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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

1.1 Allgemeiner Hintergrund zur Toxikologie des Tabakrauchens

1.1.1  Historische Aspekte zum Tabakrauchen

Die Tabakpflanze (Nicotiana spec.) ist in Amerika beheimatet, und ihr Gebrauch war urspriinglich auf
diesen Kontinent begrenzt. Archdologische Funde deuten darauf hin, dass die Mayas bereits im 1. Jh. v.
Chr. vermutlich zu kultischen Zwecken Tabakblatter rauchten (SLADE 1997, PROCTOR 2001). Die Tabak-
pflanze und ihre Anwendung in verschiedenen Formen, vor allem Schnupfen und Priemen, kamen mit
der Entdeckung Amerikas durch Columbus nach Europa und erfuhren eine rapide Ausbreitung in den
europaischen Landern und in der restlichen Welt (IARC 1986, HUBER & PANDINA 1997). Die Gewohnheit
des Rauchens von Tabak verbreitete sich jedoch erst Jahrhunderte spater, anfangs in héheren und
danach auch in niedrigeren gesellschaftlichen Schichten (HUBER & PANDINA 1997). Eine drastische Zu-
nahme Tabakkonsums kam in der zweiten Halfte des 19. Jh. als Folge der Massenproduktion von Ziga-
retten auf (IARC 1986, HUBER & PANDINA 1997). Zunachst waren es hauptsachlich Manner, die Zigaret-
ten rauchten. Erst Jahrzehnte spater begannen auch Frauen mit dem Rauchen (SAsco et al. 2004).
Heute werden Tabakprodukte von weltweit mehr als einer Milliarde Menschen konsumiert: ca. 250 Milli-
onen Frauen und anndhernd eine Milliarde Manner rauchen taglich (MACKAY & ERIKSEN 2002). Man
schatzt, dass weltweit 30 Millionen Menschen pro Jahr mit dem Rauchen beginnen und jahrlich mehr
als 10 Millionen an den Folgen des Tabakkonsums sterben werden, sofern nicht 20 Millionen aktuelle
Raucher sofort das Rauchen aufgeben (BOYLE et al. 2006).

Mit der Ausbreitung des Tabakgenusses auf immer groRere Bevélkerungsgruppen wurden zunehmend
adverse Effekte bei Tabakkonsumenten beobachtet (PROCTOR 2001). Ein Zusammenhang zwischen der
Entstehung von Tumoren durch den Gebrauch von Tabak wurde schon ab dem 18. Jh. dokumentiert.
Bereits 1761 warnte HILL vor der Entstehung von Nasentumoren im Zusammenhang mit der Anwen-
dung von Schnupftabak, und SOMMERING dokumentierte 1795 das gehaufte Auftreten von Lippenkrebs
bei Pfeifenrauchern. Im 19. Jh. wurde die Verbindung zwischen dem Genuss von Tabak und dem Auf-
treten &ulerlich sichtbarer Tumoren durch den Einsatz elementarer Statistik erforscht. Verbesserte
Untersuchungsmethoden durch neue Technologien haben es jedoch erst im 20. Jh. ermdglicht, ver-
schiedene, bis dahin selten diagnostizierte Tumorerkrankungen innerer Organe, wie z. B. der Lunge, zu
erfassen und den Zusammenhang zwischen Krebsentstehung und Tabakkonsum unter Verwendung
ausgereifter statistischer Methoden zu belegen (PROCTOR 2001). Heute ist anerkannt, dass der
Gebrauch von Tabakprodukten fiir die Krebsentstehung in verschiedenen Organen des Menschen ver-
antwortlich ist (IARC 1986, 2004). Das Rauchen stellt das am weitesten verbreitete Bindeglied zwischen
der Exposition gegentber bekannten Kanzerogenen und der Krebsmortalitat dar (HECHT 2003).
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1.1.2 Chemie des Zigarettenrauchs

Beim Rauchen von Tabak wird organisches Material unvollstandig verbrannt, und es entsteht ein Aero-
sol mit einem Gewicht von ca. 400 — 500 mg pro Zigarette, das ungefahr 5 x 10° Partikel pro Milliliter
enthalt (HOFFMANN et al. 1978). Die beim Abrauchen einer Zigarette gebildeten Verbrennungsprodukte
unterscheidet man in Haupt- und Nebenstromrauch. Ersterer entsteht wahrend des Zuges an der Ziga-
rette und wird inhalativ vom Raucher tber das Mundstiick aufgenommen. Nebenstromrauch bezeichnet
den Rauchanteil, der wahrend der Zugpausen beim Verglimmen des Tabaks gebildet und in die Umge-
bungsluft abgegeben wird (HOFFMANN & WYNDER 1997). Hauptstromrauch ist ein komplexes Aerosol aus
zwei Phasen, die man unter experimentellen Bedingungen voneinander trennen kann. Die Gasphase ist
willkirlich als die Fraktion des Rauchaerosols definiert, die durch einen Cambridge Glasfaserfilter
stromt. Der Rauchanteil, der auf diesem Filter festgehalten wird, stellt die Partikelphase dar. Mit Ge-
wichtsanteilen von 90 — 96% macht die Gasphase den groRten Anteil des Hauptsromrauches einer
filterlosen Zigarette aus (HOFFMANN & HOFFMANN 1997). Sie besteht vorwiegend aus Stickstoff (50 —
60%), Kohlendioxid (8 — 14%), Sauerstoff (10 — 15%) und Kohlenmonoxid (3 — 6%). Die partikulére
Masse macht nur ca. 4 — 9% des Zigarettenrauches aus (HOFFMANN et al. 1978). Wichtigste Bestand-
teile der Partikelphase sind Nikotin (0,2 — 0,6% des gesamten Rauches) und eine Vielzahl von Kan-
zerogenen, die jedoch nur einen verhaltnismaRig geringen Gewichtsanteil ausmachen (HOFFMANN et al.
2001). In Tab. 1 sind einige ausgewahlte Inhaltsstoffe des Zigaretten-Hauptstromrauches aufgeflinrt.

Tab. 1: Zigarettenrauch-Inhaltsstoffe im Hauptstromrauch pro abgerauchter Zigarette. Die Werte wurden entnommen aus
IARC 1986, 2004 und ROEMER et al. 2004 und sind in dieser Tabelle zusammengefasst worden.

Zigarettenrauch-Inhaltsstoff Mit Filter Ohne Filter

pro abgerauchter Zigarette yultralow tar“ ,lowtar”  ,full flavor*  ,full flavor*
Teer mg 16-55 84-118 1,4-145 ' 145-23,1
Nikotin mg 02-05 0,8-1,0 1,1 1-2,3
Formaldehyd Mg 3,7-95 16,1-231 293-755 | 48,1-100
Acrylnitril Mg 2,1-57 92-135 136-153 19,6
Benzol Mg @ 144-259 312-525 52,0-589 20 -57,2
2-Naphthylamin ng 1,5-47 59-96 3,5-87 1,7-22
2-Toluidin ng 86-287 470-66,6 426-70,6 32 -160
4-Aminobiphenyl ng 0,3-08 1,3-18 0,7-17 23-46
Benz[a]anthracen ng 2,6-6,5 94-16,7 146-1727 20-70
Benzo[a]pyren ng 1,5-38 6,0-9,3 81-95 14,5-40
Dibenz[a,h]anthracen ng <0,6 0,7-1,2 1,1-13 1,8-4
Dimethylnitrosamin ng < 5,00 <50 41-152 94-76
N-Nitrosonornikotin (NNK) ng 29-83 111 -196 43 -196 200 - 3000
4-(Methylnitrosamino)-1- ng 126-564 86,1-1312 80,4-128,1 80-770

(3-pyridyl)-1-butanon (NNN)
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Bis 1996 waren im Hauptstromrauch von Zigaretten ca. 4.800 Substanzen identifiziert worden (GREEN &
RobGMAN 1996). Unter diesen sind allein mindestens 70 bekannte Kanzerogene (IARC 1986, SMITH et
al. 1997, 2000, 2001, HOFFMANN et al. 2001). Sie bilden das Verbindungsglied zwischen Nikotin-Abhan-
gigkeit und der Entstehung von Krebs (HECHT 1999). Nikotin selbst ist nicht krebserregend. Allerdings ist
es flr die Abhangigkeit verantwortlich und damit dafir, dass Raucher mit jeder Zigarette eine Vielzahl
von kanzerogenen Stoffen zu sich nehmen. Die Art des Rauchens und die Gesamtzahl taglich ge-
rauchter Zigaretten bestimmen hierbei die Aufnahmemenge von Nikotin und auf diese Weise auch die
Menge von krebserzeugenden Zigarettenrauch-Inhaltsstoffen, die inhaliert werden (DJORDJEVIC et al.
1997).

Zu den Hauptklassen der im Zigarettenrauch vertretenen kanzerogenen Substanzen geh6ren polyzykli-
sche aromatische Kohlenwasserstoffe, Nitrosamine, aromatische Amine, heterozyklische Amine,
Aldehyde und verschiedene andere organische sowie anorganische Verbindungen (IARC 1986,
HOFFMANN & HOFFMANN 1997). In Abb. 1 sind beispielhaft einige krebserregende organische Verbindun-
gen verschiedener Substanzklassen dargestellt.

Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe

Benz[a]anthracen Benzo[a]pyren Dibenz[a,h]anthracen

Aromatische Amine

NH,
NH, CHs

4-Aminobiphenyl 2-Naphthylamin 2-Toluidin
0
. . v
Nitrosamine 0 1}1/
N
ch\ T \CHs
ON—N=0 |
Dimethylnitrosamin N-Nitrosonornikotin 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-
1-butanon

Andere organische Verbindungen

H
H2C=C_CN CH2:0 O

Acrylnitril Formaldehyd Benzol

Abb. 1: Strukturformeln karzinogener organischer Verbindungen, die im Zigarettenrauch vorkommen.
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1.1.3 Metabolische Aktivierung von Tabakrauch-Kanzerogenen

Die meisten Zigarettenrauch-Kanzerogene sind in ihrer urspriinglichen Form chemisch inert (HECHT
2003). Nach der Verteilung im Organismus und der metabolischen Aktivierung dieser Prokanzerogene
zu genotoxischen Zwischenprodukten konnen sie jedoch mit zellularen Makromolekilen, wie Proteinen
oder Nukleinsauren, reagieren (GUENGERICH & SHIMADA 1991). Eine zentrale Rolle bei dieser Aktivierung
spielen fremdstoffmetabolisierende Enzyme, deren Aufgabe darin besteht, die Akkumulation von
Fremdstoffen im Organismus zu verhindern. Lipophile Substrate werden Uber enzymkatalysierte
Reaktionen in hydrophilere Produkte umgewandelt, um sie besser ausscheidbar zu machen. Der
Hauptanteil des Fremdstoffmetabolismus findet in der Leber statt. Aber auch andere Organe sind
aufgrund ihrer Ausstattung mit entsprechenden Enzymen metabolisch kompetent.

