl Gellade-Puffer (Verhältnis 1:5) gemischt und aufgetragen. Die 

Elektrophorese erfolgte bei 160 V über 30 bis 45 min in 1 x TBE-Puffer (siehe 2.6.). 

Zur UV-Detektion der DNA-Banden wurde Ethidiumbromid (7 µl) zugesetzt. Bei 

Spendern, die in keinem, oder nur in einem Allel eine Deletion im GST M1- oder GST 

T1-Gen trugen, konnten DNA-Fragmente amplifiziert werden. Das GST M1-Fragment 

besaß eine Größe von 215 bp und das vom GST T1-Fragment 480 bp. Diese Spender 

wurden als GST M1 bzw. GST T1 positiv bezeichnet. Bei Spendern mit homozygoten 

Deletionen fehlte die entsprechende DNA-Fagment-Bande. Diese Spender werden als 

GST M1 bzw. GST T1 negativ bezeichnet. 

 

3.8.3.Genotypisierung GST P1 

Die Bestimmung des GST P1 Genotyps erfolgte nach der Methode von KO et al. (2000) 

mit Hilfe der real time PCR.  

 

3.8.3.1. PCR 

Für die real-time PCR wurden 200 ng der DNA pro Probe zu 47 µl PCR-Mastermix 

(siehe 2.6.) in Kombination mit dem Light-CyclerTM DNA Master Hybridisation Probes 

Kit (Roche) zugegeben (Endvolumen 50 µl). Es wurden folgende Primer und eine mit 

Fluorescein gekoppelte DNA-Sequenz eingesetzt (Tabelle 3-6). 
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Tab. 3-6: DNA-Sequenzen der für die Genotypisierung verwendeten Primer 

Typ Nr. Primersequenz 

hGSTP1 

hGSTP1 

RT66 

RT67 

5‘-ACC CCA GGG CTC TAT GGG AA-3‘ 

5‘-TGA GGG CAC AAG CCC CT-3‘ 

Fluorescein gekoppelte 

DNA-Sequenz 

 5‘-TGC AAA TAC ATC TCC CTC ATC TAC  

ACC AAC-3‘ 

 

Die Reaktionsansätze durchliefen im Thermocycler 45 PCR-Zyklen unter folgenden 

PCR-Bedingungen: Start: 2 min 95°C,5 s 95°C, 10 s 55°C, 25 s 72°C. 

 

3.8.3.2. Auswertung 

Die beiden GST P1-Allele konnten mit Hilfe von DNA-Schmelzkurven unterschieden 

werden. Diese wurden nach dreiminütiger Denaturierung bei 95°C durchgeführt und bei 

einem Temperaturanstieg von 50°C bis 80°C (0,4°C/s) mit dem Light-CyclerTM 

aufgezeichnet. Bei einem Ile/Val-Polymorphismus am Codon 105 wurde eine höhere 

Schmelztemperatur für den Wildtyp erwartet. Die Schmelzkurven wurden mit dem 

Dokumentationssystem Gel-Pro (Matrix-Vision) ausgewertet. 

 

3.8.4. Genotypisierung der N-Acetyltransferase 2 (NAT 2) 

Die Bestimmung des NAT 2 Genotyps beruhte auf der Methode von CASCORBI et al. 

(1995). In zwei PCR-Ansätzen wurden zwei unterschiedliche DNA-Fragmente 

gewonnen, die anschließend mit Hilfe von Restriktionsenzymen verdaut und im 

Agarosegel aufgetrennt wurden. 

 

3.8.4.1. PCR 

Es wurden 200 ng der DNA pro Probe zu 47 µl PCR-Mastermix (siehe 2.6.) zugegeben 

(Endvolumen 50 µl) und in der PCR eingesetzt. Die verwendeten Primer sind in 

Tabelle 3-7 dargestellt. Mit der PCR-A wurde ein DNA-Fragment von 442 

Basenpaaren amplifiziert, welches die Mutationsstellen für die Restriktionsenzyme Msp 

1 (Mutationsstelle 191 bp), Fok 1 (Mutationsstelle 282 bp) und Dde 1 (Mutationsstelle 

341 bp) enthielt. Mit der PCR-B wurde ein zweiter Teil des NAT 2-Exons mit einer 

Länge von 559 Basenpaaren amplifiziert, welches die Mutationsstellen für Kpn 1 

(Mutationsstelle 481 bp), Taq 1 (Mutationsstelle 590 bp), Dde (Mutationsstelle 803 bp) 

und BamH 1 (Mutationsstelle 857 bp) enthielt (Abb. 3-2) 
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Abb. 3-2: Schematische Darstellung des NAT 2 Exons und der 

Restriktionsschnittstellen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

NAT2-Exon 

bp: 1         191   282  341      481    590              803  857 

Basenaustausche: G/A   C/T  T/C     C/T    G/A             A/G G/A 

342                                               900 

Kpn1  Taq1           Dde1 BamH1 

Msp1  Fok1 Dde1 

PCR A 
-69                                     373 

PCR B 

 

Tab. 3-7 : DNA-Sequenzen der für die Genotypisierung verwendeten Primer 

Typ Primersequenz 

PCR A: 

NAT 1  

NAT 3 

   

   S: 5‘-GTC ACA CGA GGA AAT CAA ATG C-3‘ 

AS: 5‘-ACC CAG CAT CGA CAA TGT AAT TCC TGC CCT CA-3‘ 

PCR B: 

NAT 5 

NAT 7 

    

   S: 5‘-ACA CAA GGG TTT ATT TTG TTC C-3‘ 

AS: 5‘-AAT TAC ATT GTC GAT GCT GGG T-3‘ 
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Die Reaktionsansätze durchliefen im Thermocycler 35 PCR-Zyklen unter folgenden 

Bedingungen:  

PCR A: Start: 3 min 94°C, 0,5 min 94°C, 1 min 60°C, 1 min 72°C, Ende: 10 min 72°C.  

PCR B: Start: 3 min 94°C, 0,5 min 94°C, 1 min 55°C, 1 min 72°C, Ende: 10 min 72°C.  

Die PCR-Produkte wurden auf einem 1,5 %igen Agarosegel kontrolliert. Dann erfolgten 

die Restriktionsverdauung der Ansätze A und B (Tabelle 3-8 und 3-9), bei denen man 

eine Reihe von Restriktions-Fragmenten erhielt (Tabelle 3-10). 

 

Tab. 3-8: Restriktionsverdauung des PCR A-Produktes 

Restriktionsenzym Msp 1 Fok 1 Dde 1 

PCR A-Produkt 5 µl 5 µl 5 µl 

Enzymmenge 0,25 µl (5U) 0,5 µl (2U) 0,25 µl (2,5U) 

10 x Enzym-Puffer 1 µl 1 µl 1 µl 

Aqua bidest 3,75 µl 3,5 µl 3,75 µl 

Inkubationszeit 2 h 

Inkubationstemperatur 37°C 

Agarosegel 3,2% 

NuSieve: Agarose 

= 3:1 

1,5% 

Agarose 

3,2% 

NuSieve 3:1 

Gellade-Puffer Ficoll bjb Ficoll 

 

Tab. 3-9: Restriktionsverdauung des PCR B-Produktes 

Restriktionsenzym Kpn 1 Taq 1 Dde 1 BamH 1 

PCR B-Produkt 5 µl 5 µl 5 µl 5 µl 

Enzymmenge 0,5 µl (5U) 0,25 µl (5U) 0,25 µl (2,5U) 0,25 µl (5U) 

10 x Enzym-Puffer 1 µl 1 µl 1 µl 1 µl 

Aqua bidest 3,4 µl 3,65 µl 3,75 µl 3,65 µl 

Inkubationszeit 2 h 6-18 h 2,5 h 2 h 

Inkubationstemperatur 37°C 65°C 37°C 37°C 

Agarosegel 1,5% 

Agarose 

3,2% 

NuSieve 3:1 

3,2% 

NuSieve 3:1 

1,5% 

Agarose 

Gellade-Puffer bjb Ficoll Ficoll bjb 
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Tab. 3-10: DNA-Fragmentlängen aus den Restriktionsschnitten 

Restriktionsschnitt 
 

Mutationsstelle 
(bp) 

Sequenz Fragmentlänge 
(bp) 

Msp 1 (PCR A) 191 Wildtyp 
Mutante 

168    181    93 
168    274  

Fok 1 (PCR A) 282 Wildtyp 
Mutante 

337   105 
442 

Dde 1 (PCR A) 341 Wildtyp 
Mutante 

163   58    221 
164    58    189    32 

Kpn 1 (PCR B) 481 Wildtyp 
Mutante 

135 424 
559 

Taq 1 (PCR B) 590 Wildtyp 
Mutante 

21    142    226    170 
21    142    396 

Dde 1 (PCR B) 803 Wildtyp 
Mutante 

345    90    124 
345    90    97    27 

BamH 1 (PCR B) 857 Wildtyp 
Mutante 

515 44 
559 

PCR A = 442 bp                                    PCR B = 559 bp 

 

 

3.8.4.2. Auswertung 

Die Restriktionsfragmente wurden nach DNA-Längen elektrophoretisch aufgetrennt. 

Für die Analyse der DNA-Produkte wurden 20 µl der verdauten Probe mit 2 µl Ficoll-

Gellade-Puffer gemischt und 15 µl in die Geltaschen geladen. Die Elektrophorese 

erfolgte für 30-60 min bei konstant 160 V bzw. bei 120 V bei 3,2% NuSieve in TBE-

Puffer (siehe 2.6.). Zur UV-Detektion der DNA-Banden wurde Ethidiumbromid (7 µl) 

zugesetzt. 

Um die Allel-Varianten, die sich aus den gefundenen DNA-Fragmenten nachweisen 

ließen (Tabelle 3-9), zu bestimmen, wurden die Ergebnisse der untersuchten Proben in 

einen Auswertebogen (siehe Anhang Abbildung 8-2) eingetragen. Mit Hilfe einer 

Auswerteschablone (siehe Anhang Abbildung 8-3), konnten die Allelkombinationen in 

den Proben ermittelt werden. Stimmte nur eine Schablonenzeile mit den Eintragungen 

in der Auswertezeile überein, handelte es sich um einen homozygoten Allelträger. 

Ließen sich zwei oder mehrere Zeilen mit der Schablone zur Deckung bringen, war der 

Allelträger heterozygot. Es waren unterschiedliche Allelkombinationen möglich. Die 

Bezeichnung der Allele und der daraus abgeleitete Phänotyp richteten sich dabei nach 

der Position des Nukleotidaustausches (siehe Anhang Tabelle 8-4). 
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4. Ergebnisse 

 
4.1. PUBEC, MDCK-, IHKE- und 5637-Zellen 
 

4.1.1. Neutralrot-Assay 
 

Mit Hilfe des Neutralrot-Assays wurde die Konzentration ermittelt, bei der OTA eine 

zytotoxische Wirkung auslöste. Zur Quantifizierung der Zytotoxizität wurden die IC30-, 

IC50-, und IC70-Werte (inhibitorische Konzentrationen, bei denen die 

Neutralrotaufnahme im Vergleich zur Lösemittel-Kontrolle noch 30 %, 50 % und 70 % 

betrugen) ermittelt. Als weiterer Parameter für die zytotoxische Wirkung wurde die 

Proliferation der Zellen anhand der Zellproteinkonzentrationen mit dem BCA-

Assay(siehe 3.4.) bestimmt. 

 

Da im nachfolgenden Genotoxizitäts-Assay neben OTA verschiedene andere 

Substanzen zugesetzt werden sollten, wurden (4.1.1.2.) auch potentielle zytotoxische 

Effekte der DNA-Reperaturenzym-Hemmer Cytosinarabinosid (araC) / Hydroxyurea 

HU) (4.1.1.3.), von Methotrexat (4.1.1.4) und von HEPES-Ringer-Puffer (4.1.1.5) im 

Neutralrot-Assay getestet. Diese Informationen wurden benötigt, da zytotoxische 

Effekte im Genotoxizitäts-Assay, eine falsch positive Aussage vermitteln oder die 

genotoxischen Effekte von OTA verstärken oder überdecken. 

 

4.1.1.1. OTA Dosis-Wirkungskurve in verschiedenen Zellsystemen nach 24 h 

Inkubation 

In PUBEC traten erste zytotoxische Effekte durch OTA bereits im niedrigen 

nanomolaren Bereich auf, während sich in den Zelllinien zytotoxische Effekte erst bei 

einer 10 bis 100-fach höheren OTA-Konzentration zeigten (Tabelle 4-1).  Die IC-Werte 

innerhalb der verwendeten Zelllinen lagen etwa im gleichen Bereich und waren 

maximal um einen Faktor 5 von einander verschieden (Abbildung 4-1).  

Es ließ sich folgenden Reihenfolge für die Empfindlichkeit gegenüber OTA aufstellen: 

PUBEC >> 5637 > IHKE > MDCK. Der Zusatz von S9-Mix wirkte sich unterschiedlich 

auf die Zytotoxizität von OTA aus. In PUBEC wurde die Zytotoxizität nicht erhöht, in 

5637-Zellen nur bei hohen OTA-Konzentrationen, in MDCK-Zellen bereits bei 

niedrigen OTA- Konzentrationen und in IHKE-Zellen wurde die Zytotoxizität 
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verringert (Abbildung 4-2), so dass sich folgende Reihenfolge ergab: PUBEC >> 5637 

> MDCK > IHKE. 

In keinem Zellkulturmodell führte OTA zu einer vollständigen Reduktion der 

Neutralrotaufnahme oder der Proteingehalte. 
  

Tabelle 4-1: IC-Werte für Neutralrot-Aufnahme und Proteingehalt 
 

Zelltyp S9-Mix zytotox. ab 
(µM) 

IC30 
(µM) 

IC50 
(µM) 

IC70 
(µM) 

   NR Prot. NR Prot. NR Prot. 
PUBEC - 0,001  0,004 0,006 0,2 0,7 0,5 1 

 +  0,001  0,004 0,006 0,2 0,8 0,5 2,5 
MDCK - 1  13 31 50 58 200 85 

 +  1  4 10 20 30 60 50 
IHKE - 0,1 4 32 18 53 120 75 

 +  0,1 5 27 30 48 210 70 
5637 - 0,1 2 18 10 37 70 60 

 +  0,1 2 19 10 42 25 65 
 

Abb. 4-1: IC-Werte für die Neuralrot-Aufnahme ohne S9-Mix (24 Inkubation) 
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Abb. 4-2: IC-Werte für die Neuralrot-Aufnahme mit S9-Mix (24 Inkubation)  
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Wurden die IC-Werte anhand der Proteingehalte bestimmt, lagen diese in einem 

vergleichbaren Konzentrationsbereich wie die IC-Werte für die Neutralrot-Aufnahme 

(Tabelle 4-1). Die Kurven der Zelllinien fallen jedoch steiler ab als bei der Neutralrot-

Aufnahme (Abbildung 4-3 und 4-4), so dass der OTA-Effekt auf die Zell-Proliferation 

stärker ist, als auf  die Neutralrot-Aufnahme. 