In einer ersten enzymatischen Reaktion (Phase |) werden im Fremdstoff durch Oxidation, Reduktion
oder Hydrolyse funktionelle Gruppen eingefligt oder freigegeben. Nach diesem Schritt katalysieren
verschiedene Transferasen die Konjugation des funktionalisierten Fremdstoffes (Phase II) mit einem
endogenen Substrat, wie z. B. mit Glutathion, Glucuronsaure, Acetyl- oder Sulfonylgruppen. Hierdurch
wird die Wasserldslichkeit noch weiter erhoht, und die Substanz kann renal oder bilidr ausgeschieden

werden.

Wichtige Vertreter der Phase | sind die Enzyme der Cytochrom P450 Superfamilie (CYP). Sie
katalysieren den Transfer eines Sauerstoffatoms auf einen Fremdstoff (GUENGERICH 2001). Durch die
CYP Enzyme wird jedoch nicht immer die Toxizitat des Fremdstoffes reduziert, sondern sie kann
deutlich erhoht werden, wenn als Folge der Oxidation reaktive elektrophile Zwischenprodukte
entstehen, die Addukte mit zellularen MakromolekUlen bilden (LANG & PELKONEN 1999). Werden diese
nicht durch Reparaturmechanismen entfernt, kann es darauf folgend zur Entstehung von Mutationen
und zur Initiation der Kanzerogenese kommen. Mutationen in Tumorsuppressorgenen oder Proto-
Onkogenen, die einen Verlust der Kontrolle zellularer Regelkreisldufe, welche eine normale
Zellproliferation und die zelluldare Homdostase steuern, zur Folge haben, sind hierbei von zentraler
Bedeutung (HANAHAN & WEINBERG 2000).

Die Balance zwischen der metabolischen Aktivierung von prokanzerogenen Stoffen zu DNA-reaktiven
Metaboliten und ihrer Detoxifizierung, meistens durch Enzyme der Phase Il, hat einen wichtigen Einfluss
auf das Krebsrisiko. Im Folgenden wird beispielhaft die metabolische Aktivierung von einigen
Prokanzerogenen, die im Zigarettenrauch vorkommen, erlautert.
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Metabolische Aktivierung von polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen am Beispiel
von Benzo[a]pyren

Benzo[a]pyren (B[a]P) wurde von COOPER et al. (1954) als erster karzinogener polyzyklischer aromati-
scher Kohlenwasserstoff (PAK) im Zigarettenrauch identifiziert. Es ist der vermutlich bestuntersuchte
Vertreter der PAK und gilt als Modellsubstanz fiir diese Stoffklasse (PHILIPS 1983). B[a]P ist chemisch
inert und muss metabolisch aktiviert werden, um seine karzinogene Wirkung entfalten zu kdnnen (SiMs
et al. 1974). Der im Folgenden beschriebene Weg zur metabolischen Aktivierung von Benzo[a]pyren
(Abb. 2) stellt nur einen kleinen Ausschnitt aus dem ansonsten sehr komplexen Metabolismus dar
(GELBOIN 1980, CONNEY 1982).

&j—' § O‘O e o
(+ GSH)

EH

T T
OH' N
HO

CYP

DNA-Addukte

‘!N\\\\\\ 0 iil'iiln GsT |
x —  Enlgiftung
| (+ GSH)
Protein-Addukte <¢———— OH 7

HO

Abb. 2: Stark vereinfachter Ausschnitt aus dem Metabolismus von Benzo[a]pyren. Verwendete Abkirzungen: CYP —
Cytochrom P450 Enzyme, EH - Epoxidhydrolase, GSH - Glutathion, GST - Glutathion-S-Transferase.

Der erste Schritt der metabolischen Aktivierung von Benzo[a]pyren (Abb. 2) besteht in einer Oxidation
an der 7,8-Position, die durch Cytochrom P450 1A1 oder 1B1 (CYP1A1 bzw. CYP1B1) vermittelt wird.
Das entstandene Benzo[a]pyren-7,8-epoxid kann entweder durch Glutathion-S-Transferasen (GST) mit
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Glutathion (GSH) konjugiert und ausgeschieden oder durch eine Epoxidhydrolase (EH) zu B[a]P-7,8-
diol hydrolysiert werden. Dieses wiederum bildet ein Substrat fir CYP Isoenzyme (z.B. CYP1A1, 1B1
und 3A4), die in einem weiteren oxidativen Schritt die Umsetzung zum Benzo[a]pyren-7,8-diol-9,10-
epoxid katalysieren (THAKKER et al. 1976, BUENING et al. 1978). Dieser Metabolit ist hochreaktiv und
kann mit zellularen MakromolekUlen reagieren. Benzo[a]pyren-7,8-diol-9,10-epoxid bindet bevorzugt an
der exozyklischen Aminogruppe des Desoxyguanosins (WEINSTEIN et al. 1976). Durch diese Addukte
entstehen Mutationen, z. B. im Tumorsuppressorgen p53, bei denen es sich vorwiegend um G<C —
T+A Transversionen handelt (EISENSTADT et al. 1982, RUGGERI et al. 1993).

Metabolische Aktivierung von Nitrosaminen am Beispiel von Dimethylinitrosamin

Als erstes Nitrosamin im Zigarettenrauch wurde Dimethylnitrosamin (DMN), ein fllichtiges Nitrosamin,
nachgewiesen (RHOADES & JOHNSON 1972). Zur Bildung eines reaktiven, karzinogenen Zwischenpro-
dukts muss DMN, wie andere Nitrosamine auch, metabolisch aktiviert werden (MONTESANO & MAGEE
1970). Dies geschieht (iber eine a-C-Hydroxylierung (Abb. 3), die z. B. durch das Cytochrom P450 2E1
(CYP2E1) katalysiert wird (YANG et al. 1990). Der entstandene Metabolit ist instabil und zerfallt in einer
spontanen Reaktion unter Abspaltung von Formaldehyd zu Monomethylinitrosamin. In weiteren Reaktio-
nen entstehen Methyldiazohydroxid und letztendlich ein Carbenium-lon, das dulerst reaktiv ist und die
DNA alkyliert.

H
c=0
H
(IJH
HaC H,C j H
N CYP AN N
—N= —b. —N= —_N=
/N N=0 /N N=0 /N N=0
HaC HaC HaC

DNA-Bindung <————— CHy’ 47 H3;C—N=N—O0H

OH N,

Abb. 3: Metabolische Aktivierung von Dimethylnitrosamin (modifiziert nach EISENBRAND & KOHL 1997). Verwendete Abkur-
zung: CYP - Cytochrom P450 Enzyme
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Metabolische Aktivierung einer organischen Substanz mit aktivierter Doppelbindung am Beispiel
von Acrylnitril

Acrylnitril, ein Bestandteil des Hauptstromrauches von Zigaretten (BYRD et al. 1990, DARRALL et al.
1998), wird im Menschen Uber zwei konkurrierende Reaktionswege metabolisiert (Abb. 4). Der eine
flhrt Gber die direkte Konjugation des Acrylnitrils mit Glutathion (GSH) durch Glutathion-S-Transferasen
(GST) zur Entgiftung und Ausscheidung im Urin. Der andere Weg hingegen flhrt Gber oxidativen Meta-
bolismus durch das Cytochrom P450 2E1 (CYP2E1) zur metabolischen Aktivierung von Acrylnitril zum
2-Cyanoethylenoxid (WHYSNER et al. 1998, LEONARD et al. 1999). Dieses Epoxid ist sehr reaktiv und
kann Addukte mit Nukleinsduren oder zellularen Proteinen bilden (GUENGERICH et al. 1981, PETER et al.
1983). Es wird angenommen, dass 2-Cyanoethylenoxid fir die Genotoxizitat von Acrylnitril verantwort-
lich ist (REclo & SkopPek 1988). Das reaktive 2-Cyanoethylenoxid ist ein Substrat fir Glutathion-S-
Transferasen. Nach der Konjugation des Epoxids mit GSH kommt es zur Abspaltung des toxischen
Cyanids. Dieses kann enzymatisch in Thiocyanat umgewandelt und im Urin ausgeschieden werden.
Insgesamt entstehen durch den oxidativen Pfad viele verschiedene Metaboliten, von denen ein sehr
groRer Teil im Urin ausgeschieden wird.

H,C=CH—CN ——— Protein-Addukte

GST, CYP
(+ GSH
0O

A > DNA-Addukte
G—S—H,C—CH,—CN H,C—CH—CN
T :
¢ aST Protein-Addukte

¢ (+ GSH)

N Rhodanese Entgiftung

G—S—H,C—CHOH

;
;

Entgiftung

Abb. 4 : Vereinfachtes Schema zur metabolischen Aktivierung von Acrylnitril (modifiziert nach THIER et al. 2000). Verwen-
dete Abkiirzungen; CYP — Cytochrom P450 Enzyme, GSH - Glutathion, GST - Glutathion-S-Transferase.
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1.2  Harnblasenkrebs

1.2.1  Allgemeines zum Harnblasenkrebs

Harnblasenkrebs ist die flnfthdufigste Krebserkrankung in der westlichen Welt mit jahrlich 336.000
neuen Krebs- und 132.000 Sterbefallen (PARKIN et al. 2001). In Deutschland erkranken pro Jahr ca.
25.950 Menschen an einer ,bdsartigen Neubildung der Harnblase®, wobei Manner 2,5 Mal so haufig
betroffen sind wie Frauen (KREBS IN DEUTSCHLAND 2006). Bei der tUberwiegenden Anzahl der Harnbla-
senkrebserkrankungen handelt es sich histomorphologisch um Ubergangszellkarzinome (95%), die vom
Urothel ausgehen. Weniger als 5% der Tumoren sind Plattenepithel- und Adenokarzinome (RUBBEN &
07110 2001).

Blasenkrebs wurde als erste Tumorerkrankung des Menschen mit bestimmten Chemikalien als Ausloser
in Verbindung gebracht. Vor allem die berufliche Exposition gegentiber aromatischen Aminen ist in Be-
zug auf die Induktion von Blasenkrebs von zentraler Bedeutung. Weitere Risikofaktoren sind der
Gebrauch von arsenhaltigem Trinkwasser, chronische Harnwegsinfektionen mit Schistosoma-Spezies,
die Strahlentherapie von an die Harnblase angrenzenden Organen, die therapeutische Verwendung
alkylierender Substanzen und das Zigarettenrauchen (JOHANSSON & COHEN 1997). Im Jahr 1986 wurde
das Tabakrauchen von der Internationalen Agentur flir Krebsforschung (International Agency for
Research on Cancer, IARC) als wichtigster nicht-arbeitsplatzbezogener Risikofaktor fir die Entstehung
von Harnblasenkrebs evaluiert (IARC 1986).

1.2.2 Risikofaktor aromatische Amine

Der Zusammenhang zwischen der Entstehung von Harnblasenkrebs und der beruflichen Exposition
gegenuber aromatischen Aminen ist schon seit langem bekannt. Bereits 1895 publizierte REHN eine
Arbeit (iber das Auftreten von ,Blasengeschwiilsten” bei Arbeitern einer Fuchsin-Fabrik. Urspriinglich
wurde diese Art von Tumoren als Anilinkrebs bezeichnet. Doch es stellte sich heraus, dass nicht Anilin,
sondern Verunreinigungen mit 2-Naphthylamin fir den gefundenen Effekt verantwortlich waren. Spater
konnten neben 2-Naphthylamin auch andere aromatische Amine, wie Benzidin und 4-Aminobiphenyl,
als verantwortliche Substanzen fiir das hohe Blasenkrebsvorkommen bei Arbeitern in der chemischen
Industrie identifiziert werden (CASE et al. 1954).

Wie viele andere krebserregende Substanzen missen auch aromatische Amine zunéchst metabolisch
aktiviert werden, um mit zellularen Markomolekilen interagieren zu kdnnen. Die Hypothese, wie aroma-
tische Amine zur Entstehung von Harnblasenkrebs beim Menschen flihren, ist in Abb. 5 flr die
bekanntermalen beim Menschen blasenkrebserzeugende Verbindung 4-Aminobiphenyl (IARC 1972,
1987) schematisch aufgezeigt und wird im Folgenden beschrieben.
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Abb. 5: Ausschnitt der Biotransformation von 4-Aminobiphenyl bei der Entstehung von Harnblasenkrebs (modifiziert nach
KADLUBAR & BADAWI 1995)

Nach seiner Aufnahme in den Organismus wird 4-Aminobiphenyl (4-ABP) in der Leber Uber zwei kon-
kurrierende Reaktionswege verstoffwechselt. Die metabolische Aktivierung des Arylamins erfolgt iber
eine Cytochrom P450 1A2 (CYP1A2) katalysierte N-Hydroxylierung (BUTLER et al. 1989). Durch die
N-Acetyltransferase 2 (NAT 2) wird das Arylamin detoxifiziert (HEIN 1988). Der N-hydroxylierte Metabolit
gelangt entweder direkt in die Blutzirkulation, wo bereits ein groer Anteil des reaktiven Zwischenpro-
dukts kovalent an Hamoglobin bindet (GREEN et al. 1984, BRYANT et al. 1987), oder aber das
N-Hydroxy-4-Aminobiphenyl wird in der Leber Gber UDP-Glucuronosyltransferasen (UGT) mit Glucuron-
saure konjugiert (KADLUBAR et al. 1977). Beide Metaboliten werden (iber das Blut zur Niere transportiert
und uber renale Filtration in den Harn ausgeschieden. Im sauren Milieu des Blasenlumens kann der
glucuronidierte Metabolit hydrolysiert und das N-Hydroxylamin wieder freigesetzt werden (KADLUBAR et
al. 1977, PoupPko et al. 1979). Durch Protonierung des N-Hydroxylamins entsteht ein hochreaktives
Nitrenium-lon, das nach Aufnahme in Urothelzellen DNA-Addukte bilden kann. Dartiber hinaus besteht
die Méglichkeit, dass das N-Hydroxylamin direkt von der Blasenmucosa aufgenommen und in den Epi-
thelzellen durch eine O-Acetylierung weiter metabolisiert wird. Diese Reaktion wird die N-Acetyltrans-
ferase 1 (NAT 1) katalysiert und filhrt zur Entstehung eines N-Acetoxyarylamins. Dieses kann bei
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seinem Zerfall ebenfalls starke Elektrophile bilden, die an die DNA binden und so Mutationen auslosen,
die letztendlich zur Krebsentstehung fiihren konnen.

1.2.3 Risikofaktor Zigarettenrauchen

Verschiedene epidemiologische Studien belegen den Zusammenhang zwischen dem Zigarettenrauchen
und der Entstehung von Harnblasenkrebs fur beide Geschlechter in verschiedenen Landern (DOLIN
1991; BRENNAN et al. 2000, 2001). Das Rauchen ist fiir Manner mit einem 2- bis 4-fach und fiir Frauen
mit einem 1,5- bis 2,5-fach erhdhten Risiko assoziiert, an Blasenkrebs zu erkranken (DOLIN 1991).
Sowohl flir die Intensitat und Dauer des Rauchens als auch flr den lebenslangen Konsum von Tabak
wurden Dosis-Wirkungsbeziehungen nachgewiesen (DOLIN 1991). Interessanterweise wurde beobach-
tet, dass das Blasenkrebsrisiko mit der Anzahl taglich gerauchter Zigaretten bis zu einem Schwellenwert
von maximal 15 — 20 Zigaretten pro Tag steigt, nicht jedoch dartber hinaus. Eine sofortige Reduktion
dieses Risikos wurde fiir ehemalige Raucher beobachtet: Bereits nach 1 — 4 Jahren Rauchabstinenz
war das Krebsrisiko um tber 30% und nach 25 Jahren um Uber 60% reduziert (BRENNAN et al. 2000,
2001). Von den Harnblasenkrebsfallen in Europa sind bei Mannern 66% (BRENNAN et al. 2000) und bei
Frauen 30% auf das Rauchen zurtickzuflinren (BRENNAN et al. 2001).

Obwohl der Zusammenhang zwischen der Harnblasenkrebsentstehung bei Menschen durch das Rau-
chen epidemiologisch belegt ist, weill man bis heute nicht, welche der vielen krebserzeugenden Sub-
stanzen im Tabakrauch fir diesen blasenspezifischen Effekt verantwortlich sind und in welchem
Ausmal. In Bezug auf die chemisch induzierte Harnblasenkarzinogenese des Menschen ist der Zu-
sammenhang mit aromatischen Aminen, vermutlich in Verbindung mit dem saueren pH des Urins,
besonders gut verstanden (ROTHMAN et al. 1997, SARKAR et al. 2002). Arylamine kommen daher als
potentielle Kandidaten fiir den harnblasenspezifischen karzinogenen Effekt durch das Zigarettenrau-
chen in Betracht (BELAND & KADLUBAR 1986).

1.2.3.1 Aromatische Amine im Zigarettenrauch

Aromatische Amine sind Bestandteile des Zigarettenhaupt- und Nebenstromrauches (PARTIANAKOS &
HOFFMANN 1979, PIERACCINI et al. 1992, LUCERI et al. 1993, STABBERT et al. 2003). Als erste Arylamine
wurden 1- und 2-Naphthylamin im Tabakrauch nachgewiesen (HOFFMANN et al. 1969). Unter den bis
heute im Zigarettenrauch identifizierten aromatischen Aminen sind zwei bekanntermafen und zwei
wahrscheinlich krebserzeugend im Menschen. Hierbei handelt es sich um 4-Aminobiphenyl und
2-Naphthylamin bzw. 2-Toluidin und 2,6-Dimethylanilin (IARC 1986, SmiTH et al. 1997, 2001, HOFFMANN
et al. 2001). Obwohl ihre Konzentrationen im Zigarettenhauptstromrauch relativ gering sind (siehe
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Tab. 1), deuten einige Befunde darauf hin, dass Arylamine eine wichtige Rolle bei der Harnblasenkrebs-
entstehung durch das Rauchen spielen.

Der Tabakrauch von Zigaretten aus dunklem Tabak enthalt mindestens anderthalb Mal so viele aroma-
tische Amine als der aus hellem Tabak (PARTIANAKOS & HOFFMANN 1979, LUCERI et al. 1993). In einigen
epidemiologischen Studien zur Untersuchung von humanem Harnblasenkrebs wurde daher zwischen
Rauchern von hellem (blondem) rauchfanggetrocknetem und dunklem luftgetrocknetem Tabak unter-
schieden. Hierbei zeigte sich, dass das Risiko, an Harnblasenkrebs zu erkranken, um den Faktor 2 bis 3
fir diejenigen Raucher erhoht war, die bevorzugt Zigaretten aus dunklem Tabak rauchten (VINEIS 1991).
BARTSCH et al. (1993) fanden dariiber hinaus 1,5 Mal mehr 4-ABP-Hamoglobin-Addukte im Blut der
Raucher von dunklem Tabak, und ihr Urin enthielt um den Faktor 1,8 mehr Mutagene als der Urin von
Rauchern blonden Tabaks. Das allgemein deutlich erhohte Vorkommen von 4-Aminobiphenyl-Hamo-
globin-Addukten im Blut von Rauchern gegentber dem Blut von Nichtrauchern wurde auch ohne Unter-
scheidung zwischen den gerauchten Tabaksorten in mehreren Studien beschrieben (PHILIPS 2002) und
spiegelt die erhohte Exposition von Rauchern im Vergleich zu Nichtrauchern gegen dieses Karzinogen
wider. Eine Korrelation von 4-ABP-Hamoglobin- und 4-ABP-DNA-Addukten in exfoliierten Urothelzellen
mit der Anzahl gerauchter Zigaretten sowie der Mutagenitat des Urins und DNA-Addukt-Mengen in
exfoliierten Urothelzellen von Rauchern wurden von TALASKA et al. (1991) beschrieben.