 

Abb. 4-3: IC-Werte für die Proteingehalte ohne S9-Mix (24 Inkubation) 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000
OTA Konzentration in µM

IC

PUBEC MDCK IHKE 5637

 
 
Abb. 4-4: IC-Werte für die Proteingehalte mit S9-Mix (24 Inkubation) 
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4.1.1.2. OTA Dosis-Wirkungskurve in verschiedenen Zellsystemen nach 3 h 

Inkubation 

 

Wurden die Inkubationen über einen kürzeren Zeitraum von 3 Stunden durchgeführt, 

konnte in keinem der verwendeten Zelltypen ein zytotoxischer Effekt beobachtet 

werden. Sowohl die Neutralrot-Werte, als auch die Proteinkonzentrationen lagen jeweils 

im Bereich um 100 % (bezogen auf die Lösemittel-Kontrolle). (Abbildung 4-3, 

beispielhaft für PUBECs gezeigt) 

 

Abb. 4-3: Neutralrotaufnahme (a) und Proteinkonzentration (b) von PUBEC nach 3-
stündiger OTA-Inkubation mit und ohne Zusatz von S9-Mix; n = 3. 
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4.1.1.3. Zytotoxizität von Cytosinarabinosid/Hydroxyurea (araC/HU) 

Als Vorversuch für den nachfolgenden Genotoxizitätsassay (Comet-Assay) bei dem die 

Substanzen D-Arabinofuranosyl-cytosin und Hydroxyurea (araC/HU) als DNA-

Reparatur-Hemmstoffe eingesetzt werden sollten, wurden diese Substanzen auf ihre 

zytotoxische Wirkung im NR-Assay untersucht. Die Inkubationsdauer im Comet Assay 

beträgt bis zu 6 h, daher wurden die verschiedenen Zelltypen bis zu 6 h mit 1,8 mM 

araC und 10 mM HU (für den Comet Assay relevante Konzentrationen) inkubiert. 
 

Eine Inkubation mit araC/HU bis zu 360 min führte zu keiner signifikanten Reduktion 

der Neutralrotaufnahme und der Proteingehalte in PUBECs (Abbildung 4-4) und 

MDCK-Zellen (Abbildung 4-5). 
 

Abb. 4-4: Neutralrotaufnahme und Proteinkonzentration von PUBEC nach araC/HU-  

Inkubation; n = 3. 
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Abb. 4-5: Neutralrotaufnahme und Proteinkonzentration von MDCK-Zellen nach 

araC/HU- Inkubation; n = 3. 
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In IHKE-Zellen konnten sinkende Werte für die Neutralrotaufnahme und für die 

Proteingehalte nach 3-stündiger Inkubation mit araC/HU beobachtet werden. Die 

Neutralrotwerte sanken auf 80 %, die Proteinwerte auf 70 % ab (Abbildung 4-6). 

 

Abb. 4-6: Neutralrotaufnahme und Proteinkonzentration von IHKE-Zellen nach 

araC/HU- Inkubation; n = 3. 
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In 5637-Zellen ging die Neutralrotaufnahme nach 6h araC/HU-Inkubation auf 85 % 

zurück. Die Proteinwerte gingen auf 80 % zurück (Abbildung 4-7). 
 

Abb. 4-7: Neutralrotaufnahme und Proteinkonzentration von 5637-Zellen nach 

araC/HU- Inkubation; n = 3. 
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4.1.1.4. Zytotoxizität von Methotrexat 

Da im nachfolgenden Comet Assay die Aufnahme von OTA in die Zellen durch Zugabe 

vom Methotrexat (MT) inhibiert werden sollte, wurde die Zytotoxizität vom MT im 

NR-Assay untersucht (Abbildung 4-8 bis 4-11).  

 

In PUBEC führte eine MT-Konzentration bis zu 1 mM zu keiner Reduktion des 

Neutralrotwertes. Eine leichte Abnahme des Proteinwertes war ab einer MT-

Konzentration von 100 µM zu beobachten (Abbildung 4-8). 
 

Abb. 4-8: Neutralrotaufnahme und Proteingehalte in PUBEC nach 3-stündiger MT-
Inkubation; n = 3. 
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In MDCK-Zellen führte die Zugabe von MT (Abbildung 4-9) zu keiner signifikanten 

Reduktion der Neutralrotaufnahme und Proteingehalte.  
 

Abb. 4-9: Neutralrotaufnahme und Proteingehalte in MDCK-Zellen nach 3-stündiger 
MT-Inkubation; n = 3. 
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In IHKE-Zellen führte die Zugabe von 1 mM MT zu einer Reduktion der 

Neutralrotaufnahme auf 90 %. Für die Proteingehalte wurde kein signifikanter Abfall 

beobachtet (Abbildung 4-10). 

 

Abb. 4-10: Neutralrotaufnahme und Proteingehalt in IHKE-Zellen nach 3-stündiger 

MT-Inkubation; n = 3. 
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In 5637-Zellen konnte ebenfalls kein signifikanter Abfall von Neutralrotaufnahme oder 

Proteingehalt bis zu einer MT-Konzentration von 1 mM beobachtet werden (Abbildung 

4-11).  

 

Abb. 4-11: Neutralrotaufnahme und Proteingehalt von 5637-Zellen nach 3-stündiger 

MT-Inkubation; n = 3. 
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4.1.1.5. Neutralrotaufnahme unter physiologischen und sauren pH-Bedingungen 

Da in den nachfolgenden Genotoxizitäts-Assays verschiedene pH-Bedingungen 

angewendet werden sollten, wurden die Auswirkungen dieser pH-Wert-Änderungen 

ebenfalls im NR-Assay getestet. Dazu wurde HEPES-Ringer-Puffer (HR) mit saurem 

(pH 5) und neutralem pH-Wert (pH 7,5) verwendet. 

 

PUBEC zeigten unter neutralen pH-Bedingungen keine, unter sauren Bedingungen eine 

leichte Abnahme der Neutralrotaufnahme (Abbildung 4-12), während die Proteinwerte 

bei beiden Versuchsbedingungen weitgehend konstant blieben (Abbildung 4-13). 
 

Abb. 4-12: PUBECs: Neutralrotaufnahme nach Inkubation in saurem (pH 5) und 

neutralem (pH 7,5) HEPES-Ringer-Puffer; n = 3. 
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Abb. 4-13: PUBECs:  Proteingehalte nach Inkubation in saurem (pH 5) und neutralem 

(pH 7,5) HEPES-Ringer-Puffer; n = 3. 
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In MDCK-Zellen war unter beiden pH-Bedingungen keine Abnahme der 

Neutralrotwerte zu beobachten (Abbildung 4-14). Die Proteinwerte sanken hingegen 

bei beiden Versuchsbedingungen auf 80 % (Abbildung 4-15). 

 

Abb. 4-14: MDCK-Zellen: Neutralrotaufnahme nach Inkubation in saurem (pH 5) und 

neutralem (pH 7,5) HEPES-Ringer-Puffer; n = 3. 
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Abb. 4-15: MDCK-Zellen: Proteingehalte nach Inkubation in saurem (pH 5) und 

neutralem (pH 7,5) HEPES-Ringer-Puffer; n = 3. 
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In den IHKE-Zellen zeigte sich unter sauren pH-Bedingungen bereits nach 15 min eine 

Abnahme der Neutralrotaufnahme auf 80 %. Nach 180 min betrug die 

Neutralrotaufnahme nur noch 60 %. Bei neutralem pH-Wert war keine Abnahme der 

Neutralrotaufnahme zu beobachten (Abbildung 4-16).  Die Proteinwerte blieben bei 

neutralen pH-Bedingungen konstant bei 100 % und nahmen unter sauren pH-

Bedingungen im gleichen Maß wie die Neutralrotaufnahme ab (Abbildung 4-17). 

 

Abb. 4-16: IHKE-Zellen: Neutralrotaufnahme nach Inkubation in saurem (pH 5) und 

neutralem (pH 7,5) HEPES-Ringer-Puffer; n = 3. 
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Abb. 4-17: IHKE-Zelle: Proteingehalte nach Inkubation in saurem (pH 5) und 

neutralem (pH 7,5) HEPES-Ringer-Puffer; n = 3. 
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In 5637-Zellen war nur eine leichte Abnahme der Neutralrotaufnahme und 

Proteingehalte unter beiden pH-Bedingungen zu beobachten (Abbildung 4-18 und 4-

19). Die Werte sanken um etwa 5-10 % ab. 

 

Abb. 4-18: 5637-Zellen: Neutralrotaufnahme nach Inkubation in saurem (pH 5) und 

neutralem (pH 7,5) HEPES-Ringer-Puffer; n = 3. 
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Abb. 4-19: 5637-Zellen: Proteingehalte nach Inkubation in saurem (pH 5) und 

neutralem (pH 7,5) HEPES-Ringer-Puffer; n = 3. 
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4.1.2. Comet-Assay 

 
Für die Prüfung der genotoxischen Wirkung von OTA wurde die Methode der 

alkalischen Einzelzell-Gelelektrophorese (Comet Assay) eingesetzt. Als Parameter für 

das Ausmaß der DNA-Schäden wurde die Tail Länge bestimmt. Dazu wurden 

mindestens 100 Zellkerne pro Konzentration aus zwei unabhängigen Versuchen 

ausgewertet. 

 

4.1.2.1. OTA Dosis-Wirkungs-Beziehung 

In den folgenden Abbildungen sind die Dosis-Wirkungs-Kurven für die verschiedenen 

Zelltypen dargestellt. Es ist der Median der Tail Länge gegen die OTA-Konzentration 

aufgetragen. Zusätzlich sind noch die 1. und 3. Quartile als Balken dargestellt. Die 

OTA-Konzentrationen, bei denen ein signifikanter Anstieg der Tail Längen zu 

beobachten waren, sowie die Minima und Maxima der Mediane sind in Tabelle 4-2 

zusammengefasst. 

 

In PUBEC war keine Induktion von DNA-Schäden in Abhängigkeit von der OTA-

Konzentration zu beobachten (Abbildung 4-20). Nur bei einer OTA-Konzentration von 

100 µM OTA waren die Tail Längen signifikant erhöht und etwa doppelt so hoch wie in 

der Kontrolle. Die Zugabe von S9-Mix führte ebenfalls erst bei einer OTA-

Konzentration von 100 µM zu einem signifikanten Anstieg der Tail Länge.  

 

Abb. 4-20: Tail Längen in PUBEC nach 3 Stunden  OTA-Inkubation. 
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In MDCK-Zellen kam es zu einer konzentrationsabhängigen Induktion von DNA-

Schäden durch OTA (Abbildung 4-21). Eine signifikante Erhöhung des Medians der 

Tail Längen trat ab einer OTA-Konzentration von 100 nM OTA auf. Der maximale 

Median-Wert wurde bei 100 µM OTA erreicht und war im Vergleich zur Kontrolle um 

etwa das 2.5-fache erhöht. Nach Zugabe von S9-Mix zum Kulturmedium waren die 

Mediane ab einer OTA-Konzentrationen von 1 µM signifikant gegenüber denen ohne 

S9-Mix Zugabe gestiegen.  

 

Abb. 4-21: Tail Längen in MDCK-Zellen nach 3 Stunden  OTA- Inkubation. 
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Eine konzentrationsabhängige Induktion von DNA-Schäden durch OTA war ebenfalls 

in IHKE-Zellen zu verzeichnen (Abbildung 4-22). Ab einer OTA-Konzentration von 1 

µM kam es zu einem signifikanten Anstieg der Tail Länge. Der Median der Tail Länge 

stieg bis zu einer OTA-Konzentration von 100 µM um das Doppelte an. Die Zugabe 

von S9-Mix führte zu einer Abnahme der Tail Längen. Eine signifikante Erhöhung des 

Medians der Tail Längen war erst bei einer OTA-Konzentration von 10 µM zu 

erkennen. Die Dosis-Wirkungskurve war in Anwesenheit von S9-Mix parallel zu 

kleineren Tail Längen hin verschoben. 

 

Abb. 4-22: Tail Längen in IHKE-Zellen nach 3 Stunden  OTA- Inkubation. 
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Die Dosis-Wirkungskurven in 5637-Zellen (Abbildung 4-23) mit und ohne S9-Mix 

verliefen fast deckungsgleich. Ein signifikanter Anstieg der Tail Länge war ab einer 

OTA-Konzentration von 1 µM zu verzeichnen. Die Mediane der Tail Länge hatten sich 

bei einer Konzentration von 100 µM etwa verdoppelt. 

 

Abb. 4-23: Tail Längen in 5637-Zellen nach 3 Stunden  OTA- Inkubation. 
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CK-Zellen traten bei der geringsten OTA-Konzentration eine Induktion von 

Schäden auf. In IHKE- und 5637-Zellen war ein signifikanter Anstieg des 

ns der Tail Länge bei einer 10-fach höheren Konzentration, bei PUBEC erst bei 

1000-fach höheren OTA-Konzentration im Vergleich zu den MDCK-Zellen 

t. Die Zugabe von S9-Mix zum Inkubationsmedium führte in keinem der 

ndeten Zelltypen zu einer früheren Induktion von DNA-Schäden. In IHKE-Zellen 

te durch den Zusatz von S9-Mix ein Anstieg der Tail Längen erst bei einer 10-

öheren OTA-Konzentration im Vergleich zum Versuch ohne S9-Mix-Zugabe.  

inima der Tail Längen, welche die ungeschädigten Zellkerne der Kontrollen 

llten, liegen für alle verwendeten Zelltypen etwa im gleichen Bereich (Tabelle 4-

e Maxima der Mediane lagen bei PUBEC, IHKE- und 5637-Zellen etwa doppelt 

ch wie in der Kontrolle, in MDCK-Zellen etwa dreimal höher. Die OTA-

ntrationen, bei denen der Median der Tail Länge sein Maximum erreichte, lag bei 

verwendeten Zelllinien bei 100 µM. In PUBEC und MDCK-Zellen wurden die 
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Tail Längen durch die Zugabe von S9-Mix bei hohen OTA-Konzentrationen leicht 

erhöht, bei IHKE- und 5637-Zellen leicht gesenkt. 

 

Tab. 4-2: Maxima und Minima der Mediane der Tail Längen bei den verschiedenen 

Zelltypen, sowie die OTA-Konzentration, bei der ein signifikanter Anstieg der Tail 

Länge zu beobachten war. 

Zelltyp  + S9-Mix 

 Median der Tail Länge Median der Tail Länge 

 Minimum Maximum 

OTA-

Konz. Minimum  Maximum 

OTA-

Konz. 