Ein weiterer wichtiger Faktor in Bezug auf Harnblasenkrebsentstehung ist der Polymorphismus der
N-Acetyltransferase 2 (NAT 2), einem Enzym der Phase Il. Die N-Acetylierung von 4-Aminobpihenyl
durch die NAT 2 wird als Detoxifizierungsschritt angesehen. Diese enzymatische Reaktion steht in
direkter Konkurrenz zur N-Hydroxylierung (siehe Abb. 5, Seite 9). Je schneller das Arylamin acetyliert
wird, desto weniger Substrat steht flr eine N-Hydroxylierung Uber CYP1A2 zur Verfligung. Fir den
Phanotyp des ,Jangsamen Acetlyierers® ist der NAT 2 Polymorphismus ein eindeutiger Risikofaktor, an
Blasenkrebs zu erkranken (HEIN et al. 2000, GOLKA et al. 2002, HEIN 2002).

1.2.3.2 Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe im Zigarettenrauch

Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) entstehen bei unvollstandiger Verbrennung orga-
nischen Materials und sind daher ubiquitér vorhanden. Von den bislang im Haupt- und Nebenstrom-
rauch von Zigaretten identifizierten polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen wurden zehn von
der IARC als wahrscheinlich im Menschen krebserzeugend eingestuft (IARC 1986, SMITH et al. 2000,
2001, HoFFMANN et al. 2001).

Aus verschiedenen epidemiologischen Studien zum Zusammenhang zwischen beruflicher Exposition
gegeniber polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen und einem erhdhten Harnblasenkrebsri-
siko liegen Hinweise darauf vor, dass PAK mdglicherweise kanzerogen fiir das Urothel sind (BONASSI et
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al. 1989, MASTRANGELO et al. 1996, PeScH et al. 2000). Da diese Substanzklasse auch im Zigaretten-
rauch vertreten ist, besteht die Moglichkeit, dass Substanzen dieser Klasse an der Entstehung von Bla-
senkrebs durch Tabakrauchen beteiligt sein konnen. Im Vergleich mit den aromatischen Aminen (siehe
1.2.3.1) sind die metabolischen Aktivierungs- und Detoxifizierungspfade fiir PAK in Bezug auf die
Harnblasenkanzerogenese jedoch weniger klar (KADLUBAR & BADAWI 1995).

Ein wichtiger Faktor in Bezug auf das Blasenkrebsrisiko bei Zigarettenrauchern stellt der Enzympoly-
morphismus der Glutathion-S-Transferase M1 (GSTM1) dar. Der Zusammenhang zwischen dem Fehlen
dieses Enzyms (GSTM1 0/0 Genotyp) und einem erhohten Risiko an Harnblasenkrebs zu erkranken
wurde mehrfach in der Literatur beschrieben. Im Jahr 2000 wurde von JOHNS und HOULSTON eine Meta-
Analyse von 15 Fall-Kontroll-Studien durchgefiihrt, um diesen beschriebenen Einfluss zu Uberprifen.
Die Zusammenfassung dieser Daten ergab, dass im Zusammenhang mit GSTM1-Defizienz ein erhéh-
tes Risiko besteht, an Harnblasenkrebs zu erkranken (mit einem Odds Ratio von 1,53 und einem 95%
Konfidenzintervall von 1,28 — 1,84). Die Glutathion-S-Transferase M1 spielt eine wichtige Rolle in der
Detoxifizierung von Epoxiden, die als Zwischenprodukte der metabolischen Aktivierung von polyzykli-
schen aromatischen Kohlenwasserstoffen entstehen. Das erhdhte Harnblasenkrebsrisiko durch das
Fehlen der Glutathion-S-Transferase M1 kdnnte demnach mdglicherweise auf diese Substanzklasse
zurlickzufuhren sein. Die reaktiven Metaboliten aus dem Metabolismus von PAK kénnen DNA-Addukte
bilden (siehe 1.1.3), die ohne DNA-Reparatur zur Anhaufung von Mutationen in den Urothelzellen und
letztendlich zur Initiation der Kanzerogenese fiihren kdnnen.

1.3 Verbundprojekt zur Untersuchung von Wirkungen des Zigaretten-
rauchs auf das Harnblasenepithel

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen des Internationalen Graduiertenkollegs ,Molceular
Mechanisms of Food Toxicology“in der Heinrich-Heine-Universitat ausgefuhrt und war Teil eines Ver-
bundprojektes zwischen dem Institut fir Arbeitsphysiologie an der Universitat Dortmund (IfADo) und
dem Max-Planck-Institut fir molekulare Physiologie (MPI) in Dortmund. In diesem Rahmen sollte ein
experimentelles in vitro Testsystem, basierend auf primaren Urothelzellen, zum Nachweis der genotoxi-
schen Wirkung ausgewahlter Zigarettenrauch-Inhaltsstoffe etabliert werden (Abb. 6). Ziel dieses Projek-
tes war es, Genexpressionsprofile fir bestimmte Substanzklassen zu generieren und mit klassischen
genotoxischen Endpunkten zu korrelieren, um eine Vorhersage genotoxischer und karzinogener Wir-
kungen flir das Harnblasenepithel zu ermdglichen. Genotoxische Wirkungen ausgewahlter Substanzen,
die im Zigarettenrauch vorkommen, wurden einerseits im Rahmen der vorliegenden Arbeit, und ande-
rerseits von Dr. Claudia Behm (Postdoktorandin am IfADo) untersucht. Als Endpunkte wurden die
Induktion von DNA-Strangbriichen und das Entstehen von Mikrokernen in Einzelzellen gemessen. Die
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Verénderung der Expression ausgewahlter Gene, die z. B. fr fremdstoffmetabolisierende Enzyme oder
fir an der Signaltransduktion beteiligte Proteine codieren, wurde im Rahmen des Verbundprojektes von
den Postdoktoranden Dres. Alexandra Kutz und Alexander Wolf (MPI) mittels quantitativer Echtzeit-
Reverser Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-RT-PCR) untersucht.

Zellisolierung
Zellkultur
Inkubationsexperimente £
Kontrollzellen behandelte Zellen
in vitro Toxikologi'e molekulare"l'oxikologie
ZytOtOXIthat ) ~ s ~
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Abb. 6: Methodische Aufgabenverteilung im Rahmen des Verbundprojekts zwischen dem IfADo und dem MPI zur Etablie-
rung eines in vitro Testsystems zum Nachweis genotoxischer Wirkungen von Zigarettenrauch-Inhaltsstoffen.

1.3.1  Das benutzte Zellkulturmodell

Obwohl die chemische Zusammensetzung des Tabakrauchs mit mindestens 70 Kanzerogenen (IARC
1986, SMITH et al. 1997, 2000, 2001, HoFFMANN et al. 2001) heute weitestgehend bekannt ist (GREEN &
RobGMAN 1996), weil® man nicht, welche dieser Komponenten in welchem Ausmal an der Urothel-Kan-
zerogenese beteiligt sind. In ihrer urspringlichen Form sind viele dieser Tabakrauch-Kanzerogene nicht
reaktiv (HECHT 2003). Nach metabolischer Aktivierung kénnen sie jedoch mit zellularen Makromolekulen
wie der DNA reagieren (GUENGERICH & SHIMADA 1991). Im Gegensatz zur allgemein vorherrschenden
Meinung, das Urothel sei ein passives Ziel fiir reaktive Metaboliten hepatischen Ursprungs, konnte fiir
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den Menschen und fiir verschiedene Tierspezies gezeigt werden, dass Urothelzellen (iber eine entspre-
chende Ausstattung mit fremdstoffmetabolisierenden Enzymen verfligen (GUHE et al. 1996, IMAOKA et all.
1997, BRAUERS et al. 2000, Roos et al. 2006) und dass sie selbst in der Lage sind, Prokanzerogene
metabolisch zu aktivieren (AUTRUP et al. 1981, LANGENBACH et al. 1981, STONER et al. 1982, IMAOKA et
al. 1997, DEGEN et al. 2004).

Im Rahmen des Verbundprojektes, in welches die vorliegende Arbeit eingebettet war, wurde mit Primar-
zellkulturen aus der Harnblase gearbeitet, um genotoxische Wirkungen von Zigarettenrauch-Inhalts-
stoffen auf das Harnblasenepithel zu untersuchen. Der Vorteil von Primérkulturen liegt darin, dass diese
Zellen noch Uber einige Zeit (mehrere Tage bis Wochen) die Eigenschaften wie im intakten Organismus
beibehalten, aus dem sie zur Kultivierung frisch entnommen wurden. Da die Verfugbarkeit von primaren
humanen Urothelzellen in ausreichender Menge und Qualitét ein Problem darstellt, wurde mit Epithel-
zellen aus Schweineharnblasen, PUBEC (,porcine urinary bladder epithelial cells®), gearbeitet. Dieses
Zellkulturmodell wurde 1994 von GUHE und FOLLMANN entwickelt und hinsichtlich physiologischer Zell-
funktionen und metabolischer Kompetenz charakterisiert (GUHE & FOLLMANN 1994, GUHE et al. 1996,
MAHLER et al. 1998, FOLLMANN et al. 2000, DEGEN et al. 2004). Aufgrund der Ausstattung von PUBEC
mit fremdstoffmetabolisierenden Enzymen, deren Aktivitaten tUber mehrere Wochen in Kultur erhalten
bleiben (GUHE et al. 1996), ist dieses Modell geeignet, genotoxische und biochemische Priméareffekte
von Tabakrauch-Inhaltsstoffen direkt in Zellen des Zielorgans zu untersuchen. Die Verwendung von
PUBEC bietet zudem einige Vorteile: Zum einen ist das Schwein mit dem Menschen physiologisch na-
her verwandt als die gangigen Versuchstiere Ratte und Maus. Dariber hinaus handelt es sich bei
Schweineharnblasen um Abfallprodukte der kommerziellen Fleischverarbeitung, was das Téten von
Tieren zu Versuchszwecken unndtig macht (GUHE & FOLLMANN 1994).

1.3.2 Die Modellsubstanzen

Da bislang nicht geklart ist, welche Substanzen im Zigarettenrauch durch genotoxische Wirkungen im
Urothel an der blasenspezifischen Krebsentstehung beteiligt sind, wurden im Rahmen des Verbund-
projektes Kanzerogene unterschiedlicher Stoffklassen untersucht. Wie bereits ausgeflihrt, scheinen
insbesondere aromatische Amine und polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe einen wichtigen
Einfluss auf die systemische Induktion von Harnblasenkrebs durch das Tabakrauchen zu haben (siehe
1.2.3.1 und 1.2.3.2). Weitere relevante Information leitet sich von der chemischen Natur der Addukte am
N-Terminus des Hamoglobins ab, die gehauft bei Rauchern vorkommen. Im Speziellen sind dies
N-Methylvalin- und N-(2-Cyanoethyl)valin-Hdmoglobin-Addukte, die wahrscheinlich auf die Substanzen
Dimethylnitrosamin bzw. Acrylnitril zurlckzufihren sind (THIER et al. 1999, 2000, 2001).
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Im Tabakrauch findet man drei Gruppen von Nitrosaminen, die wahrend der Verarbeitung des Tabaks
und wahrend des Rauchens entstehen: fllichtige, nicht-fliichtige und tabakspezifische Nitrosamine
(IARC 1986). Letztere kommen ausschlielich in Tabakprodukten vor. Und zwar findet man sie nicht nur
im Rauch, sondern bereits auch in groRen Mengen in unverbrannten Tabakprodukten. Tabakspezifische
Nitrosamine entstehen bereits wahrend der Weiterverarbeitung von Tabakblattern (Fermentation und
Trocknungsprozessen) durch Nitrosierung von Nikotin (IARC 1986). Beispiele fiir diese Gruppe der
Nitrosamine sind 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanon (NNN) und N-Nitrosonornikotin (NNK).
Sie werden vor allem mit der Entstehung von Lungenkrebs in Verbindung gebracht (HECHT 2003).
FlGchtige Nitrosamine hingegen konnten eine Rolle bei der Harnblasenkrebsentstehung durch Zigaret-
tenrauchen spielen. Im Blut von Rauchern wurden von THIER et al. (2001) doppelt so hohe Spiegel an
N-Methylvalin-Hadmoglobin-Addukten wie im Blut von Nichtrauchern gefunden. Als vermutlich fiir die
gefundenen Effekte verantwortliches Agens wurde insbesondere Dimethylinitrosamin in Betracht gezo-
gen, da dies quantitativ einen groflen Anteil im Zigarettenrauch — insbesondere im Nebenstromrauch —
ausmacht und fur systemische Effekte durch das Rauchen verantwortlich sein kann (THIER et al. 2001).

Im Blut von Rauchern wurden aufRerdem vermehrt N-(2-Cyanoethyl)valin-Hamoglobin-Addukte gefun-
den (TAVARES et al. 1996, FENNELL et al. 2000). Diese Addukte deuten auf eine Exposition gegentber
Acrylnitril hin, welches in groflen Mengen im Zigarettenrauch vorkommt (siehe Tab. 1, Seite 2). Die
Mengen dieser Addukte waren im Blut von Rauchern, die nicht berufsbedingt mit Acryinitril in Kontakt
gekommen waren, abhangig von der Anzahl taglich gerauchter Zigaretten (TAVARES et al. 1996,
FENNELL et al. 2000). Dieser systemische Effekt durch Acrylnitril kdnnte eine Rolle bei der Entstehung
von Harnblasenkrebs durch das Rauchen von Zigaretten spielen.

Es erscheint somit wahrscheinlich fur diese Substanzen mit geringem Molekulargewicht (Dimethyl-
nitrosamin und Acrylnitril), dass sie aufgrund ihrer systemischen Verfugbarkeit auch fiir genotoxische
Effekte in der Harnblase in Frage kommen.

Basierend auf diesen Grundlagen wurden die folgenden Kanzerogene als Leitsubstanzen fiir die Unter-
suchungen ausgewahit:

* 4-Aminobiphenyl - als Vertreter flir aromatische Amine

» Benzo[a]pyren — als Vertreter fiir polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe

» Dimethylnitrosamin — als Vertreter fir fliichtige Nitrosamine

* Acrylnitril — eine organische Substanz mit geringem Molekulargewicht und aktivierter
Doppelbindung

Dariiber hinaus wurde die Genotoxizitat von 4-Aminobiphenyl in Kombination mit Benzo[a]pyren und die
des komplexen Gemisches Zigarettenrauchkondensat mit dem Zellkulturmodell PUBEC untersucht.
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1.4  Aufgabenstellung der Dissertation

Ausgehend von dem allgemeinen Rahmen des Verbundprojektes (siehe 1.3), in welches die vorlie-
gende Arbeit eingebettet ist, wurden fiir die hier vorliegende Dissertation folgende Aufgabenstellungen
abgeleitet.

Der erste Teil dieser Arbeit sollte darin bestehen, genotoxische Wirkungen von Einzelkomponenten und
Substanzgemischen aus dem Zigarettenrauch in Schweineharnblasenepithelzellen zu untersuchen.
Hierzu wurden zwei Testmethoden ausgewahlt, mit Hilfe derer genotoxische Effekte in individuellen
Zellen nachgewiesen werden konnten: der COMET Assay und der Mikronukleus-Test. Der COMET
Assay ist ein Indikatortest flir Genotoxizitat, mit dessen Hilfe DNA-Einzel- und Doppelstrangbriiche so-
wie alkalilabile Stellen erfasst werden kénnen (COLLINS et al. 1997). Uber Abwandlungen dieses Tests
ist es dartber hinaus méglich, gezielt praneoplastischen Lasionen wie z. B. oxidative Basenmodifikatio-
nen in der DNA nachzuweisen (COLLINS et al. 1993, 1996). Der Mikronukleus-Test, der von der Post-
doktorandin Dr. Claudia Behm (IfADo) parallel hierzu durchgefiinrt und ausgewertet wurde, erfasst
genotoxische Schaden in proliferierenden Zellen auf chromosomaler Ebene. Mikrokerne kdnnen sowohl
aufgrund von Chromosomenbriichen als auch durch Fehlverteilung von Chromsomen wahrend der
Mitose gebildet werden. Die Entstehung von Mikronuklei wird u. a. durch Substanzen ausgeldst, die
DNA- oder Protein-Addukte bilden. Die flr die vorliegende Dissertation ausgewahlten Genotoxizi-
tatstests sind empfindlich flir den Nachweis genotoxischer Effekte durch polyzyklische aromatische
Kohlenwasserstoffe. Benzo[a]pyren wurde in zahlreichen Publikationen als Positivkontrolle fir den
Nachweis genotoxischer Wirkungen von Substanzen verwendet, die metabolisch aktiviert werden
mussen. Dies gilt sowohl fir den COMET Assay, was u. a. in den von TICE et al. (2000) veroffentlichten
Leitfaden-Vorschlagen zur Durchfiihrung dieses Tests empfohlen wurde, als auch fiir den Mikrokern-
Test (ISHIDATE et al. 1988, MATSUOKA et al. 1992, 1999, MATSUSHIMA et al. 1999, Wu et al. 2003). Durch
die Verwendung dieser beiden Testmethoden wurden genotoxische Effekte auf DNA- und
chromosomaler Ebene in individuellen Zellen erfasst.

Im Rahmen des Verbundprojektes hatte sich bereits zu einem frilhen Zeitpunkt gezeigt, dass die
Genexpression von CYP1A1 besonders stark nach Behandlung mit Benzo[a]pyren gesteigert war
(WoLF et al. 2005). Die Hochregulation von CYP1A1 kann sekundér zu einer Verstarkung der metaboli-
schen Aktivierung polyzyklischer aromatischer Kohlenwasserstoffe und damit zu verstarkten genotoxi-
schen Effekten flihren. Da nur Daten auf mRNA-Ebene vorlagen, sollte im zweiten Teil der vorliegenden
Arbeit erganzend die Induktion von CYP1A1 auf Proteinebene untersucht werden. Ziel dieser Untersu-
chungen war es herauszufinden, ob genotoxische Effekte der untersuchten Zigarettenrauch-Inhalts-
stoffe mit der Enzyminduktion korrelieren. Zum Nachweis von CYP1A1-Induktion auf Proteinebene
durch Benzo[a]pyren, einem bindren Gemisch aus Benzo[a]pyren und 4-Aminobiphenyl sowie dem
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komplexen Gemisch Zigarettenrauchkondensat, wurden zwei Methoden verwendet, die auf Antigen-
Antikérper-Reaktionen beruhen und somit einen spezifischen Nachweis von CYP1A1 erlauben. Mittels
Western Blot Analyse wurde die gesamte CYP1A1-Induktion innerhalb einer Zellpopulation untersucht.
Fur den Nachweis von CYP1A1-Proteinexpression auf Einzelzellniveau wurde im Rahmen der vorlie-
genden Arbeit eine durchflusszytometrische Methode etabliert, mit deren Hilfe es mdglich war, den pro-
zentualen Anteil CYP1A1-induzierter Zellen innerhalb einer Zellpopulation zu bestimmen.

Die Untersuchungen von Einzel- und Kombinationseffekten von Zigarettenrauch-Inhaltsstoffen im
primaren Zellkulturmodell PUBEC sollten aufklaren, welchen Beitrag verschiedene Substanzklassen,
insbesondere jedoch polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe, zur Blasenkanzerogenese leisten.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1  Probenmaterial

Schweineharnblasen wurden vom Schlachthof in Liinen bezogen. Bei den verwendeten Spendertieren
handelte es sich um Hausschweine (Sus domesticus). Die zur Mast verwendeten Tiere waren zumeist
Kreuzungen aus insgesamt drei oder vier verschiedenen Schweinerassen. Zu den im Allgemeinen ver-
kreuzten Grundrassen gehodrten die ,Deutsche Landrasse®, das ,Belgische“ bzw. ,Deutsche Edel-
schwein®, sowie ,Piétrain® und ,Duroc®. Es wurden ausschliellich mit Urin gefilllte Harnblasen von

B6rgen verwendet.

2.1.2 Chemikalien

2-Mercaptoethanol Sigma
3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxybenzyl Alkohol Aldrich
4-Aminobiphenyl (4-ABP) Sigma
Acridinorange Sigma

Acrylamid Amresco®
Acrylnitril (AN) Fluka

Agarose Gibco® Invitrogen
Agarose LMP ultrapure Gibco® Invitrogen
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma
Benzo[a]pyren (B[a]P) Fluka
Bromphenolblau Sigma
Cyclophosphamid (CP) Sigma
Dimethylnitrosamin (DMN) Sigma
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck
Ethidiumbromid (500 pg/ml) Sigma
Ethylendiamintetraessigsaure Dinatriumsalz Dihydrat (EDTA) Sigma
Hydrocortison Sigma
Methylen-Bisacrylamid Amresco®
Methylmethansulfonat (MMS) Merck

N, N, N’, N'-Tetramethylendiamin (TEMED)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Neutralrot

Riedel-de-Haén
Sigma
Sigma
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N-Lauroylsarkosin Natriumsalz Sigma
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Merck
Triton® X-100 Fluka

Tween® 20 Sigma
Vincristin (VCR) Sigma

Weitere Chemikalien wurden in p. a.-Qualitat von den Firmen Sigma (Taufkirchen), Merck (Darmstadt),
Roth (Karlsruhe) und Serva (Heidelberg) bezogen.