PUBEC 19 µm 36 µm 100 µM ** 21 µm 38 µm 100 µM ** 

MDCK 21 µm 49 µm 0,1 µM ** 22 µm 51 µm 0,1 µM ** 

IHKE 25 µm 52 µm 1 µM * 25 µm 47 µm 1 µM * 

5637 21 µm 40 µm 1 µM ** 22 µm 38 µm 1 µM ** 

Signifikanz: * 0,001 < p < 0,0125, ** p < 0,001 (Mann-Whitney-U-Test) 
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Unter den Punkten 4.1.2.2., 4.1.2.3. und 4.1.2.4. sind die ermittelten Daten in Form von 

Box-Plots dargestellt (Abbildung 4-24). Die „Box“ umfasst den Median als das 

Zentrum der Daten, sowie die 1. und 3. Quartile. Durch die Box werden die mittleren 50 

% der Daten repräsentiert. Von der Box ausgehend wird das Minimum (5. Perzentile) 

und das Maximum (95. Perzentile) der Daten markiert. 

 

Abb. 4-24: Box-Plot 
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4.1.2.2. Zeitlicher Verlauf der durch OTA induzierten DNA-Schäden 

 

Alle Zelltypen wurden mit 100 µM OTA bis zu 360 min inkubiert. In einem zweiten 

Versuch wurden zusätzlich 1,8 mM Cytosiarabinosid (araC) und 10 mM Hydroxyurea 

(HU) zur Hemmung der DNA-Reparatursynthese zum Inkubationsmedium 

hinzugegeben. 

Die Zeiten, bei denen ein signifikanter Anstieg der Tail Länge erfolgte sind in Tabelle 

4-3 zusammengefasst. 
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In PUBEC war ein signifikanter Anstieg der Tail Länge nach 120 min zu beobachten. 

Nach 180 min wurde das Maximum erreicht, danach fielen die Werte wieder bis auf das 

Niveau der Kontrolle ab (Abbildung 4-25). Nach Zugabe von araC/HU war ein 

signifikanter Anstieg der Tail Länge nach 60 min zu erkennen (Abbildung 4-26). Die 

Tail Längen stiegen stärker an und fielen mit der Zeit auch nicht wieder ab. 

 

Abb. 4-25: Tail Längen in PUBEC nach Inkubation mit 100 µM OTA 
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Abb. 4-26: Tail Längen in PUBEC nach Inkubation mit 100 µM OTA in Anwesenheit 

von araC/HU 
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In MDCK-Zellen war ein signifikanter Anstieg der Tail Länge nach 30 min zu 

erkennen (Abbildung 4-27). Die Tail Längen stiegen mit der Zeit weiter an und 

erreichten ihr Maximum nach 240 min. Nach 360 min fielen die Werte auf das Niveau 

bei 30 min ab. Durch die Zugabe von araC/HU (Abbildung 4-28) stiegen die Tail 

Längen bereits in der Kontrolle signifikant gegenüber der Kontrolle ohne araC/HU-

Zusatz an. Die Tail Längen stiegen bis 360 min stetig an, wobei die Werte der Mediane 

über den Werten lagen, die ohne araC/HU Zugabe gemessen wurden. 
 

Abb. 4-27: Tail Längen in MDCK-Zellen nach Inkubation mit 100 µM OTA 
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Abb. 4-28: Tail Längen in MDCK-Zellen nach Inkubation mit 100 µM OTA in 

Anwesenheit von araC/HU 
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In IHKE-Zellen begann der signifikante Anstieg des Medians der Tail Länge nach 60 

min (Abbildung 4-29). Die Tail Längen wurden mit der Zeit stetig größer. Die Werte 

fielen nicht wieder ab und ein Maximum wurde erst nach 360 min erreicht. Nach 

Zugabe von araC/HU (Abbildung 4-30) wies bereits die Kontrolle erhöhte Tail Längen 

auf. Ein signifikanter Anstieg der Tail Längen gegenüber der Kontrolle fand nach 60 

min statt. Die Tail Längen stiegen stark an und erreichten ihr Maximum nach 240 min. 

Im Gegensatz zu PUBEC und MDCK-Zellen verringerten sich die Tail Längen nach 

240 min wieder.  
 

Abb. 4-29: Tail Längen in IHKE-Zellen nach Inkubation mit 100 µM OTA 
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Abb. 4-30: Tail Längen in IHKE-Zellen nach Inkubation mit 100 µM OTA in 

Anwesenheit von araC/HU 
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In den 5637-Zellen begann ein signifikanter Anstieg der Tail Längen nach 30 min. Ein 

Anstieg war bis 180 min zu beobachten, danach stagnierten die Werte (Abbildung 4-

31). Die Zugabe von araC/HU führte nach 30 min ebenfalls zu einem signifikanten 

Anstieg der Tail Längen (Abbildung 4-32). Dabei waren die Tail Längen bis 240 min 

beider Versuche vergleichbar. Unter araC/HU-Zugabe stagnierten die Werte im 

weiteren Zeitverlauf jedoch nicht, sondern die Tail Längen stiegen weiter an. 

 

Abb. 4-31: Tail Längen in 5637-Zellen nach Inkubation mit 100 µM OTA 
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Abb. 4-32: Tail Längen in 5637-Zellen nach Inkubation mit 100 µM OTA in 

Anwesenheit von araC/HU 
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Der Einsatz von araC/HU veränderte nur in PUBEC den Zeitpunkt des Tail Längen 

Anstieges gegenüber der Kontrolle von 120 auf 60 min. In MDCK- und IHKE-Zellen 

waren durch die Zugabe von araC/HU bereits die Tail Längen in den Kontrollen 

gegenüber der Kontrolle ohne araC/Hu-Zugabe erhöht. Der Zeitpunkt des Median-

Maximums wurde, außer in den IHKE-Zellen, zu höheren Inkubationszeiten 

verschoben. In den IHKE-Zellen lag das Maximum am Versuchsende und wurde durch 

die Zugabe von araC/HU zu einen früheren Zeitpunkt hin verschoben. Das Maximum 

der Tail Länge verdreifachte sich in PUBEC durch den Einsatz von araC/HU, in 

MDCK-, IHKE- und 5637-Zellen wurde das Maximum der Tail Länge etwa 

verdoppelte. 

 

Tab 4-3: Maxima der Mediane der Tail Längen bei den verschiedenen Zelltypen, sowie 

der Zeitpunkt, bei dem ein signifikanter Anstieg der Tail Länge zu beobachten war. 

Zelltyp Tail Länge Zeit. Tail Länge Zeit. 

  mit araC/HU 

PUBEC 32 µm 120 min ** 87 µm 60 min ** 

MDCK 46 µm 30 min ** 80 µm 30 min ** 

IHKE 65 µm 60 min ** 116 µm 60 min ** 

5637 40 µm 30 min ** 72 µm 30 min ** 

Signifikanz: * 0,001 < p < 0,0125, ** p < 0,001 (Mann-Whitney-U-Test) 

 

 

4.1.2.3. Co-Inkubation mit Methotrexat 

Um den Einfluss einer Hemmung der OTA-Aufnahme in die Zellen zu testen wurde 

dem Inkubationsmedium Methotrexat (MT) zugesetzt. PUBEC, MDCK-, und 5637-

Zellen wurden für 3 h mit 100 µM OTA, 1,8 mM araC und 10 mM HU, IHKE-Zellen 

ohne araC/HU inkubiert. Zusätzlich wurde MT von 100 nM bis 100 µM zum 

Inkubationsmedium gegeben. Als Kontrollen dienten 3-stündige Inkubationen mit 100 

µM OTA und araC/HU, eine Mediumkontrolle mit araC/HU und eine Mediumkontrolle 

mit araC/HU und 100 µM MT. Für IHKE-Zellen wurden diese Ansätze ohne araC/HU 

durchgeführt. 
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In PUBEC wurde der Median der Tail Längen, im Vergleich zur OTA-Kontrolle, bei 

einer Co-Inkubation von 10 µM MT um etwa die Hälfte reduziert (Abbildung 4-33). 

Die Inkubation mit 100 µM MT bewirkte einen Anstieg der Tail Längen, sowohl mit 

als auch ohne OTA. In dieser Konzentration wirkte MT selbst genotoxisch. 
 

Abb. 4-33: Tail Längen in PUBEC nach 3 h Inkubation mit 100 µM OTA, araC/HU 

und Methotrexat. 
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In IHKE-Zellen, die ohne araC/HU inkubiert wurden, da dies zytotoxisch wirkte, zeigte 

sich eine vollständige Reduktion des Medians der Tail Längen bei einer Co-Inkubation 

mit 10 µM MT. Die alleinige Zugabe von MT zum Kontrollmedium führte zu keiner 

Erhöhung der Tail Länge. (Abbildung 4-35) 
  
Abb. 4-35: Tail Längen in IHKE-Zellen nach 3 h Inkubation mit 100 µM OTA, 

araC/HU und Methotrexat. 
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Eine Co-Inkubation mit MT führte in 5637-Zellen bei allen Konzentrationen zu einer 

Reduktion der Tail Längen (Abbildung 4-36). Die größte Verringerung des Medians 

der Tail Länge, um etwa die Hälfte, erfolgte bei einer MT-Konzentration von 10 µM. 

Eine Co-Inkubation mit 100 µM MT wiederum hatte eine Erhöhung der Tail Länge zur 

Folge. Ebenso stieg die Tail Länge der Mediumkontrolle mit MT gegenüber der 

Mediumkontrolle ohne MT signifikant an. 
 

Abb. 4-36: 5637-Zellen 3 Stunden mit 100 µM OTA und MT inkubiert. 
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4.1.2.4. DNA-Reparatur/Erholung 

Um das Potential zur Reparatur von DNA-Schäden in den verschiedene Zelltypen zu 

testen, wurden alle Zellen für 4 h mit 100 µM OTA und araC/HU inkubiert und 

anschließend für 1 h bis 3 h in schadstofffreiem Medium kultiviert. IHKE-Zellen 

wurden nach nur 2-stündiger OTA-Inkubation mit schadstofffreiem Medium 

weiterkultiviert, da nach einer 4-stündige OTA-Inkubation alle Zellen abgestorben 

waren. 

 

In PUBEC nahm der Median der Tail Länge mit zunehmender Kulturdauer in 

schadstofffreiem Medium ab. Nach 3 h waren keine DNA-Schäden mehr zu 

beobachten. Der Median der Tail Länge erreichte das Niveau der Medienkontrolle 

(Abbildung 4-37). 

 

Abb. 4-37: Regeneration von PUBEC nach 4-stündiger Inkubation mit 100 µM OTA 

und araC/HU. 
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In MDCK-Zellen fiel der Median der Tail Länge nach 2 Stunden Kultivierung in 

schadstofffreiem Medium fast auf das Niveau der Mediumkontrolle (Abbildung 4-38). 

Nach 3 h lag der Median unter dem der Mediumkontrolle. 
 

Abb. 4-38: MDCK-Zellen wurden 4 h mit 100 µM OTA und araC/HU und 

anschließend für 1 bis 3 Stunden mit schadstofffreiem Medium inkubiert. 
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In IHKE-Zellen sanken die Werte der Tail Längen nach einer 4-stündiger OTA-

Inkubation nur geringfügig ab und waren auch nach 3 h Kultivierung in 

schadstofffreiem Medium nicht signifikant gesunken (Abbildung 4-39).  
 

Abb. 4-39: IHKE-Zellen wurden 4 Stunden mit 100 µM OTA und araC/HU und 

anschließend für 1 bis 3 Stunden mit schadstofffreiem Medium inkubiert. 
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Nach einer 2-stündiger Inkubation mit 100 µM OTA und araC/HU sanken die Werte der 

Tail Längen nach einer Kultivierung von 2 h in schadstofffreiem Medium auf das 

Niveau der Medienkontrolle zurück (Abbildung 4-40). 
 

Abb. 4-40: IHKE-Zellen wurden 2 Stunden mit 100 µM OTA und araC/HU und 

anschließend für 1 bis 3 Stunden mit schadstofffreiem Medium inkubiert. 
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Abb. 4-41: 
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len sanken die Mediane der Tail Längen nach Inkubation in 

em Medium (Abbildung 4-41). Nach 3 h waren die Tail Längen jedoch 

Niveau der Kontrolle gesunken.  

5637-Zellen wurden 4 Stunden mit 100 µM OTA und araC/HU und 

für 1 bis 3 Stunden mit schadstofffreiem Medium inkubiert. 
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4.1.2.5. Inkubation mit OTA unter physiologischen und sauren pH-Bedingungen 

in HEPES-Ringer-Puffer 

Um den Einfluss verschiedener pH-Bedingungen zu testen wurde der Comet Assay  

unter neutralen (pH 7,5) und unter sauren pH-Bedingungen (pH 5) durchgeführt 

(Abbildung 4-42 bis 4-45). Dazu wurden die Zellen für 1 h und 3 h inkubiert. Im 

Inkubationsmedium HEPES-Ringer-Puffer (HR) wurden die Zellen unter beiden pH-

Bedingungen jeweils mit und ohne 100 µM OTA inkubiert.  
 

Die Inkubation mit HR ohne OTA-Zusatz unter neutralen Bedingungen führte in 

PUBEC (Abbildung 4-42) zu keiner Erhöhung der Tail Längen. Nach Zugabe von 100 

µM OTA konnte ein signifikanter Anstieg der Tail Längen nach 3 h beobachtet werden. 

Wurden PUBEC im saurem HR inkubiert, kam es auch ohne OTA-Zugabe zu einer 

signifikanten Erhöhung der Tail Längen nach 3 h. Bei der Inkubation in saurem HR mit 

100 µM OTA war ein signifikanter Anstieg der Tail Längen bereits nach 1 h zu 

beobachten. Nach 3 h Inkubation war das Ausmaß der DNA-Schäden weiter 

angewachsen und stieg etwa auf das 2,5-fache der HR-Kontrolle. 
 

Abb. 4-42: Inkubation von PUBEC mit OTA in Hepes-Ringer-Puffer. 
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In MDCK-Zellen wurden unter den unterschiedlichen pH-Bedingungen ohne OTA-

Zusatz keine DNA-Schäden induziert. Erste DNA-Schäden traten in saurem pH nach 1 

h Inkubation mit OTA auf. Der Median der Tail Läng stieg auf etwa das 2,5-fache an. 

Nach 3-stündiger Inkubation mit OTA wurden DNA-Schäden unter beiden pH-

Bedingungen induziert. Der Median der Tail Länge stieg bei neutralem pH auf etwa das 

1,5-fache, unter saurem pH auf etwa das 3-fache. 

 

Abb. 4-43: Inkubation von MDCK-Zellen mit OTA in Hepes-Ringer-Puffer. 
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In IHKE-Zellen war nach einer Inkubationszeit von 1 h mit OTA weder unter neutralen 

noch unter sauren pH-Bedingungen eine Induktion von DNA-Schäden zu verzeichnen. 

Nach 3-stündiger Inkubation wurden nur in IHKE-Zellen, die mit neutralem HR ohne 

OTA inkubiert wurden, keine DNA-Schäden induziert. Nach einer 3-stündigen 

Inkubation in neutralem HR und OTA verdoppelte sich der Median der Tail Länge. 