21.3  Gesamtpartikelmasse aus Zigarettenrauchkondensat

Gesamtpartikelmasse aus Zigarettenrauchkondensat — CSC TPM (cigarette smoke condensate total
particulate matter), im Folgenden auch als ,Kondensat* oder mit CSC bezeichnet — wurde von der Philip
Morris Research Laboratories GmbH in Kdln zur Verfligung gestellt. Zur Herstellung des CSC TPM
waren Standard Referenzzigaretten ,2R4F“ der Universitdt von Kentucky in einer automatischen
Rauchmaschine mit 20 Anschlissen (Borgwaldt), den Anforderungen und Spezifikationen der ISO-
Norm 3308 entsprechend (1Zug von 35 ml in 2s; 1 Zug pro min), abgeraucht worden. Die
Gesamtpartikelmasse des Hauptstromrauches wurde auf Cambridge Glasfaserfiltern eingefangen und
mit DMSO extrahiert. Die hieraus resultierende Suspension mit einer Endkonzentration von 18,58 mg/ml
wurde direkt nach der Praparation aliquotiert und bei —20°C gelagert.

21.4  Antikorper, Enzyme und andere Proteine

anti-Maus IgG1-FITC (,A85-1%, Ratte) BD Pharmingen™
anti-Maus IgG-Biotin (Ziege, polyklonal) Sigma

Avidin Sigma

Biotin (Vitamin H) Sigma

Collagen R Serva

EGF (long epidermal growth factor) GroPep, ibt GmbH
Formamidopyrimidin-DNA-Glykosylase (Fpg) aus E. coli New England BioLabs
Fotales Kalberserum (FCS) Seromed® Biochrom AG
Insulin, Zn-Salz (Rind, 10 mg/ml) Seromed® Biochrom AG
Laufmarker ~10 — 180 kDa ,prestained protein ladder* Fermentas
Serumalbumin (Rind) Sigma
Streptavidin-Peroxidase Konjugat aus Streptomyces a. Sigma

Transferrin (Rind, holo) Gibco® Invitrogen
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Der monoklonale anti-CYP1A1 Antikérper (,MAb1A3-03, Maus IgG1, miniPERM™-Uberstand vom
09.11.1998, CYP2000, Bochum) und Western Blot Standard ,3-MC Mikrosomen® (Roos 2002) wurden

von Herrn Dr. P. H. Roos (IfADo) zur Verflgung gestellt.

215 Kits

BD Cytofix/Cytoperm™ Kit
BCA ,Uptima“ Assay Kit
ECL™ Western Blot Detection Kit

2.1.6 Verbrauchsmaterial

Deckglaser (24 mm x 60 mm)
Gewebekulturflaschen (25 cm2, 75 cm?)

Gewebekulturplatten (96-, 24- und 6-Depots), ,low evaporation lid*

Injektionsspritze (5 ml, 10 ml und 20 ml)

Protran® Nitrozellulosemembran

Objekttrager mit Mattrand

Pipettenspitzen (10 wl, 200 pl, 1000 pl)

quadriPERM™ Platten

Rontgenfilm Hyperfilm™ ECL™

Rundboden-Réhrchen aus Polystyren (5 ml, 12 x 75 mm)

Sterilfilter Millex™ (@ 0,22 pym)
Zentrifugenrohrchen (12 ml, 50 ml)

21.7 Gerate

Acht-Kanal-Multistepper Finnpipette® 50 / 100 / 150 / 200 pl
Acht-Kanal-Photometer SLT 340 ATC

Acht-Kanal-Pipette Finnpipette®5 — 50 ul,
Acht-Kanal-Pipette Finnpipette®50 — 200 ul
Analysenwaage AE 240

Blottingkammer Hoefer™, TE Series, Tank Transporter Unit
Brutschrank I1G 150

CCD-Kamera CS 1

Cryotank RS Series

Dampfsterilisator Varioklav®

Pharmingen™ BD Biosciences
Interchim
Amersham Biosciences

Menzel-Glaser

Greiner

Falcon™ Becton Dickinson
Omnifix

Schleicher & Schuell
Menzel-Glaser

Eppendorf, Greiner
Vivascience

Amersham Biosciences

Falcon™ Becton Dickinson
Millipore

Falcon™ Becton Dickinson

Labsystems

SLT Labinstruments
Labsystems
Labsystems

Mettler

Pharmacia

Jouan

Cybertech
Taylor-Wharton

H + P Labortechnik AG
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Digitale Fotokamera DSC-S75
Durchflusszytometer FACSCalibur™
Durchlichteinheit mini 5000

Eismaschine Scotsman® AF 100
Elektrophoresekammer Mighty Small |l
Elektrophoresekammer Sub-Cell® Model 192
Fluoreszenzmikroskop DMLB
Fluoreszenzmikroskop DMRB
Gefrierschrank (-20°C) Oko Plus
Hamozytometer Neubauer improved
Hoefer™ Multiple Gel Caster

inverses Lichtmikroskop IM 35
Kihlschrank profi line

Kihlzentrifuge Megafuge 1.0 R
Laborwaage PB602

Magnetrihrer

Mikrowelle

Mini-Taumel-Wipptisch WT 17

Pellet Pestle® Cordless Motor und Adapter
pH-Meter CG 825

Pipetten (10 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pli)
Pipettierhilfe pipetus® akku
Plattenschttler MTS 2
Rontgenfilmkassette Hyperfilmcassette™ (18 x 24 cm)
Spannungsgeber LBK Multidrive X2
Spannungsgeber Power Pac 300

sterile Werkbank HERAsafe
Tiefkuhlgefrierschrank (-80°C)
Tischzentrifuge 5415

Tischzentrifuge Biofuge fresco
Ultraschallgerat Sonoplus HD 200 mit Stab UW 200
Ultraschall-Wasserbad Laboson 200
Videokamera Modell PE-2020P

Vortex Genie 2™

Wasserbad 1083

Sony

Becton Dickinson
Just Normlicht
Frimont

Hoefer

BioRad

Leica

Leica

Siemens

Brand

Amersham Biosciences
Zeiss

Liebherr

Heraeus

Mettler Toledo
IKA® Labortechnik
Panasonic
Biometra®

Sigma

Schott
Eppendorf, Gilson
Hirschmann

IKA® Labortechnik
Amersham Life Sciences
Pharmacia
BioRad

Kendro

Revko

Eppendorf
Heraeus

Bandelin

Bender & Hobein
Pulnix

Bender & Hobein
GFL
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21.8  Puffer und Losungen

Wenn nicht anders erwahnt, wurde zur Herstellung der Pufferlésungen und Verdinnung von Stamm-
|6sungen Aqua bidest. verwendet.

21.8.1 Gebrauchsfertige Losungen

Dulbecco’s PBS ohne Ca2* und Mg2* (10x) Gibco® Invitrogen
F-12 (Ham) ,Nutrient Mixture* mit GlutaMAX™ | Gibco® Invitrogen
Fungizone, Amphotericin B (250 ug/ml) Gibco® Invitrogen
nicht-essentielle Aminosauren (MEM 100x) Gibco® Invitrogen
Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml / 10000 ug/ml) Gibco® Invitrogen
Trypanblau (0,5 %) Serva

Trypsin-EDTA (0,25% Trypsin, 1 mM EDTA) Gibco® Invitrogen

2.1.8.2 Zellkultur
Zellkulturmedium

Als Grundmedium diente F-12 (Ham) ,Nutrient Mixture® mit GlutaMAX™, welches wie folgt supplemen-
tiert wurde:

100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin
1,25 pl/ml Amphotericin B
5 pg/ml Transferrin
10 pg/ml Insulin
0,1 mM nichtessentielle Aminosauren MEM
2,7 mg/ml Glucose (40%ig (w/v))
1 Pg/ml Hydrocortison
20 ng/ml EGF (,epidermal growth factor)

Deaktivierungsmedium

Zellkulturmedium mit 40% (v/v) FCS

Da PUBEC in serumfreiem Zellkulturmedium kultiviert wurden, kam ein serumhaltiges Medium zum
Einsatz, um die Aktivitat von Trypsin bei der Passage der Zellen abzustoppen.
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2.1.8.3 Neutralrot-Test
Neutralrot-Losung
Stammldsung: 4 mg/ml Neutralrot

Das Neutralrot wurde durch mindestens 1 h langes Schitteln im Wasserbad (37°C) geldst, bis bei
mikroskopischer Kontrolle keine kristallinen Nadeln mehr sichtbar waren. Die Stammlésung wurde ab-
gedunkelt bei 4°C gelagert und fir maximal 4 Wochen im Neutralrot-Test verwendet.

Gebrauchslésung: 50 pg/ml Neutralrot in Zellkulturmedium (serumfrei)

Die Gebrauchslésung wurde ca. 18 h vor Einsatz im Test in einem sterilen Erlenmeyerkolben angesetzt,
mit steriler Alufolie locker abgedeckt und im Brutschrank (37°C, 5% CO.) inkubiert. Es wurde stets
frisch zubereitetes Zellkulturmedium (siehe 2.1.8.2) verwendet. Vor dem endgiiltigen Einsatz im Test
wurde die Gebrauchsldsung auf evtl. ausgefallene Kristalle optisch geprift und nochmals steril filtriert.

2.1.8.4 COMET Assay (alkalische Einzelzell-Gelelektrophorese)

Lysepuffer
Stammldsung: 2,5 M NaCl
100 mM Nao-EDTA
10 mM Tris

1% (v/v) N-Lauroylsarkosinat-Losung (aus 10% (w/v) StammlGsung)

Der pH-Wert wurde vor der Zugabe der N-Lauroylsarkosinat-Losung mit NaOH-Platzchen auf 10 einge-
stellt. Die Stammlésung wurde auf 89% des Endvolumens (in Bezug auf die Molaritat) mit Aqua bidest.
aufgefillt und anschlieRend bei 4 — 8°C aufbewahrt.

Gebrauchslésung: 1% (w/v) Triton X-100
10% (v/v) DMSO
in Stammldsung

Die Gebrauchslésung wurde vor Versuchsbeginn immer frisch angesetzt und im Kihlschrank min-
destens 1 h vor Gebrauch gekiihlt.