Unter sauren Bedingungen wurden DNA-Schäden größeren Ausmaßes sowohl bei der 

Inkubation mit und ohne OTA induziert. In saurem HR ohne OTA stieg der Median der 

Tail Länge etwa auf das 4,5-fache. Bei der zusätzlichen Inkubation mit OTA war der 

Median der Tail Länge nach 3 h auf das 6,5-fache gestiegen.  

 

Abb. 4-44: Inkubation von IHKE-Zellen mit OTA in Hepes-Ringer-Puffer. 
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In 5637-Zellen war unter neutralen pH-Bedingungen nach 1 h ein Anstieg des Medians 

der Tail Länge bei der Inkubation mit OTA um das 1,5-fache zu erkennen. Unter 

neutralen Bedingungen ohne OTA konnten keine DNA-Schäden beobachtet werden. 

Nach 3 h unter sauren pH-Bedingungen trat ein signifikanter Anstieg der Tail Länge 

ein. Nach Zugabe von OTA stiegen die DNA-Schäden weiter an. Der Median der Tail 

Länge verdoppelte sich. Unter sauren pH-Bedingungen ohne OTA wurden DNA-

Schäden bereits nach 1 h verursacht. Der Median der Tail Länge stieg um das 1,5-fache. 

Unter saurem Bedingungen mit OTA stieg der Median der Tail Länge nach 1 h bereits 

auf das 2,5-fache. Nach 3 h Inkubation verdoppelte sich der Median der Tail Länge. Bei 

der Inkubation mit OTA war ein deutlicher Anstieg der Tail Längen zu erkennen. Der 

Median der Tail Länge stieg auf das  4-fache. 

 

Abb. 4-45: Inkubation von 5637-Zellen mit OTA in Hepes-Ringer-Puffer. 
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4.1.3. Aufnahme von [3H]-OTA 
 

Mit Hilfe von radioaktiv markiertem OTA wurde untersucht, wie schnell und in 

welchem Ausmaß [3H]-OTA von den verschiedenen Zelltypen aufgenommen werden 

kann. Die Inkubation erfolgte dabei in HR bei saurem und neutralem pH. Ein pH-Wert 

von 7,5 repräsentierte die Bedingungen in der Zellkultur, der pH-Wert von 5 die sauren 

Bedingungen im Nierentubulus.  

 

Unter neutralen pH-Bedingungen stieg der [3H]-OTA-Gehalt über einen Zeitraum von 

180 min in allen Zellentypen an. Die intrazelluläre Radioaktivität stieg in PUBEC und  

5637-Zellen auf etwa 2,5 pmol OTA /mg Zellprotein an (Abbildung 4-46), während die 

Aufnahme in MDCK- und IHKE-Zellen unter neutralen pH-Bedingungen geringer war 

(MDCK-Zellen 0,75 pmol OTA / mg Zellprotein, IHKE-Zellen 1 pmol OTA /mg 

Zellprotein) (Abbildung 4-47). 

Die Aufnahme von OTA erfolgte bei allen Zelltypen zum größten Teil in den ersten 60 

min (Tabelle 4-4).  

 

Unter sauren pH-Bedingungen wurde von PUBEC, MDCK- und IHKE-Zellen mehr 

OTA aufgenommen als unter neutralen pH-Bedingungen. 5637-Zellen nahmen unter 

beiden pH-Bedingungen etwa gleich viel OTA auf. In PUBEC war der Anstieg mit bis 

zu 10,13 pmol OTA /mg Zellprotein nach 180 min fast doppelt so hoch wie in MCDK-

Zellen mit etwa 5,25 pmol OTA /mg Zellprotein. Dabei wurde in PUBEC 2/3 der 

Radioaktivität und in MDCK-Zellen 95 % der Radioaktivität in den ersten 60 min 

aufgenommen. In IHKE-Zellen war bis 15 min ein Anstieg der Radioaktivität 

vergleichbar mit dem in PUBEC und MDCK-Zellen zu beobachten. Die Menge des 

aufgenommenen OTA stieg bis auf etwa 3,75 pmol OTA /mg Zellprotein an. und sank 

danach auf 2,28 pmol OTA /mg Zellprotein (Abbildung 4-47). In 5637-Zellen war nach 

15 min kein Anstieg der Radioaktivität mehr zu beobachten.  
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Tab. 4-4:Ergebnisse der [3H]-OTA Aufnahme bei sauren und physiologischen pH-

Bedingungen. 

 

OTA [pmol]  / mg Zellprotein  Zelltyp  

pH-Wert 30 sec 15 min 60 min 180 min 

5 2,54 ± 0,51 3,98 ± 1,5 7,91 ± 1,62 10,13 ± 1,68 PUBEC 

7,5 0,61 ± 0,05 1,91 ± 0,54 2,51 ± 0,25 2,5 ± 0,15 

5 0,74 ± 0,11 3,88 ± 0,93 5,08 ± 1,12 5,25 ± 1,55  MDCK 

7,5 0,28 ± 0,05 0,47 ± 0,04 0,52 ± 0,05 0,75 ± 0,03 

5 0,75 ± 0,15 3,75 ± 1,08 2,5 ± 1,58 2,28 ± 1,13 IHKE 

7,5 0,3 ± 0,08 0,32 ± 0,08 0,79 ± 0,3 1,0 ± 0,36 

5 0,99 ± 0,3 2,56 ± 0,93 1,63 ± 0,31 2,51 ± 0,85 5637 

7,5 0,96 ± 0,3 3,0 ± 1,46 2,25 ± 0,68 2,49 ± 0,81 

 

Abb. 4-46: Anstieg der Radioaktiviät in  PUBEC und 5637-Zellen. 
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Abb. 4-47: Anstieg der Radioaktiviät in  MDCK- und IHKE-Zellen. 
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4.2. Humane Harnleiter 
 

4.2.1. Comet Assay mit humanen Urothelzellen 

Für die Prüfung der genotoxischen Wirkung von OTA auf humane Urothelzellen des 

Harnleiters wurde der Comet Assay eingesetzt. Die Zellen wurden für 3 h mit 100 µM 

OTA inkubiert (Abbildung 4-48).  Als Negativkontrolle dienten nur mit Kulturmedium 

inkubierte Zellen (Abbildung 4-49) und für die Positivkontrolle wurde 100 µM 

Kaliumdichromat (KDI) (Abbildung 4-50) eingesetzt. Als Parameter für das Ausmaß 

der DNA-Schäden wurden die Tail Längen bestimmt und 100 Zellkerne pro 

Konzentration ausgewertet. Die ermittelten Daten sind in Form von Box-Plots 

dargestellt.  

Die mit OTA behandelten Proben wurden in zwei Schadensklassen eingeteilt: a) Proben 

humaner Urothelzellen, die nach OTA-Inkubation DNA-Schäden aufwiesen und b) 

Proben, die keine DNA-Schäden zeigen. Um als geschädigte Probe eingestuft zu 

werden mussten folgenden Kriterien erfüllt werden: Der Median der Tail Längen muss 

über dem Mittelwert der Mediane der Mediumkontrolle plus Standardabweichung 

liegen und zugleich musste die Differenz des Medians im Vergleich zur 

Mediumkontrolle ≥ 5 µm sein. 
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4.2.1.1. OTA Inkubation 

Bei der Ausprägung von DNA-Schäden in humanen Urothelzellkulturen zeigten sich 
große interindividuelle Unterschiede (Abbildung 4-48). Es wurden 23 Proben als 
„ungeschädigt“ und 27 Proben als „geschädigt“ eingestuft.  
 

Abb. 4-48: Boxplots der mit OTA inkubierten Urothelzellen (nach dem Median 

sortiert).  
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4.2.1.2. Medium- und Positivkontrolle 

Der Mittelwert der Mediane der Mediumkontrolle (MK) betrug 20 ± 3 µm. Dabei 

wiesen drei Zellkulturen, die nach OTA-Inkubation stark erhöhte Tail Längen 

aufwiesen, z.T. bereits leicht erhöhte Tail Längen in der Mediumkontrolle auf 

(Abbildung 4-49). In der Positivkontrolle (PK), die aus Mangel an Zellen nicht für alle 

Proben durchgeführt werden konnte, zeigten sich große Schwankungen in der 

Ausprägung der Tail Längen (Abbildung 4-50). Der Median der Tail Längen lag aber 

in allen Fällen  um ein Vielfaches über dem Median der MK. 
 

Abb. 4-49: Boxplots der MK in gleicher Reihenfolge aufgetragen wie bei den OTA-

inkubierten Proben. 
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Abb. 4-50: Boxplots der PK in gle ragen wie bei den OTA-

inkubierten Proben. 
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4.2.2. CYP1A2, GSTT1, GSTM1, GSTP1 und NAT2 Genotypisierung 

Für die Bestimmung des GST T1, GST M1, GST P1 und NAT2-Genotyps standen 50 

Proben, für die CYP 1A2 48 Proben zur Verfügung. Dabei stammten 58% der Proben 

von männlichen Spendern und 42% von weiblichen Spendern. Die Verteilung der 

Genotypen ist in Tabelle 4-5 dargestellt. Der Anteil der Genotypen für  CYP 1A2, 

GSTT1, GSTM1 und GSTP1 war im Vergleich zwischen Männern und Frauen in etwa 

gleich verteilt. Bei der NAT2 war ein erhöhter Anteil „langsamer Acetylierer“ bei 

männlichen Spendern im Vergleich zu weiblichen Spendern zu beobachten. 

 
Tab. 4-5 : Verteilung der Genotypen 

Genotyp männliche Spender weibliche Spender Summe 
CYP 1A2 

homozygoter Wildtyp w/w 7%   (2) - 4% (2) 
heterozygoter Wildtyp w/m 38% (11) 42% (8) 40% (19) 

homozygot mutiert m/m 55% (16) 58% (11) 56% (27) 
GST T1 

positiv 76% (22) 71% (15) 74% (37) 
negativ 24% (7) 29% (6) 26% (13) 

GST M1 
positiv 52% (15) 57% (12) 54% (27) 
negativ 48% (14) 43% (9) 46% (23) 

GST P1 
homozygoter Wildtyp w/w 38% (11) 48% (10) 42% (21) 
heterozygoter Wildtyp w/m 62% (18) 43% (9) 54% (27) 

homozygot mutiert m/m - 10% (2) 4% (2) 
NAT2 

2 Allele “schneller 
Acetylierer” 

7% (2) - 4% (2) 

1 Allele “schneller 
Acetylierer”  

1Allele “langsamer 
Acetylierer” 

24% (7) 57% (12) 38% (19) 

2 Allele “langsamer 
Acetylierer” 

69% (20) 43% (9) 58% (29) 
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4.2.3. Verteilung der Genotypen 

Um einen Einfluss des Genotyps auf die Empfindlichkeit der Urothelszellen gegenüber 

OTA zu überprüfen, wurden die Verteilung der Genotypen in den als „ungeschädigt“ 

und „geschädigt“ definierten Untergruppen miteinander verglichen (Tabelle 4-6). Die 

Geschlechterverteilung entsprach in beiden Untergruppen der des Gesamtkollektives.  

Für Cytochrom P450 1A2 zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Gruppen. 

Positive GST T1 Genotypen waren in der „geschädigten“ Gruppe zahlreicher als in der 

„ungeschädigten“ Gruppe. Der Anteil an GST M1 positiven Genotypen war ebenso wie 

der GST P1 homozygote Wildtyp in der Gruppe der als „geschädigt“ eingestuften 

Proben geringer. Am deutlichsten zeigten sich Unterschiede bei der NAT2. Hier war der 

Anteil „langsamer Acetylierer“ in der „geschädigten“ Gruppe mit 75% deutlich höher 

als in der „ungeschädigten“ Gruppe  mit 36%. 

 

Tab. 4-6: Verteilung der Genotypen in der „ungeschädigten“ und „geschädigten“ 

Gruppe 

Genotyp „ungeschädigt“(23) „geschädigt“ (27) 
CYP 1A2   

homozygoter Wildtyp w/w  5%   (1) 4%   (1) 
heterozygoter Wildtyp w/m 38% (8) 41% (11) 

homozygot mutiert m/m 57% (12) 55% (15) 
GST T1   

positiv 64% (14) 82% (23) 
negativ 36% (8) 18% (5) 

GST M1   
positiv 64% (14) 46% (13) 
negativ 36% (8) 54% (15) 

GST P1   
homozygoter Wildtyp w/w 55% (12) 32% (9) 
heterozygoter Wildtyp w/m 41% (9) 64% (18) 

homozygot mutiert m/m 5% (1) 4% (1) 
NAT2   

2 Allele “schneller Acetylierer” 9% (2) 0% (-) 
1 Allele “schneller Acetylierer” 
 1Allele “langsamer Acetylierer” 

55% (12) 25% (7) 

2 Allele “langsamer Acetylierer” 36% (8) 75% (21) 
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5. Diskussion 
 
5.1. Zytotoxizität von OTA 
 
Der eingesetzte Neutralrot-Assay erfasst die zytotoxische Wirkung von Substanzen 

anhand der Messung der Aufnahme und Speicherung des Farbstoffs Neutralrot in die 

Lysosomen. Treten Effekte auf, die eine Beeinträchtigung der Zellvitalität zur Folge 

haben, kann der Farbstoff nicht mehr effizient gespeichert werden. Die zytotoxische 

Wirkung der eingesetzten Testsubstanz ist dann anhand des reduzierten 

Neutralrotgehaltes in der Zelle detektierbar. Eine Reduktion der Neutralrotaufnahme bis 

zu 10 % im Vergleich zur Kontrolle wird dabei als nicht-zytotoxisch toleriert 

(INVITOX 1992). Parallel zur Neutralrotaufnahme wird der Proteingehalt der Zellen 

bestimmt und als weiterer Endpunkt für die Zytotoxizität benutzt. 

Nach 24-stündiger OTA-Inkubation konnte in allen verwendeten Zelltypen eine 

konzentrationsabhängige Reduktion der Neutralrotaufnahme und eine damit gekoppelte 

Abnahme der Proteinkonzentration beobachtet werden. Die Reduktion dieser Werte 

beruht auf der Summe aus apoptotischen und/oder nekrotischen Zelluntergang. OTA ist 

in der Lage in vitro sowohl nach längerer Inkubation (7 Tage) mit niedrigen OTA-

Konzentrationen (nM) (SCHWERDT et al. 1999, GEKLE et al. 2000), als auch nach 24-

stündiger Inkubation mit hohen Konzentrationen (~50 µM) (SEEGERS et al. 1994) 

Apoptose auszulösen. Ebenso konnte Apoptose in vivo bei Mäusen (ATROSHI et al. 

2000) und bei Ratten (MAAROUFI et al. 1999) festgestellt werden. Bei Inkubation mit 

OTA-Konzentrationen > 10 µM konnten auch nekrotische Veränderungen auf Grund 

einer Hemmung der Proteinbiosynthese beobachtet werden (CREPPY et al. 1996, 

DIETRICH et al. 2001). 

Primäre Zellkulturen aus der Harnblase des Schweins reagierten sehr viel empfindlicher 

auf die Exposition mit OTA als die verwendeten permanenten Zelllinen. In dieser 

Studie wurden folgende IC50-Werte ermittelt: PUBEC 0,2 µM, 5637-Zellen 10 µM, 

IHKE-Zellen 18 µM und MDCK-Zellen 50 µM. Diese Reihenfolge stimmt mit 

Ergebnissen von O’BRIEN et al. (2001) überein, bei denen primäre Nierenzellen vom 

Schwein im Neutralrot-Assay ebenfalls sensitiver auf OTA reagierten, als Zelllinien. 

Auch zeigten primäre humane Zellkulturen aus der Niere eine höhere Empfindlichkeit 

gegenüber OTA, als Zelllinien aus der Niere (DIETRICH et al. 2001, O’BRIEN et al. 

2001), was auf eine höhere Empfindlichkeit von Primärzellen gegenüber einer OTA-

Exposition hindeutet.  
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Ein direkter Vergleich der hier erhobenen absoluten IC50-Werte mit Werten aus anderen 

Untersuchungen zur Zytotoxizität von OTA ist schwierig. Schon leichte Veränderungen 

der Methoden, wie z.B. Kulturbedingungen der Zellen, die Wahl des Testverfahrens, die 

Inkubationszeit oder die Verwendung von Serum im Inkubationsmedium, können zu 

einer unterschiedlichen Ausprägung der Toxizität mit anderen IC50-Werten führen 

(BONDY UND ARMSTRONG 1998).  

In dieser Studie variierten die IC50-Werte bei einer Inkubationszeit von 24 h in den 

verschiedenen Zelltypen sehr stark (0,2 µM bis 50 µM). Ähnliche Schwankungen treten 

auch beim Vergleich von Ergebnissen aus anderen zytotoxischen Studien auf. So wurde 

unter vergleichbaren Versuchsbedingungen für LLC-PK1-Zellen ein IC50-Wert von 75 

µM und für NHBE-Zellen ein IC50-Wert von 3 µM ermittelt.  

Die Resultate aus dem Neutralrot-Assay und der Aufnahme von [3H]-OTA deuten auf 

einen Zusammenhang zwischen der Empfindlichkeit einer Zelle gegenüber OTA und 

ihrem Vermögen OTA aufzunehmen hin. Die hier ermittelte Reihenfolge der IC50-

Werte entspricht der Reihenfolge der Aufnahmekapazität der verwendeten Zelltypen für 

OTA. PUBEC waren unter neutralen pH-Bedingungen in der Lage am schnellsten OTA 

zu akkumulieren und wiesen den niedrigsten IC50-Wert auf. Vergleichbare Ergebnisse 

lieferten auch primäre Nierenzellen vom Menschen und vom Schwein. Diese Zellen 

waren am sensitivsten gegenüber OTA und akkumulierten übereinstimmend mehr OTA 

(O’BRIEN et al. 2001). 

5637-Zellen, die aus dem Urothel stammen, wiesen allerdings einen 50-fach höheren 

IC50-Wert auf, obwohl ähnlich viel OTA unter neutralen pH-Bedingungen 

aufgenommen wurde wie in PUBEC. Eine Erklärung könnte die Herkunft der Zellen 

liefern. Es liegt nahe, dass primäre Zellen wie PUBEC in der Lage sind eher eine 

Apoptose einzuleiten als 5637-Zellen, die aus einem humanen Blasenepithel-Karzinom 

stammen (FOGH 1978). Für 5637-Zellen ist auch ein nekrotischer Zelluntergang 

denkbar, der auf eine Hemmung der Proteinbiosynthese zurückzuführen ist, der beim 

Einsatz hoher OTA-Konzentrationen beobachtet wurde (CREPPY et al. 1996, DIETRICH 

et al. 2001). Eine vergleichbare Beobachtung wurde von O’BRIEN et al. (2001) mit der 

Fibroblasten Zelllinie NRK49F gemacht. So zeigten sich erste zytotoxische Effekte erst 

bei einer 1000-fach höheren OTA-Konzentration verglichen mit einer primären 

Zellkultur, die etwa gleich viel OTA aufgenommen hatten. Dieses Resultat wird von 

den Autoren auf spezifische Eigenschaften der Zelle oder auf ein Defizit beim Auslösen 

von Apoptose zurückgeführt. 
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Die IC50-Werte von MDCK- und IHKE-Zellen (MDCK IC50 = 50 µM; IHKE IC50 = 18 

µM) spiegeln ebenfalls die Fähigkeit dieser Zellen wieder, OTA unter neutralen pH-

Bedingungen aufzunehmen. Dass OTA in IHKE-Zellen stärker zytotoxisch wirkt, als in 

MDCK-Zellen, konnte auch bei der Induktion von Apoptose in diesen Zelllinien gezeigt 

werden. In IHKE-Zellen reichte eine OTA-Konzentration von 5 nM zur Induktion von 

Apoptose aus, während in MDCK-Zellen 500 nM benötigt wurden (SCHWERDT et al. 

1999a). Die Inkubationszeit betrug in diesem Versuch allerdings 7 Tage. Es kann 

demnach nicht gefolgert werden, dass nach einer 24-stündigen Inkubation mit höheren 

OTA-Konzentrationen der Untergang von MDCK- und IHKE-Zellen auch auf 

Apoptoseereignissen beruht. Denkbar ist ebenso die Induktion nekrotischer Effekte, da 

auch eine Induktion von Nekrose für OTA-Konzentrationen in diesem Bereich 

beschrieben wurden (SEEGERS et al. 1994, CREPPY et al. 1996). 

Ein weiterer Grund für den hohen IC50-Wert der MDCK-Zellen könnte darin liegen, 

dass MDCK-Kulturen aus mindestens zwei verschieden Zelltypen bestehen 

(VALENTICH 1981). Es konnten zwei Subtypen isoliert werden, die sich in Morphologie 

und Funktion (GEKLE et al. 1994), sowie in der Aufnahme von OTA und der 

Sensitivität gegenüber OTA (SCHWERDT et al. 1996, 1997) unterscheiden. Dabei konnte 

der MDCK-C11 Subtyp mehr OTA akkumulieren als der MDCK-C7 Subtyp, es war 

jedoch nur im C11 Subtyp Apoptose induzierbar (GEKLE et al. 2000). Der hohe IC50-

Wert der MDCK-Zellen resultiert zum einen daraus, dass ein Teil der Zellen schlechter 

oder gar nicht apoptotisch wird. Zum anderen verringern diese Zellen die OTA-

Konzentration im Medium durch ihre stärkere OTA-Aufnahme. 

Einen weiteren Hinweis auf den Zusammenhang zwischen OTA-Aufnahme und 

adverser Effekte durch OTA konnte z.B. in Ratten gefunden werden. Männliche Tiere, 

die eine erhöhte Inzidenz für renale Tumoren und Blasentumoren zeigten (CASTEGNARO 

et al. 1998, RASONYI et al. 1999), exprimierten den oatp1 Transporter stärker als 

Weibchen, so dass weibliche Ratten eine höhere Clearence der Niere für OTA besitzen 

(KATO et al. 2002). Eine oatp1 vermittelte OTA-Resorption könnte zu der beobachteten 

erhöhten Tumorinzidenz in männlichen Ratten führen. Unterstützt wird dieser 

Zusammenhang von der Beobachtung, dass OTA nicht geschlechtsspezifisch an 

Steroidrezeptoren (HEUSSNER et al. 2002) oder α2u-globulin (RASONYI et al. 1999) 

gebunden wird und so zu unterschiedlichen renalen OTA-Konzentrationen führt. 
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Die Zugabe von S9-Mix als externes Metabolisierungssystem hatte in keinem in dieser 

Studie verwendeten Zelltyp einen Einfluss auf die OTA-Konzentration, bei der erste 

zytotoxische Effekte zu beobachten waren.  

Die Zugabe von S9-Mix bedeutet zunächst einmal eine Erhöhung der 

Proteinkonzentration im Inkubationsmedium. OTA ist in der Lage stark an 

Plasmaproteine zu binden (HAGELBERG et al. 1989). Es konnte jedoch gezeigt werden, 

dass OTA weit schwächer an zelluläre Proteine bindet als an Plasmaproteine 

(SCHWERDT et al. 1996). Die Konzentration an freiem OTA scheint demnach durch S9-

Mix nicht stark herabgesetzt.  

Jedoch wirkte sich S9-Mix unterschiedlich auf die IC50-Werte der verschiedenen 

Zelltypen aus. In PUBEC und 5637-Zellen wird der IC50-Wert nicht verändert, in 

MDCK-Zellen wird der IC50-Wert von 50 µM OTA auf 30 µM OTA erniedrigt und in 

IHKE-Zellen wird der IC50-Wert von 18 µM OTA auf 30 µM OTA erhöht. Ähnlich 

kontroverse Ergebnisse konnten bei  transfizierten Zellen beobachtet werden, die CYP 

exprimieren. LEWIS et al. (1999) fanden eine erhöhte Zytotoxizität wenn CYP 1A2 oder 

CYP 2E1 in den Zellen exprimiert wurden. Im Gegensatz dazu fanden DE GROENE et al. 

(1996a) eine Verringerung der Zytotoxizität, wenn transfizierte Zellen diese Enzyme 

exprimierten.  

Diese Ergebnisse und der Umstand, dass PUBEC am empfindlichsten auf eine OTA-

Exposition reagieren, obwohl eine CYP-Aktivität in diesen Zellen nach einer 

Kulturdauer von einem Tag nicht mehr messbar war (GUHE et al. 1996), deuten darauf 

hin, dass S9-Mix das zytotoxische Potential von OTA nicht erhöht. Diese Beobachtung 

wird noch dadurch gestärkt, dass die Induktion von CYP die renale Toxizität von OTA 

herabsetzt (OMAR et al. 1996), sowie dass typische toxische Effekte durch OTA auch in 

anderen Zellsystemen beobachtet wurden, die nur eine geringe oder keine CYP-

Aktivität aufwiesen (SEEGERS et al. 1994, HOEHLER et al.1996, XIAO et al. 1996). 

Bei längeren Inkubationszeiten variierten die IC50-Werte verschiedener Studien weniger 

und liegen nach 48 h in einem Bereich von 1 µM bis 10 µM (HONG et al. 2000, 

DIETRICH et al. 2001, O’BRIEN et al. 2001,) bzw. nach 72 h in einem Bereich von 1 µM 

bis 5 µM (KITABATAKE et al. 1993, XIAO et al. 1996). In diesen Untersuchungen 

wurden Zelllinen verschiedener Spezies und unterschiedlicher Gewebe eingesetzt, die 

vermutlich eine unterschiedliche metabolische Kapazität besitzen. Ein Metabolismus 

von OTA scheint demnach unwahrscheinlich, da dann eher auch sehr unterschiedliche 

IC50-Werte, nach einer langen Inkubation, erwartet werden konnten. Diese Beobachtung 
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konnte von STETINA UND VOTAVA (1985) für Aflatoxin B1 gemacht werden. Die IC50-

Werte für Aflatoxin B1 unterschieden sich in zwei verschiedenen Zellkulturen um den 

Faktor 100 und es konnten nur in der empfindlicheren Zelllinie DNA-Schäden 

nachgewiesen werden. Die Autoren führten diese Unterschiede auf eine 

unterschiedliche metabolische Kapazität der Zelllinen zurück. Im Gegensatz dazu zeigte 

OTA hier in beiden Zelllinien vergleichbare Effekte. Der OTA-Toxizität scheint ein 

allgemeiner Mechanismus zu Grunde zu liegen, der bei einer bestimmten intrazellulären 

OTA-Konzentration ausgelöst wird. Bei langen Inkubationszeiten haben auch 

Zelltypen, die OTA nur langsam aufnehmen können, die Gelegenheit OTA-

Konzentrationen zu akkumulieren, bei denen zytotoxische Effekte ausgelöst werden. 

Die Zytotoxizität vom OTA wäre demnach bei langen Inkubationszeiten größtenteils 

von der Aufnahme abhängig.  

Dennoch zeigen die Beispiele mit MDCK-C11- und NRK-49F-Zellen, dass die OTA- 

Zytotoxizität nicht allein von der OTA-Aufnahme abhängt. In PUBEC konnten auch bei 

einer OTA-Konzentrationen von 50 µM nicht alle Zellen abgetötet werden, obwohl 

bereits bei einer Konzentration von 1 µM 80 % der Zellen abgestorben waren. Analog 

konnte auch in den anderen verwendeten Zelllinien nicht das Absterben aller Zellen 

erreicht werden. Höhere OTA-Konzentrationen und längere Expositionszeiten führten 

ebenso nicht zu einer weiteren Reduktion der Zellzahl (DREGER et al. 2000). Ähnlich 

wie in MDCK-Zellen lässt sich vermuten, dass in anderen Zelltypen Subpopulationen 

vorhanden sind, die resistent gegen OTA sind. Die Selektion einer solchen 

Subpopulation konnte in Epithelzellen der Prostata nach Cadmiumexposition 

beobachtet werden (ACHANZAR et al. 2000).  

 

 

5.2. Genotoxizität von OTA 
 

Mit Hilfe des alkalischen Comet Assay wurden genotoxische Effekte von OTA 

untersucht. Dieser Test ist in der Lage, Einzel- und Doppelstrangbrüche der DNA, 

reparaturinduzierte Einzelstrangbrüche und alkalilabile Stellen der DNA nachzuweisen 

(COLLINS et al. 1997). Der hier unter alkalischen Bedingungen durchgeführte Comet 

Assay kann jedoch nicht die Art des DNA-Schadens anzeigen. Um die Beteiligung von 

DNA-Reparatur an der Kompensierung der DNA-Schäden zu untersuchen, wurden in 

einer Variante des Comet Assay die DNA-Reparatur-Hemmstoffe Cytosine ß-D-
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Arabino-Furanosid (araC) und Hydroxyurea (HU) eingesetzt. AraC ist ein 

Nukleosidanalogon, das in der Zelle zu araCTP phosphoryliert wird und somit mit 

dCTP um die Nucleotid-Bindungsstelle der DNA α-Polymerase konkurriert 

(COZZARELLI 1977). AraC kann aber auch in DNA-Stränge eingebaut werden und so zu 

Strangabbrüchen führen (MAJOR et al. 1982). HU hemmt die Ribonucleotid-Reduktase 

und unterbindet damit die DNA-Synthese, indem es den Deoxynukleotid-Pool 

verringert (MAYNE 1984). DNA-Schäden können aus der DNA herausgeschnitten 

werden, eine Resynthese dieser Stellen ist jedoch gehemmt. Dies hat eine Akkumulation 

der DNA-Einzelstrangbrüche zur Folge, die durch die vorhergegangene DNA-Reparatur 

entstanden sind. 