Elektrophoresepuffer

Stammldsungen: A 10 N NaOH
B. 200 mM Na2-EDTA

Der pH-Wert der Na-EDTA-Lésung wurde mit NaOH auf 10 eingestellt.
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Gebrauchslésung: 300 mM NaOH
1 mM Naz-EDTA

Der pH-Wert sollte bei > 13 liegen (Leitfahigkeit 60 — 65 mS) und wurde vor Gebrauch kontrolliert. Der
Elektrophoresepuffer wurde vor Verwendung tiber Nacht auf 4 — 8°C gekiihlt.

Neutralisationspuffer
400 mM Tris

Der pH-Wert wurde mit rauchender HCI auf 7,5 eingestellt.

Farbelosung

Stammldsung: 200 pg/ml Ethidiumbromid

Die Stammldsung, die bei 4°C im Dunkeln gelagert werden muss, wurde vor der Auswertung der Ob-
jekttrager 1:10 mit Aqua bidest. verdinnt.

2.1.8.5 Modifizierter COMET Assay mit Reparaturenzym
Enzympuffer

100 mM NaCl
20 mM Tris
1 mM Na2EDTA

Der pH wurde mit rauchender HCI auf 7,5 eingestellt. Fiir die Waschschritte wurde der Puffer in der o. g.
Zusammensetzung verwendet. Zur Inkubation mit dem Reparaturenzym Formamidopyrimidin-DNA-
Glykosylase (Fpg) wurden 0,2 mg/ml BSA zugeflgt, um eine Adhasion des Enzyms an Reaktionsge-
fale oder Pipettenspitzen zu vermeiden und um das Enzym wahrend der Behandlung zu stabilisieren.

2.1.8.6 Mikrokern-Test (in vitro)”

Acridinorange-Farbelosung

A. Stamml6sung: 1 mg/ml Acridinorange

“Der Mikrokern Test (in vitro) wurde von der Postdoktorandin Dr. Claudia Behm (IfADo) durchgefiihrt und ausgewertet.
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B. Gebrauchsldsung:

Fixierlésungen

Fixierlosung A:

Fixierlosung B:

5 ml Acridinorange-Stammldsung
7 ml 0,3 M NaHPOq4

7 ml 0,3 M KH2PO4

ad 100 ml Aqua bidest.

67% (v/v) Methanol
33% (v/v) Essigsaure

80% (v/v) Methanol
20% (v/v) Essigsaure

Die Fixierldsungen wurden 24 h vor der Test-Aufarbeitung hergestellt und bei —20°C gelagert.

2.1.8.7 Zellhomogenisierung

Homogenisierungspuffer

100 mM Tris
100 mM KCI
1 mM EDTA

Der pH wurde mit rauchender HCI auf 7,4 eingestellt. Zur Inhibierung von Proteaseaktivitat wurden

unmittelbar vor Gebrauch eine Tablette ,complete® Protease-Inhibitor (Roche) pro 50 ml Puffer sowie

23 UM 3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxybenzyl Alkohol zugegeben.

2.1.8.8 SDS PAGE

Trenngelpuffer

1,5 M Tris

Der pH wurde mit rauchender HCI auf 8,8 eingestellt.

Sammelgelpuffer

0,5M Tris

Der pH wurde mit rauchender HCI auf 6,8 eingestellt.
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Ammoniumpersulfat-Losung

100 mM APS

Trenngel
Acrylamid (A), 100 ml:

62,5 ml Acrylamid (40%ig)
22,5 ml Methylen-Bisacrylamid (2%ig)
15,0 ml Aqua bidest.

Sammelgel
Acrylamid (B), 100 ml:

62,5 ml Acrylamid (40%ig)
33,5 ml Methylen-Bisacrylamid (2%ig)
4,0 ml Aqua bidest.

Kammerpuffer

20 mM Tris
190 mM Glycin
3 mM SDS

Der pH wurde mit rauchender HCI auf 8,3 eingestellt.

Probenpuffer

Der Probenpuffer wurde aus drei Stammildsungen (A, B und C, Tab. 2 ) angesetzt.

Tab. 2: Stammldsungen fiir den Probenpuffer

Losung A Losung B Losung C
3,8 g Tris (0,5 M, pH 6,8) 5 mg Bromphenolblau 19 SDS
50 ml Glycerin 5 ml Glycerin

ad 100 ml Aqua bidest. ad 10 ml Aqua bidest. ad 10 ml Aqua bidest.




MATERIAL UND METHODEN 27

Der Probenpuffer wurde wie folgt angesetzt: 1 ml Lésung A
250 ul Losung B
1 ml Lésung C

250 ul 2-Mercaptoethanol

2.1.8.9 Western Blot
Transferpuffer

4,55 g/l Tris pH 8,3
15,00 g/l Glycin
133 ml/l Methanol

2.1.8.10 Durchflusszytometrie

Farbepuffer
2% (viv) FCS
0,1% (w/v) Natriumazid
in PBS
21.9 Software
Comet Assay I Perceptive Instruments
Cell Quest Pro® BD Biosciences
SPSS 13.0 fir Windows SPSS Inc.

WinCam 2.1 Cybertech
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2.2 Methoden

2.21  Kultivierung der Schweineharnblasenepithelzellen (PUBEC)

2.21.1 Probengewinnung

Fur die Kultivierung von PUBEC wurden Harnblasen von Borgen verwendet. Die Organe wurden am
Schlachthof wahrend des Prozesses der Eingeweideentnahme ca. 20 min nach Tétung der Schweine
vom Personal des Schlachthofes entnommen. Hierbei wurden mit Urin gefiilite Harnblasen ausgewahilt,
da sich diese fiir die folgende Aufarbeitung besser eigneten. Die frisch enthommenen Organe wurden in
einem Becherglas (5 1), welches mit 1 | eiskaltem, sterilem PBS (supplementiert mit 100 U/ml
Penicillin/100 ug/ml Streptomycin und 2,5 pg/ml Amphotericin) beflillt war, dberfihrt und unter Eis-
kihlung moglichst schnell zur Praparation ins Labor transportiert. Zwischen dem Zeitpunkt der
Schlachtung, der Entnahme von Schweineharnblasen und der anschlieRenden Aufarbeitung im Labor
lag ein Zeitraum von maximal 90 min.

2.21.2 Zellpraparation - Isolierung der Epithelzellen

Die Isolierung der Epithelzellen sowie sdmtliche anderen Arbeiten an Zellkulturen wurden ohne Aus-
nahme unter sterilen Bedingungen in einer sterilen Werkbank durchgefiihrt. Praparation und
Kultivierung der PUBEC erfolgten in Anlehnung an die von GUHE und FOLLMANN (1994) beschriebene
Methode.

Direkt vor der Praparation wurde jeweils eine mit Urin gefiillite Schweineharnblase (Abb. 7 A) Gber dem
Spilstein entleert (Abb. 7 B) und danach von basal nach apical mit einer sterilen Schere aufgeschnitten
(Abb. 7 C). Anschlie®end wurde das Organ auf einer mit Eis geflllten und mit Alufolie abgedeckten
flachen Styroporbox ausgebreitet (Abb. 7 D). Mit Hilfe steriler Objekttrager wurden Zellen der Epithel-
schicht abgeschabt (Abb. 7 E) und direkt in eine mit Zellkulturmedium oder PBS gefilllte Petrischale
gegeben (Abb. 7 F). Die Zellen jeweils einer Harnblase wurden mit Hilfe einer Pasteurpipette in ein
50 ml fassendes Zentrifugenréhrchen Gberfiihrt und das Gesamtvolumen mit PBS auf 20 — 25 ml einge-
stellt. Im Anschluss wurden die Zellen 5 min lang bei 50 g zentrifugiert, um Zelltrimmer von intakten
Zellen zu trennen. Die Zellen wurden dreimal gewaschen, bis der Uberstand klar war. Nach jeder
Zentrifugation wurde der Uberstand mit Hilfe einer auf eine Absaugvorrichtung aufgesteckten Kaniile
abgenommen und das verbleibende Zellsediment in 20 — 25 ml PBS resuspendiert. Nach dem letzten
Zentrifugationsschritt wurden die Zellsedimente in ca. 10 — 15 ml Medium aufgenommen und vereinigt.
Es wurden jeweils die Zellen aus insgesamt 4 — 6 verschiedenen Schweineharnblasen vereinigt.
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Abb. 7: Schema des Praparationsablaufs. Eine mit Urin gefiillte Schweineharnblase (A) wurde entleert (B) und anschlieBend
unter sterilen Bedingungen von basal nach apical aufgeschnitten (C). Das Organ wurde auf einer mit Eis gefiillten und mit
Alufolie abgedeckten flachen Styroporbox ausgebreitet (D). Mit Objekttragern wurden Epithelzellen abgeschabt (E) und
direkt in eine Petrischale dberfihrt (F).
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2.21.3 Zellzahlbestimmung

Zellen wurden zur Festlegung einer definierten Anzahl von Einzelzellen (z.B. bei der Subkultivierung,
siehe 2.2.1.7) mit Hilfe eines Hamozytometers unter dem Mikroskop gezahlt. Hierzu wurde die Anzahl
der Zellen in den vier aulleren Gruppenquadraten ermittelt. Nach Bildung des Mittelwertes wurde unter
Berticksichtigung des Kammerfaktors von 104 und der Verdinnung die Zellzahl pro ml berechnet.

2.21.4 Trypanblaufarbung

Die Anzahl vitaler Zellen innerhalb einer Zellprobe wurde mit Hilfe der Trypanblaufarbung ermittelt.
Trypanblau ist ein Vitalfarbstoff, der bei lebenden Zellen nicht in das Zellinnere gelangen kann, tote
Zellen jedoch blau anfarbt, sodass eine Differenzierung zwischen vitalen und toten Zellen méglich ist.

Zu 900 pl einer 0,1%igen Trypanblau-Lésung (in PBS; pH 7,5) wurden 100 pl Zellsuspension gegeben,
mit einer Pipette gut durchmischt und zwei Minuten lang inkubiert. AnschlieRend wurde der Testansatz
in ein Hamozytometer gegeben und unter dem Mikroskop ausgezanhlt.