Neben der einfachen Handhabung und schnellen Durchführung sowie der geringen 

Kosten, liegt ein großer Vorteil des Comet Assay darin, dass zu seiner Durchführung 

nur eine geringe Zellzahl benötigt wird.  

Für die Auswertung dieses Tests stehen verschiedene Parameter zur Verfügung. Neben 

der Tail Länge wird von vielen Autoren auch das Tail Moment als Parameter 

verwendet. Das Tail Moment ist das Produkt aus der Tail Länge und des DNA-Gehaltes 

im Tail. Der Vorteil des Tail Moment liegt darin, dass nicht nur die Größe der DNA-

Fragmente, die die Länge des Tail bestimmen, sondern auch die DNA-Menge mit in die 

Berechnung eingehen. Ein Nachteil ist, dass das Tail Moment von unterschiedlicher 

Analyse-Software nicht einheitlich berechnet wird. Daher wurde hier die Tail Länge 

bestimmt und zur Analyse benutzt. 

Bezüglich einer statistischen Auswertung gibt es im Rahmen einer „Guideline“ (TICE et 

al. 2000) Vorschläge für den Comet Assay, jedoch bislang noch keine Einigung auf ein 

bestimmtes Verfahren. Da es sich um nicht-parametrische Daten handelt, die also nicht 

normalverteilt sind, wird ein paarweiser Vergleich der Dosisgruppen gegen die 

Kontrolle empfohlen. Der Test ist einseitig, wenn nur die Zunahme oder nur die 

Abnahme der Tail Länge getestet werden soll. Aus diesen Gründen wurde für die 

statistische Berechnung der Mann-Whitney-U-Test gewählt. 

 

In allen verwendeten Zelltypen konnten DNA-Schäden nach OTA-Inkubation mit dem 

Comet Assay nachgewiesen werden. Da nach 3-stündiger Inkubation keine Effekte im 

Neutralrot-Assay auftraten, beruhen die im Comet Assay detektierten DNA-Schäden 

nicht auf zytotoxischen Effekten. Das genotoxische Potential von OTA konnte auch in 

einer Reihe anderer in vivo und in vitro Studien gezeigt werden (CREPPY et al. 1985, 
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KANE et al. 1986, PFOHL-LESZKOWICZ et al. 1991, DEGEN et al. 1997, DÖRRENHAUS 

UND FÖLLMANN 1997, OBRECHT-PFLUMIO et al.1999, EHRLICH et al. 2002).  

Die Ursache für die DNA-Schäden ist derzeit noch nicht vollständig aufgeklärt. 

Ergebnisse aus der Gruppe von Pfohl-Leszkowicz sprechen für die Bildung von DNA-

Addukten (GROSSE et al. 1995, EL ADLOUNI et al. 2000, OBRECHT-PFLUMIO UND 

DIRHEIMER 2000, ARLT et al. 2001). Diese DNA-Addukte konnten allerdings nur 

nachgewiesen werden, wenn mit OTA-Konzentrationen im hohen mikro- bis 

millimolaren Bereich und für mindestens für 24 h inkubiert wurde. Im Gegensatz dazu 

stehen Beobachtungen in denen keine OTA-Addukte gefunden wurden (RASONYI 1995, 

GAUTIER et al. 2001, ZEPNIK et al. 2001, GROSSE-STEINMEYER et al. 2002). Diese 

Autoren bezweifeln daher, dass reaktive OTA-Intermediate entstehen und kovalent an 

DNA binden.  

Eine weitere Möglichkeit für die durch OTA vermittelten genotoxischen Effekte könnte 

die Induktion von oxidativen Stress sein. Zum einen wurde die Bildung von reaktiven 

Radikalen postuliert (MALAVEILLE et al. 1994, HASINOFF et al. 1990), zum anderen 

konnte oxidativer Stress (GAUTIER et al. 2001, MEKI UND HUSSEIN 2001) und 

Lipidperoxidation (OMAR et al.  1990, BAUDRIMONT et al. 1997) nachgewiesen werden. 

Darüber hinaus konnten oxidierte Basen im Comet Assay von JANZOWSKI et al. (2002) 

und SCHAAF et al. (2002) detektiert werden.  

Die im Comet Assay erhaltenen Dosis-Wirkungs-Kurven der verwendeten Zelllinien 

waren vergleichbar mit den Dosis-Wirkungs-Kurven im Neutralrot Assay. Erste DNA-

Schäden sind in MDCK-Zellen schon bei einer Konzentration von 100 nM OTA zu 

erkennen. In IHKE- und 5637-Zellen führt eine OTA-Konzentration von 1 µM zu 

detektierbaren DNA-Schäden im Comet Assay. Die Dosis-Wirkungs-Kurve in PUBEC 

unterschied sich deutlich von denen der Zelllinien. DNA-Schäden waren erst ab einer 

Konzentration von 100 µM OTA zu erkennen und PUBEC wiesen das geringste 

Maximum der Tail Länge unter den verwendeten Zelltypen auf.  

Der Befund, dass DNA-Schäden in MDCK- und IHKE-Zellen nach 3-stündiger 

Inkubation ausgeprägter waren als in PUBEC und 5637-Zellen, steht nicht in Einklang 

mit der gemessenen aufgenommenen OTA-Menge und den Ergebnissen aus dem 

Neutralrot-Assay. Dies macht deutlich, dass bei einer kurzzeitigen Exposition mit hohen 

OTA-Konzentrationen andere Mechanismen als die OTA-Aufnahme einen größeren 

Einfluss auf die Ausbildung von DNA-Schäden haben.  
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Eine wichtige Rolle spielt die DNA-Reparatur, da zum einen DNA-Schäden beseitigt 

werden und andererseits bei der DNA-Reparatur Einzelstrangbrüche entstehen können, 

die im Comet Assay detektierbar werden. So könnten oxidierte Basen, die nicht direkt 

erkannt werden können, erst durch die aus der DNA-Reparatur resultierenden 

Einzellstrangbrüche sichtbar werden. Durch die Hemmung der DNA-Resynthese mit 

araC/HU, die zu einer Akkumulation von Einzelstrangbrüchen führt, konnte gezeigt 

werden, dass alle verwendeten Zelltypen in der Lage waren einen Teil der DNA-

Schäden zu reparieren. Die Induktion von DNA-Reparatur nach OTA-Exposition 

konnte in PUBEC (DÖRRENHAUS UND FÖLLMANN 1997, DÖRRENHAUS et al. 2000), in 

IHKE-Zellen (SCHWERT et al. 1999b), sowie in E. coli (MALAVEILLE et al. 1994) 

gezeigt werden. Die Erhöhung der Tail Längen nach der Zugabe von araC/HU ist 

jedoch kein Indiz für das Vorhandensein oxidierter Basen, da z.B. in V79-Zellen 

oxidierte Basen erst nach Zugabe eines Reparaturenzyms im Comet Assay detektierbar 

wurden (JANZOWSKI et al. 2002).  

Bei der Untersuchung der DNA-Reparatur in 5637-Zellen fällt auf, dass der Unterschied 

in der Ausprägung von DNA-Schäden im Vergleich der Bedingungen mit und ohne 

araC/HU deutlich geringer waren als in den anderen Zelltypen. Da in MDCK- und 

IHKE-Zellen DNA-Schäden bereits durch araC/HU induziert werden und bei IHKE-

Zellen zytotoxische Effekte von araC/HU mit dem Neutralrot Assay nachgewiesen 

wurden, kann ein Teil der Erhöhung der Tail Längen auf Effekte von araC/HU selbst 

zurückgeführt werden. In PUBEC, die diese Effekte nicht zeigten, liegt die Erhöhung 

der Tail Längen demnach in einer effektiveren DNA-Reparatur begründet, die nach 

Zugabe von araC/HU gehemmt war.  

Zusätzlich waren 5637-Zellen nicht in der Lage alle DNA-Schäden zu reparieren, wenn 

sie anschließend mit schadstofffreiem Medium weiter kultiviert wurden. Der Anteil 

stark geschädigter Zellkerne blieb konstant, während der Anteil weniger stark 

geschädigter Zellkerne abnahm und dafür der Anteil ungeschädigter Zellkerne zunahm. 

Daraus lässt sich schließen, dass entweder eine Subpopulation vorlag, bei der keine 

DNA-Reparatur durchgeführt wurde, oder die DNA war so stark geschädigt, dass keine 

DNA-Reparatur möglich war. Gegen eine Subpopulation, wie sie für MDCK-Zellen 

angenommen wird spricht, dass die Einzelwerte der Tail Länge in 5637-Zellen deutlich 

weniger streuten als in MDCK-Zellen. Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass ab 

einem gewissen Grad des DNA-Schadens der Zelluntergang eingeleitet wird. Besonders 

deutlich wird dies in IHKE-Zellen, die nach 2-stündiger Inkubation mit 100 µM OTA 
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und araC/HU alle entstandenen DNA-Schäden reparieren konnten, jedoch nicht in der 

Lage waren DNA-Schäden nach 4-stündiger Inkubation mit OTA zu reparieren. Im 

Gegensatz dazu konnten von PUBEC und MDCK-Zellen alle DNA-Schäden nach solch 

einer 4-stündiger Inkubation mit OTA repariert werden. 

Wurden die Zellen unter sauren pH-Bedingungen kurzzeitig mit 100 µM OTA 

inkubiert, ist eine Verstärkung des DNA-Schadens in MDCK- und 5637-Zellen zu 

beobachten. Auch konnten in PUBEC unter sauren pH-Bedingungen früher DNA-

Schäden detektiert werden, als unter neutralen Kulturbedingungen. Ein Einfluss der 

aufgenommenen OTA-Menge auf die Genotoxizität von OTA zeigte sich also auch bei 

kurzen Inkubationszeiten.   

Die Zugabe von S9-Mix führt zu ähnlich kontroversen Ergebnissen wie im Neutralrot 

Assay. In PUBEC und MDCK-Zellen steigen die Tail Längen signifikant an. Die 

Effekte traten aber nicht bei geringeren OTA-Konzentrationen auf, als in Abwesenheit 

von S9-Mix. In 5637-Zellen war kein Einfluss zu erkennen und in IHKE-Zellen waren 

die Effekte mit S9-Mix geringer. Da S9-Mix die Tail Längen nicht stark beeinflusst und 

auch nicht dazu führte, dass DNA-Schäden bei geringeren OTA-Konzentrationen 

auftraten als in Anwesenheit von S9-Mix, scheint keine metabolische Aktivierung von 

OTA durch S9-Mix nötig zu sein, um DNA-Schäden zu verursachen. Gegen eine 

metabolische Aktivierung spricht auch, dass die Verläufe der Dosis-Wirkungs-Kurven 

der Zelllinien sehr ähnlich verlaufen und nach 3-stündiger Inkubation mit 100 µM OTA 

vergleichbare Tail Längen in den drei Zelltypen auftreten. Die geringeren Werte bei 

PUBEC können hier auf eine effektivere DNA-Reparatur zurückgeführt werden.  

 

 

5.3. Aufnahme von OTA  

 
Toxische Effekte, die durch OTA verursacht werden, beruhen nicht zuletzt auf der 

ungewöhnlich langen Halbwertszeit von OTA im Organismus. Durch die starke 

Bindung an Plasmaproteine wie Albumin (CHU 1971), wird eine effektive glomeruläre 

Filtration von OTA in der Niere unterbunden. Der Hauptausscheidungsweg von OTA 

ist die Sekretion durch proximale Tubuluszellen ins Tubuluslumen (GEKLE UND 

SILBERNAGEL 1994, STEIN et al. 1984). Neben der starken Plasmabindunng kann eine 

zusätzliche Resorption von OTA auf der apikalen Seite im Nephron die Halbwertszeit 
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von OTA erhöhen (GEKLE et al. 1993, ZINGERLE et al. 1997,  SCHWERDT et al. 1997, 

1998).  

Zur Untersuchung der Aufnahme von radioaktiv markiertem OTA in Harnblasenepithel- 

und Nierenzellen wurden zwei unterschiedliche pH-Bedingungen gewählt. Die OTA-

Aufnahme wurde unter neutralen pH-Bedingungen, wie sie im Kulturmedium 

herrschen, und unter sauren pH-Bedingungen, wie sie in Niere (SABATINI UND 

KURTZMAN 1989) und Blase (YOUNG UND KADLUBAR 1982) nicht unüblich sind, 

untersucht.  

Unter neutralen Bedingungen konnten die Urothelzellen PUBEC und 5637 etwa doppelt 

so viel OTA aufnehmen wie die Nierenzellen MDCK- und IHKE.  

Unter sauren Bedingungen war eine sehr viel stärkere Aufnahme von OTA durch 

PUBEC, MDCK- und IHKE-Zellen zu beobachten. Dies spricht dafür, dass OTA apikal 

von Proton-Dipeptid Kotransportern (PEPT1 oder PEPT2) aufgenommen wird 

(SCHWERT et al. 1998), die eine zunehmende Transportrate mit abnehmenden pH-wert 

zeigen (BOLL et al. 1996) und ein Aktivitätsmaximum zwischen pH 6,5 und pH 5 haben 

(TAMAI et al.1995).  

Die erhöhte OTA-Aufnahme in PUBEC unter sauren pH-Bedingungen kann als ein 

Hinweis darauf gewertet werden, dass der Proton-Dipeptid Kotransporter auch im 

Epithel der Harnblase exprimiert wird.  

Eine weitere denkbare Möglichkeit für die vermehrte Aufnahme von OTA unter sauren 

Bedingungen wäre eine erleichterte Diffusion von OTA. Da OTA im sauren pH 

hauptsächlich undissoziiert vorliegt und in dieser Form gut membranpermeabel ist. In 

der Zelle, in der ein neutraler pH vorliegt, könnte ein Proton vom OTA-Molekül 

abdissoziieren und das Toxin wäre im geladenen Zustand in der Zelle gefangen. Für den  

Gastrointestinaltrakt wird die Aufnahme von OTA hauptsächlich auf Diffusion 

zurückgeführt (KUMAGAI UND AIBARA 1982). Dagegen spricht allerdings, dass die 

aufgenommene OTA-Menge in 5637-Zellen unter neutralen und sauren pH-

Bedingungen etwa gleich groß war. Zudem war keine Zunahme der OTA-Konzentration 

über die Zeit in diesen Zellen messbar. Würde die steigende OTA-Aufnahme in PUBEC 

nur aus der Diffusion resultieren, müsste auch in 5637-Zellen der gleiche Effekt wie in 

den anderen Zellen zu beobachten sein.  

Der Umstand, dass 5637-Zellen bei neutralen und sauren pH-Bedingungen etwa gleich 

viel OTA aufnahmen, lässt sich nicht allein mit einem Proton-Dipeptid Kotransporter 

vermittelten Transport erklären. Eine weitere wichtige Rolle für den Transport von 
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OTA spielen multispezifische oatp-Transporter, deren Expression in der Leber 

(KONTAXI et al. 1996) und Niere (JACQUEMIN et al. 1994) nachgewiesen werden 

konnte. In MDCK-Zellen konnte die OTA-Aufnahme durch die Zugabe von 

Methotrexat, einem Substrat des oatp (ECKHARDT et al. 1999), um bis zu 80 % reduziert 

werden (SCHWERT et al. 1998). Im Comet Assay war bei allen eingesetzten Zelltypen 

eine signifikante Abnahme der Tail Längen zu beobachten, wenn Methotrexat 

zusammen mit OTA zum Inkubationsmedium hinzugegeben wurde. Bei PUBEC und 

5637-Zellen führte eine Methotrexat-Konzentration von 10 µM zu einer Reduktion der 

DNA-Schäden um etwa 50 %. Dieses Ergebnis lässt darauf schließen, dass der oatp-

Transporter auch im Urothel exprimiert wird. In MDCK-Zellen konnte die Ausprägung 

von DNA-Schäden durch die Zugabe von 10 µM Methotrexat um 64 % und bei einer 

Methotrexat-Konzentration von 100 µM um 89 % gesenkt werden. In IHKE-Zellen 

führte die Zugabe von 10 µM Methotrexat bereits zu einer vollständigen Reduktion der 

DNA-Schäden.  

Im Gegensatz zu PUBEC und 5637-Zellen (Urothelzellen) wurden in MDCK- und 

IHKE-Zellen (Nierenzellen) keine DNA-Schäden durch Methotrexat selbst induziert. 

Dies deutet darauf hin, dass von MDCK- und IHKE-Zellen weniger Methotrexat 

aufgenommen wird, so dass sich eine genotoxische Wirkung von Methotrexat nicht 

ausprägt (VINSON UND HALES 2002).  

Die geringere Aufnahme von OTA und Methotrexat unter neutralen pH-Bedingungen, 

sowie die bereits beschriebene Korrelation von oatp-Expression und OTA-Aufnahme in 

transfizierten Oozyten (KONTAXI et al. 1996), spricht für eine geringere Expression von 

oatp-Transportern in MDCK- und IHKE-Zellen als in PUBEC und 5637-Zellen.  

In 5637-Zellen war nach 15-minütiger Inkubation kein weiterer Anstieg der OTA-

Konzentration in den Zellen zu erkennen. 5637-Zellen zeigten im Neutralrot-Assay eine 

leichte Abnahme der Neutralrotaufnahme und der Proteinwerte. Zudem konnten DNA-

Schäden im Comet Assay unter neutralen und sauren Inkubationsbedingungen 

nachgewiesen werden. Allerdings waren diese Effekte nicht so stark ausgeprägt, dass 

sie die alleinige Ursache für eine Stagnation der OTA-Aufnahme nach 15 min 

Inkubation sein könnten. Es wurde bereits gezeigt, dass in MDCK-Zellen der größte 

Teil an akkumuliertem OTA in Zellorganellen, wie Mitochondrien gebunden ist 

(MEISNER 1976, SCHWERDT et al. 1996). Eine Anreicherung in den Mitochondrien 

könnte die Bereitstellung von Energie beeinflussen, die für eine aktive Aufnahme von 
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OTA benötigt wird (SCHWERDT et al. 1996) und so die Aufnahme von OTA 

unterbinden.  

In IHKE-Zellen ging die OTA-Aufnahme unter sauren pH-Bedingungen nach 15 min 

zurück, da saurer HEPES-Ringer-Puffer toxisch auf IHKE-Zellen wirkte. Eine erhöhte 

Diffusion von OTA aus der Zelle kann hier ausgeschlossen werden, da die OTA-

Konzentration des Mediums höher war als in der Zellen. Das geschädigte Zellen 

weniger OTA aufnehmen können als vitale, ist ein weiterer Hinweis darauf, dass OTA 

zum Teil aktiv aufgenommen wird.  

Wie groß der Einfluss einer Diffusion auf die Aufnahme von OTA ist, konnte hier nicht 

bestimmt werden. Es wird vermutet, dass 50 % der OTA-Aufnahme in MDCK-Zellen 

über PEPT- und oatp-Transporter erfolgt, die verbleibenden 50 % werden über 

Diffusion und einen, noch ungeklärten, pH-abhängigen Mechanismus aufgenommen 

(SCHWERDT et al. 1998). Das „multidrug-resistance protein 2“ (MRP2), das ebenfalls 

auf der apikalen Membran von Nierenzellen lokalisiert ist und ein Transporter für 

anionische Medikamente und Substanzen darstellt (LEIER et al. 2000), könnte für den 

Transport von OTA eine Rolle spielen. Für einen 2-Doxorubicin resistenten 5637-

Subtyp konnte eine erhöhte MRP-Expression nachgewiesen werden, was zu einem 

verstärktem Efflux dieser Substanz führte (KIM et al. 1997). Dies könnte bedeuten, dass 

5637-Zellen in der Lage sind OTA auszuschleusen und sich so ein Fließgleichgewicht 

einstellen kann. 

Der Einfluss eines Na-abhängigen Anionentransportes konnte von SCHWERDT et al. 

(1998) und KONTAXI et al. (1996) ausgeschlossen werden.  

 

Die Ergebnisse zur Aufnahme von radioaktiv markiertem OTA und der Co-Inkubation 

mit Methotrexat deuten darauf hin, dass die Aufnahme von OTA in Nierenzellen 

vorwiegend durch Proton-Dipeptid Kotransporter vermittelt wird, während die OTA-

Aufnahme in Urothelzellen, unter neutralen Bedingungen, hauptsächlich durch oatp 

Transporter vermittelt wird.  

 

 

5.4. Bioaktivierung von OTA 
 

Im Gegensatz zu den verwendeten Zelllinen und den PUBEC zeigten primäre 

Epithelzellkulturen aus humanen Harnleitern nach 3-stündiger Inkubation mit 100 µM 
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OTA große interindividuelle Unterschiede in der Ausprägung von DNA-Schäden. Eine 

mögliche Ursache für die großen Schwankungen in der Reaktion auf eine OTA-

Exposition könnten im Enzympolymorphismus der Spender und somit in einer 

unterschiedlichen Enzymausstattung der kultivierten Urothelzellen begründet sein.  

Eine Reihe von Untersuchungen (siehe 5.3.) belegen eindeutig, dass OTA ein 

genotoxisches Potential aufweist und erbgutverändernde Wirkung zeigt. Kontrovers 

diskutiert wird hingegen die Bedeutung einer metabolischen Bioaktivierung von OTA. 

Aufgrund der großen interindividuellen Unterschiede der humanen Urothel-Zellkulturen 

in der Ausprägung von DNA-Schäden, wurde in diesem Zusammenhang untersucht, ob 

Enzympolymorphismen fremdstoffmetabolisierender Enzyme einen Einfluss auf die 

Ausprägung der DNA-Schäden haben könnten.  

 
5.4.1. Cytochrom P450 1A2 
Eine Reihe von Studien deuten auf eine Beteiligung von CYP Enzymen an der 

Bioaktivierung von OTA hin. So führte OTA-Behandlung bei NIH/3T3 Zellen zu einer 

erhöhten Mutationsrate, die mit den CYP-Isoenzymen CYP1A1, CYP1A2, CYP2C10 

und CYP3A4 transfiziert waren (DE GROENE et al. 1996a). Diese Mutationsrate war 

primär auf große Deletionen zurückzuführen (DE GROENE et al. 1996b).  

In bronchialen Epithelzellen, die mit dem CYP-Isoenzymen CYP1A2 oder CYP2D6 

transfiziert waren, konnten erhöhte DNA-Addukt-Spiegel nachgewiesen werden 

(GROSSE et al. 1997).  

Dementsprechend berichteten PFOHL-LESZKOWICZ et al. (1998) über Untersuchungen 

mit chronische OTA exponierten Ratten, dass eine erhöhte CYP1A2-, CYP2C11- und 

CYP3A-Expression bei Tieren gefunden wurde, die erhöhte DNA-Adduktspiegel 

aufwiesen. 

Ebenso zeigte OTA in NHBE-Zellen, die CYP1A2 exprimierten, die größte toxische 

Wirkung (LEWIS et al. 1999) und erhöhte DNA-Addukt-Level konnten festgestellt 

werden, wenn in Zellen die Expression von CYP2C9 induziert wurde (EL ADLOUNI et 

al. 2000). 

Im Gegensatz dazu konnte in dieser Studie kein Einfluss des CYP1A2-Genotyps auf die 

Ausprägung der DNA-Schäden gefunden werden. Weitere Hinweise darauf, dass eine 

CYP450 vermittelte OTA-Oxidation nicht obligatorisch für eine OTA-Toxizität ist, 

liefern auch andere Studien. So konnte beobachtet werden, dass bei der Induktion von 

CYP450-Enzymen, wie 1A1 und 1A2, die renale OTA-Toxizität abnahm (OMAR et al. 

1996). Darüber hinaus konnten typische toxische OTA-Effekte auch in Zell-Systemen 
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mit geringer oder ohne CYP-Aktivität beobachtet werden (SEEGERS et al. 1994, 

MALAVEILLE et al. 1994 HOEHLER et al. 1996, XIAO et al. 1996). In jüngeren Studien, 

die sich intensiv mit einem möglichen OTA-Metabolismus beschäftigt haben, konnten 

ebenfalls keine Hinweise auf einen Einfluss von CYP1A2 gefunden werden (GAUTIER 

et al. 2001, ZEPNIK et al. 2001). 

Auch konnte ein aus OTA gebildetes Hydrochinon, dass ein möglicher elektrophiler 

Metabolit sein könnte, nur in einem in vitro Modell-System gefunden werden (GILLMAN 

et al. 1999), wobei unklar ist, ob dieses in vitro-System tatsächlich zelluläre 

metabolische Prozesse modelliert. In vivo oder in Zellkultur konnte das beschriebene 

Hydrochinon bisher nicht beschrieben werden, obwohl ein Chinon an Nukleophile, z.B. 

Protein oder Glutathion bindet und somit nachweisbar sein sollte. 

 

5.4.2. Glutathion-S-Transferase 

Eine Beteiligung von GSTs und GSH am Metabolismus und Bioaktivierung von OTA 

ist ebenfalls unklar. Malaveille et al. (1994) berichten, dass in einem modifizierten 

SOS-Chromo-Test in E. coli gefundene genotoxische Effekte von OTA durch Zusatz 

eines Antioxidans komplett zu unterdrücken waren. Es wurde ein OTA-Radikal 

postuliert, das die genotoxischen Effekte auslöst und das mit Hilfe von GSTs mit GSH 

konjugiert werden kann.  

Dementsprechend konnten De Groen et al. (1995) eine geringere Mutationsrate finden, 

wenn mit dem GSH-Depletor Buthionin Sulfoximide co-inkubiert wurden. Aus diesem 

Befund schlossen die Autoren auf ein reaktives Glutathion-Konjugat.  

Von EL ADLOUNI et al. (2000) konnte gezeigt werden, dass der DNA-Addukt Spiegel 

nach OTA Inkubation abnahm, wenn GSTs gehemmt wurden. 

Im Gegensatz dazu konnten in Studien von GAUTIER et al. (2001) und ZEPNIK et al. 

(2001) keine Hinweise auf eine Biotransformation von OTA durch GSTs gefunden 

werden.  

In der hier durchgeführten Studie deutet sich ein möglicher Zusammenhang zwischen 

dem GST-Genotyp und der Ausprägung der DNA-Schäden an. Dieser Befund muss 

allerdings nicht zwingend auf einen GST-Metabolismus hindeuten, da das von einigen 

Autoren postulierte OTA-Glutathion-Konjugat (Malaveille et al.  1994, De Groen et al. 

1995, SCHAAF et al.  2002) bisher weder in vitro noch in vivo nachgewiesen werden 

konnte. Wie in 5.3. beschrieben könnten genotoxische Effekte von OTA auf die 

Induktion von oxidativen Stress zurückzuführen sein. Für GSTM1 und GSTT1 konnte 
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eine enzymatische Aktivität gegenüber Phospholipid-Peroxiden nachgewiesen werden 

(HURST et al. 1998). Dies ließe den Schluss zu, dass GSTs die DNA vor einer Oxidation 

durch Lipid-Peroxide schützten, die endogen bei oxidativen Stress entstehen (SWEENEY 

et al. 2000). 

 

5.4.3. N-Acetyltransferase 2 

Der Einfluss der NAT2 wurde im Zusammenhang mit einem OTA-Metabolismus bisher 

noch nicht untersucht. OTA stellt im Grunde kein Substrat für die NAT2 dar. Dennoch 

scheint in dieser Studie der Acetylierer-Status einen Einfluss auf das Ausmaß des DNA-

Schadens zu haben. Dies wäre nach einer GSH-Konjugation im Laufe des 

Mercaptursäure-Weges denkbar. Da die NAT2 im Urothel nur schwach exprimiert wird 

(KLOTH et al. 1994), könnte sich hier der Phänotyp des langsamen Acetylierers 

besonders stark bemerkbar machen. Ein verstärkter Abbau der GSH-Konjugate durch 

die β-Lyase könnte so vermehrt zu reaktiven Thiolen führen. In der bereits erwähnten 

Studie von MALAVEILLE et al. (1994) konnte durch Hemmung der β-Lyase die 

zytotoxische Wirkung von OTA herabgesetzt werden, jedoch nicht die genotoxische 

Wirkung. Aus dieser Beobachtung schlossen die Autoren auf die Bildung eines 

zytotoxischen Thiol-enthaltenden OTA-Derivates.  

 

Neben den bereits diskutierten Enzymen wurde auch der Einfluss der Prostaglandin-H-

Synthase (PHS) postuliert (PFOHL-LESZKOWICZ et al. 1993, OBRECHT-PFLUMIO et al. 

1996). Gegen eine PHS-abhängige Bioaktivierung sprechen aber in vitro Befunde mit 

OSV-Zellen, die PHS in hohem Maße exprimieren (FREYBERGER et al. 1987, FOTH et 

al. 1992), in denen Indometazin die Genotoxizität von OTA verstärkte (DEGEN et al. 

1997). 

 

 

5.5. Fazit und Ausblick 
 

Die in dieser Studie erzielten Ergebnisse sprechen eher gegen eine Bioaktivierung von 

OTA. Dabei stehen die Befunde, dass S9-Mix keinen bedeutenden Einfluss auf die 

Zytotoxizität und Genotoxizität von OTA hat, im Einklang mit ähnlichen Befunden 

anderer Studien. Ehrlich et al. (2002) konnten zeigen, dass OTA Mikrokerne in HepG2-

Zellen induziert, wohingegen ein Ames-Test mit OTA und HepG2-Enzym-Homogenat 
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negativ war. Auch andere Autoren kamen im Ames-Test mit und ohne Zusatz 

verschiedener externer Enzymsysteme zu negativen Befunden (Kuczuk et al. 1978, 

Bartsch et al. 1980, Zepnik et al. 2001). Positive Befunde im Ames-Test konnten 

hingegen nur von HENNING et al. (1991) bei Verwendung eines mit OTA-präinkubierten 

Hepatozyten-Überstandes und von OBRECHT-PFLUMIO et al. (1999) mit 

Nierenmikrosomen als externes Metabolisierungs-System, gemacht werden. In 

vergleichbaren Versuchen konnten diese Ergebnisse aber nicht bestätigt werden 

(FÖLLMANN UND LUCAS 2003). 

Ebenso konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass der CYP1A2 Genotyp keinen 

Einfluss auf die Ausprägung von DNA-Schäden im Comet-Assay hatte.  

Der Genotyp der GSTs M1, T1 und P1 scheint hingegen das Ausmaß der Genotoxizität 

in vitro zu beeinflussen. Dieser Einfluss muss allerdings kein Hinweis auf eine 

Bioaktivierung von OTA sein, da GSTs auch eine protektive Wirkung gegen oxidativen 

Stress besitzen (SWEENEY et al. 2000). 

Ebenso scheint der Acetylierer-Status einen Einfluss auf das Ausmaß des DNA-

Schadens zu haben. Jedoch wäre in diesem Zusammenhang die Bildung eines OTA-

Glutathion-Konjugates notwendig, das aber bisher nicht nachgewiesen werden konnte. 

Darüber hinaus muss aber auch beachtet werden, dass für die Genotypisierung nur eine 

geringe Anzahl an Proben untersucht wurden, so dass keine statistisch abgesicherten 

Ergebnisse erzielt werden konnten. 

 

Neuere Befunde können mit einer Induktion von oxidativen Stress durch OTA assoziiert 

werden. OTA-Behandlung führte in Ratten zum Anstieg biologischer Marker für 

oxidativen Stress (GAUTIER et al. 2001b, MEKI UND HUSSEIN 2001) und es konnten 

oxidierte Basen im Comet Assay detektiert werden (JANZOWSKI et al. 2002, SCHAAF et 

al. 2002). Man weiß auch, dass OTA in vitro intrazelluläre Ca2+-Konzentrationen 

beeinflusst (DOPP et al. 1999), mitochondriale Dysfunktion auslöst (Aleo et al. 1991) 

und Lipidoxidation fördern kann (OMAR et al.  1990, BAUDRIMONT et al. 1997). Sowohl 

ROS als auch Lipidperoxidationsprodukte können zu DNA-Schäden führen (MARNETT 

2000).  

Ein weiter Hinweis darauf, dass OTA oxidativen Stress auslöst, ist die Abnahme an 

GSH in Zellen, die mit OTA inkubiert wurden (GROSSE-STEINMEYER et al. 2002, 

Schaaf et al. 2002). Diese Befunde könnten auf eine schützende Wirkung von GSH 

beruhen.  
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GAUTIER et al. (2001b) konnten in vivo im Gegensatz zu in vitro-Ergebnissen keine 

Lipidoxidation oder oxidierte Basen nach OTA-Exposition finden. Jedoch wies eine 

erhöhte Expression des Häm-Oxygenase-1-Proteins und ein erniedrigter α-Tocopherol-

Spiegel, beides frühe Marker für oxidativen Stress, auf die Entstehung von ROS hin. 

Die Autoren erklären die Diskrepanz zwischen in vitro- und in vivo-Befunden unter 

anderem mit einer protektiven Wirkung von GSH in vivo.  Ein besserer Schutz vor 

oxidativem Stress in PUBEC gegenüber den Zelllinien könnte auch eine Erklärung für 

die geringe Ausbildung von DNA-Schäden im Comet Assay sein. Des weiteren 

schlossen die Autoren aus Identifikation früher Marker für oxidativen Stress, dass OTA 

auf einem direkten Weg oxidativen Stress induziert und dieser nicht auf unspezifische 

Mechanismen einer OTA-induzierten Zytotoxizität beruht.  

Schließlich ließen sich auch DNA-Addukte auf die Entstehung von oxidativen Stress 

zurückführen. In vivo konnte eine ungewöhnlich hohe Anzahl an DNA-Addukten nach 

OTA Exposition gefunden werden (CASTEGNARO et al. 1998 PFOHL-LESZKOWICZ et al 

1998). Ähnliche Beobachtungen konnten bei Nagern gemacht werden, die mit 

Eisen(III)nitrilotriacetat exponiert wurden, einem Kanzerogen, das über oxidativem 

Stress wirkt, (RANDERATH et al. 1995). Ebenso führte in vitro der Zusatz von Aspirin 

(OBRECHT-PFLUMIO et al. 1996), Katalase, Superoxiddismutase, α-Tocopherol und den 

Vitaminen A, C und E (GROSSE et al. 1997) zu einer Reduktion von DNA-Addukt-

Leveln, die auch aus Lipidperoxidationsprodukte entstanden sein könnten (MARNETT 

2000).  

Als eine Möglichkeit zur besseren Identifizierung von OTA-induzierten zellulären 

Läsionen würde sich in der Zukunft eine Analyse der Veränderung von 

Expressionsmustern anbieten. Auf diese Weise könnten Veränderungen in der Zelle 

aufgezeigt und zelluläre Angriffspunkte bestimmt werden. Auch böten sich dann 

bessere Möglichkeiten zelluläre Modulationen und Dosis-Wirkungsbeziehungen im 

Niedrig-Dosis-Bereich zu untersuchen.  

Eine Aufklärung des Wirkungsmechanismus von OTA ist dabei nicht allein von 

akademischem Interesse, sondern im Hinblick auf die Identifizierung eines möglichen 

Schwellenwertes auch bewertungsrelevant. 
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6. Zusammenfassung 
 
Das Mykotoxin Ochratoxin A (OTA), ein sekundäres Stoffwechselprodukt 

verschiedener Schimmelpilze der Gattung Aspergillus und Penicillium, ist eine häufig 

auftretende Kontaminante von Nahrungsmitteln und Tierfutter. Beim Menschen gelangt 

mit der Nahrung aufgenommenes OTA über die Magen- und Darmschleimhaut ins Blut, 

wo es zu 99% an Plasmaproteine bindet. Die Ausscheidung erfolgt in der Niere über 

tubuläre Sekretion, die durch multispezifische organische Anionentransporter (OAT) 

vermittelt wird. Dabei kann OTA in allen Nephron-Segmenten wieder resorbiert 

werden, was zu einer Akkumulation im Nierengewebe führt.  

Im Vordergrund der toxischen Wirkung von OTA steht seine Nephrotoxizität. OTA 

steht im Verdacht für die endemische Balkan-Nephropathie (BEN) aber auch für ein 

erhöhtes Risiko von Harntrakttumoren verantwortlich zu sein. Neben nephrotoxischen 

Effekten hat OTA kanzerogene, genotoxische, teratogene und immunotoxische 

Wirkungen. Auf zellulärer und molekularer Ebene konnten DNA-Schäden, Hemmung 

der Proteinbiosynthese, Hemmung der Atmung in Mitochondrien, Lipidoxidation und 

die Induktion von Apoptose nachgewiesen werden. 

Die Vielzahl an Effekten und eine hohe Halbwertszeit des Toxins im Serum 

unterstreichen die Bedeutung von OTA für die menschliche Gesundheit. 

Der mögliche Mechanismus, der für die Toxizität von OTA verantwortlich ist, konnte 

bisher nicht eindeutig aufgeklärt werden. Es steht zur Diskussion, dass entweder das 

OTA-Molekül selbst über Sekundärprozesse für die adversen Effekte verantwortlich ist, 

oder dass reaktive OTA-Metaboliten vorausgesetzt werden müssen, die durch einen 

oxidativen Metabolismus gebildet werden. 

Um das zytotoxische und genotoxische Potential von OTA eingehend zu 

charakterisieren, wurden permanente Zelllinien aus der Niere (IHKE, MDCK) und der 

Harnblase (5637), sowie primäre Epithelzellen aus der Harnblase (PUBEC) im 

Neutralrot-Test und Comet Assay, mit und ohne externes Metabolisierungs-System (S9-

Mix), eingesetzt. Dabei wurde der Einfluss der DNA-Reparatur untersucht und die 

Bedeutung der OTA-Aufnahme hinterfragt.  

Im Neutralrot-Test konnte gezeigt werden, dass das zytotoxische Potential von OTA in 

den primären PUBEC stärker war als in den verwendeten Zelllinien. Dem gegenüber 

wurden in MDCK-, IHKE- und 5637-Zellen mehr DNA-Schäden nachgewiesen, was 

auf eine effektivere DNA-Reparatur in PUBEC zurückgeführt werden konnte. 
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Ein Einfluss von S9-Mix und damit eine mögliche Metabolisierung von OTA auf die 

Zytotoxizität oder Genotoxizität von OTA konnte nicht beobachtet werden. 

Mit Hilfe von radioaktiv-markiertem OTA konnte gezeigt werden, dass neben 

Epithelzellen der Niere auch Epithelzellen der Blase in der Lage waren OTA zu 

akkumulieren. Unter neutralen und sauren pH-Bedingungen, sowie der Co-Inkubation 

mit Methotrexat im Comet Assay, konnte eine Beteiligung des Protonen-Dipeptid 

Kotransporters und des oatp-Transporters an der Aufnahme von OTA nachgewiesen 

werden. 

Im Hinblick auf eine potentielle Bioaktivierung von OTA wurde bestimmt, ob 

Polymorphismen der Fremdstoff-metabolisierenden Enzyme Cytochrom P450 1A2 

(CYP1A2), Glutathion-S-Transferase (GST) M1, T1, P1 und N-Acetyltransferase 2 

(NAT2) einen Einfluss auf die Ausprägung von DNA-Schäden haben. Es zeigte sich, 

dass Epithelzellkulturen aus humanen Harnleitern große interindividuelle Unterschiede 

in der Ausprägung von DNA-Schäden aufwiesen.  

Ein CYP1A2-Polymorphismus des Gewebespenders hatte keinen Einfluss auf die 

Genotoxizität, während Polymorphismen der GSTs und der NAT2 die Ausprägung der 

DNA-Schäden durch OTA modulierten.  

Die Ergebnisse dieser Studie deuten darauf hin, dass für die Ausprägung adverser 

Effekte eine Bioaktivierung von OTA nicht obligatorisch ist. Die Verwendung eines 

externen enzymatischen Metabolisierungssystems (S9-Mix) hatte weder Auswirkungen 

auf die Zytotoxizität noch auf die Genotoxizität von OTA.  

Auch die verschiedenen CYP1A2-Genotypen zeigten keinen Einfluss auf die 

Ausprägung von DNA-Schäden durch OTA. Der Genotyp der GSTs scheint hingegen 

das Ausmaß der Genotoxizität zu beeinflussen. Dieser Einfluss muss allerdings nicht 

gezwungenermaßen als Hinweis auf eine Bioaktivierung von OTA gewertet werden, da 

durch GSTs eine Protektion gegen den durch OTA-induzierten oxidativen Stress 

ermöglicht wird. Auch der Acetylierer-Status hatte einen Einfluss auf das Ausmaß des 

DNA-Schadens. In diesem Zusammenhang wäre die Bildung eines OTA-Glutathion-

Konjugates notwendig, das bisher allerdings noch nicht nachgewiesen wurde. 

Diese Resultate deuten darauf hin, dass OTA nicht notwendigerweise metabolisiert 

werden muss, um adverse Effekte zu induzieren, sondern eher über sekundäre 

Mechanismen wie z.B. eine Induktion von oxidativen Stress oder Lipidperoxidation 

wirkt. 
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8. Anhang 
 

Abb. 8-1: Einverständniserklärung für die Urologische Klinik 
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Abb. 8-2: Auswertebogen 

Restriktionsenzym mit Mutationstabelle für NAT 2 

PCR A PCR B 

Msp 1  Fok 1  Dde 1 Kpn 1 Taq 1 Dde 1 BamH 1 

 

wt mu wt mu wt mu wt mu wt mu wt mu wt mu 

Fragment- 
längen 
(bp) 

181 
168 
 93 

274 
168 

337 
105 

442 221 
163  
58 

189  
32  

163  
58 

424 
 135 

559 170 
226  
21  

142 

396 
 21  
142   

124 
 90  
345 

97   
27  
 90  
345   

515  
44 

559 

Probe gefundene DNA-Fragmente 

               

 

 

Abb. 8-3: Auswerteschablone 

 

Restriktionsenzym mit Mutationstabelle für NAT 2 

PCR A PCR B 

Msp 1  Fok 1  Dde 1 Kpn 1 Taq 1 Dde 1 BamH 1 

 

 

wt mu wt mu wt mu wt mu wt mu wt mu wt mu 
Fragment- 
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Allel Fragmentlängen-Kombination 
NAT2*4 X  X  X  X  X  X  X  
NAT2*5A X  X   O  O X  X  X  
NAT2*5B X  X   O  O X   O X  
NAT2*5C X  X   O X  X   O X  
NAT2*5D X  X   O X  X  X  X  
NAT2*5E X  X   O X   O X  X  
NAT2*6A X   O X  X   O X  X  
NAT2*6B X  X  X  X   O X  X  
NAT2*6C X   O X  X   O  O X  
NAT2*7A X  X  X  X  X  X   O 
NAT2*7B X   O X  X  X  X   O 
NAT2*12A X  X  X  X  X   O X  
NAT2*12B X   O X  X  X   O X  
NAT2*12C X  X  X   O X   O X  
NAT2*13 X   O X  X  X  X  X  
NAT2*14A  O X  X  X  X  X  X  
NAT2*14B  O  O X  X  X  X  X  
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Abb: 8-4: Humane NAT2 Allele (Stand 06.04.2001) 

Allel* Nukleotidaustaus Phänotyp 
NAT2*4 kein schnell 
NAT2*5A 341 T>C 

481 C>T 
langsam 

NAT2*5B 341 T>C 
481 C>T 
803 A>G 

langsam 

NAT2*5C 341 T>C 
803 A>G 

langsam 

NAT2*5D 341 T>C langsam  
NAT2*5E 341 T>C 

590 G>A 
langsam 

NAT2*6A 282 C>T 
590 G>A 

langsam 

NAT2*6B 590 G>A langsam 
NAT2*6C 282 C>T 

590 G>A 
803 A>G 

langsam 

NAT2*7A 857 G>A langsam 
NAT2*7B 282 C>T 

857 G>A 
langsam 

NAT2*12A 803 A>G schnell 
NAT2*12B 282 C>T 

803 A>G 
schnell 

NAT2*12C 481 C>T 
803 A>G 

schnell 

NAT2*13 282 C>T schnell 
NAT2*14A 191 G>A langsam 
NAT2*14B 191 G>A 

282 C>T 
langsam 

Quelle: http://www.louisville.edu/medschool/pharmacology/NAT.html 
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