2.21.5 Beschichtung der GewebekulturgefaBoberflachen

Fir die Anheftung und Kultivierung der Epithelzellen war es notwendig, die Oberflachen der Gewebe-
kulturgefalle mit Kollagen zu beschichten. Das extrazellulare Matrix-Protein wurde in einer Konzentra-
tion von 100 pg/ml (in Aqua bidest. verdinnt) eingesetzt. Die im Folgenden aufgeflihrten Volumina
(Tab. 3) wurden in die jeweiligen Gewebekulturgefale pipettiert und durch vorsichtiges Schwenken der
GefaBe gleichmaRig auf der zu beschichtenden Oberflache verteilt. Nach wenigen Minuten wurde das
Kollagen mit Hilfe einer Pipette abgenommen. Die verbliebenen Flissigkeitsmengen (u. a. auch groRere
Tropfen Kollagen) wurden vorsichtig mit einer auf eine Kaniile aufgesteckten gelben Pipettenspitze mit
Hilfe einer Absaugvorrichtung abgesaugt. AnschlieBend verblieben die Gewebekulturgefalie gedffnet in
der sterilen Werkbank, bis die Oberflache getrocknet war. Die GewebekulturgefaRe wurden drei Tage
vor Gebrauch beschichtet.

Tab. 3: Eingesetzte Kollagen-Volumina zur Beschichtung von GewebekulturgefaRen

Gewebekulturgefal GroRe Eingesetzte Kollagen-Volumina
Gewebekulturflasche 25 cm2 1 ml pro Flasche
Gewebekulturflasche 75 cm? 3 ml pro Flasche
Gewebekulturplatte 6 Depots 200 pl pro Depot
Gewebekulturplatte 24 Depots 60 i pro Depot

Gewebekulturplatte 96 Depots 40 ul pro Depot
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2.21.6 Kulturbedingungen

Frisch isolierte Epithelzellen aus der Schweineharnblase wurden am Tag der Préparation in einer Dichte
von 12 x 106 Zellen in 75 cm? Gewebekulturflaschen ausgesat. Diese waren zuvor mit Kollagen be-
schichtet worden (siehe 2.2.1.5). Nach 24 h wurde das Medium gewechselt, um nicht angewachsene
und abgestorbene Zellen zu entfernen. Die Kulturen wurden stets lichtmikroskopisch auf mdgliche
Kontaminationen mit Bakterien, Pilzen und Hefen untersucht. Im Falle einer Kontamination wurden die
befallenen Proben verworfen. Die Kulturgefalle mit den Epithelzellen wurden in einem wasserdampfge-
sattigten Brutschrank bei 37°C und 5% CO2-Atmosphare aufbewahrt.

2.2.1.7 Subkultivierung

Die Epithelzellen wurden am Tag 2 zur weiteren Kultivierung in anderen Gewebekulturgefalien (fir
nachfolgende Inkubationsversuche) mittels Trypsin-EDTA-L6sung vom Substrat abgeldst. Das serum-
freie Medium wurde abgenommen und 5 ml der auf 37°C vortemperierten proteolytischen Losung pro
75 cm?-Kulturflasche hinzugegeben. AnschlieRend erfolgte eine Inkubation fiir 8 — 10 min bei 37°C im
Brutschrank unter Beobachtung des Abldseprozesses. Das Ablosen der Zellen wurde durch vorsichti-
ges Schutteln der Kulturflasche zusatzlich verstarkt. Durch Zugabe von 5 ml Deaktivierungsmedium
wurde die Aktivitat des Trypsins gestoppt. Die Zellsuspensionen aus mehreren Gewebekulturflaschen
wurden in 50 ml-Zentrifugenrdhrchen vereinigt und 5 min lang bei 200 g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Zellsediment in 20 ml Medium aufgenommen. Da PUBEC dazu neigen, Zell-
aggregate zu bilden, wurde die Zellsuspension flir ca. 2 — 5 min stehen gelassen. Hierdurch konnten
groRere Zellkiumpen zu Boden sinken, welche die Ermittlung der Zellzahl beeintrachtigen und die Aus-
saat vereinzelter Zellen erschweren. Der aus vereinzelten Zellen bestehende Uberstand wurde in ein
neues Zentrifugenrdhrchen uberflihrt, von dem anschlielend ein Aliquot fir die Bestimmung der Zell-
zahl und der Vitalitat im Hdmozytometer (siehe 2.2.1.3 und 2.2.1.4) entnommen wurde. Die Zellen wur-
den anschliefend in gewlinschter Dichte in neue Kulturgefalle ausgesat (Tab. 4). Nach 24 h Anwachs-
zeit wurde das Medium in den Gewebekulturgefallen gewechselt, um nicht angewachsene oder abge-
storbene Zellen zu entfernen bzw. um PUBEC mit Testsubstanzen zu inkubieren (siehe 2.2.1.8).

Tab. 4: Eingesetzte Anzahl an PUBEC in Gewebekulturgefaen unterschiedlicher Grole.

Gewebekulturgefal GroRe Eingesetzte Anzahl an PUBEC
Gewebekulturflasche 25 cm? 2,5 x 106 Zellen pro Flasche
Gewebekulturplatte 6 Depots 5,0 x 105 Zellen pro Depot
Gewebekulturplatte 24 Depots 105 Zellen pro Depot

Gewebekulturplatte 96 Depots 2,0 x 104 Zellen pro Depot
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2.2.1.8 Inkubation mit Testsubstanzen

PUBEC wurden am Tag 3 (fir 24 h Inkubation) oder Tag 4 (fir 3 oder 5 h Inkubation) nach Kulturbeginn
in verschiedenen Inkubationsversuchen (Neutralrot-Test, COMET Assay, Mikrokern-Test und Induktion
von fremdstoffmetabolisierenden Enzymen) eingesetzt. Zuvor waren die Zellen in neue Gewebekultur-
gefale Uberflhrt worden (siehe 2.2.1.7). Die Testsubstanzen 4-Aminobiphenyl (4-ABP), Acrylnitril (AN),
Benzo[a]pyren (B[a]P) und Zigarettenrauchkondensat (CSC) waren in Dimethylsulfoxid (DMSO) geldst
worden. Die maximale DMSO-Endkonzentration in den Inkubationsversuchen betrug 0,1% (v/v) fir AN
und CSC bzw. 0,2% (v/v) fir 4-ABP und B[a]P sowie flur die Co-Inkubation von 4-ABP und B[a]P.
Dimethylnitrosamin (DMN) war in Aqua bidest. geldst worden. Samtliche Inkubationsversuche wurden
ohne Zusatz von S9 Mix durchgefiihrt, da PUBEC uber fremdstoffmetabolisierende Enzyme der Phase |
und Il verfigen (GUHE et al. 1996) und davon ausgegangen wurde, dass sie die verwendeten indirekten
Kanzerogene in reaktive Metaboliten umwandeln kénnen.

2.2.2 Neutralrot-Test

Der Neutralrot-Test (entwickelt von BORENFREUND & PUERNER 1984) ist ein Assay zur Messung von
Zytotoxizitat in Monolayer-Kulturen. Das Testprinzip basiert darauf, dass nur vitale Zellen den wasser-
l6slichen, schwach basischen Farbstoff Neutralrot aufnehmen, transportieren und in ihren Lysosomen
speichern kdnnen. Das Neutralrot kann durch die Plasmamembran diffundieren und sich in den Lyso-
somen konzentrieren (BITENSKY 1963, NEMES et al. 1979). Man nimmt an, dass die Akkumulation des
Farbstoffes innerhalb der Lysosomen durch Abfangen der protonierten Form des Neutralrots im sauren
Milieu dieser Organellen erfolgt sowie teilweise auch durch die Bindung des Farbstoffes an saure
Ladungen innerhalb der Lysosomen, wie z. B. an saure Polysaccharide (BULYCHEV et al. 1978). Ande-
rungen der Zelloberflache oder der sensiblen lysosomalen Membran scheinen zur Fragilitat der Orga-
nellen und anderen Veranderungen zu flihren, die fortschreitend irreversibel werden (BITENSKY 1963).
Bei beginnender Zytotoxizitdt kommt es zunéchst durch eine Steigerung der Stoffwechselaktivitat der
Zellen kurzfristig zur verstarkten Einlagerung des Neutralrots. Werden die Zellen durch toxische Sub-
stanzen jedoch in starkerem Mafle geschadigt, wird der Farbstoff nicht langer von den Membranen der
Lysosomen zurlickgehalten, und auch die Barrierefunktion der Plasmamembran geht verloren (FILMAN
et al. 1975). In Folge der Inkubation mit Substanzen in stark zytotoxischen Konzentrationen kommt es
somit zur Reduktion der Farbstoffeinlagerung und schlieflich zum Zelltod. Die Einlagerung des Farb-
stoffes kann nach seiner Freisetzung aus den Zellen und Fixierung photometrisch bestimmt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Neutralrot-Test zur Ermittlung der Konzentrationsbereiche einge-
setzt, in denen die zu untersuchenden Testsubstanzen zytotoxische Effekte in kultivierten PUBEC her-
vorrufen.
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2.2.21 Testdurchfiihrung

Der Neutralrot-Test wurde in Anlehnung an die Vorschrift von BABICH und BORENFREUND (1992) durch-
gefiihrt. Parallel zur Neutralrot-Aufnahme wurde die Zellproliferation anhand des Proteingehaltes
bestimmt.

Der Zytotoxizitatstest wurde in 96-Depot-Platten angesetzt (siehe 2.2.1.7), in denen PUBEC 24 h lang in
Achtfachbestimmung mit unterschiedlichen Konzentrationen der Testsubstanzen (siehe 2.2.1.8)
behandelt wurden. Anschliefend wurde das Inkubationsmedium entfernt und durch 200 ul Neutralrot-
Losung ersetzt. Nach einer weiteren Behandlungszeit von 3 h wurden die Zellen dreimal mit 37°C
warmem PBS gewaschen. Durch Zugabe von 200 ul Fixierldsung (50% (v/v) Ethanol, 1% (v/v) Essig-
saure) pro Vertiefung und 20 min andauernder, standiger Bewegung auf einem Schiittler (600 rpm)
wurde der von den Zellen aufgenommene Farbstoff solubilisiert. Im Anschluss daran wurde die
Extinktion in einem Achtkanal-Photometer bei einer Wellenlange von 540 nm erfasst. Direkt im
Anschluss an diese Messung wurde das Neutralrot aus den Mikrotiterplatten entfernt, und die Depots
wurden fanfmal mit 200 pl PBS (37°C) gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde die Gewebe-
kulturplatte auf Zellstoff ausgeklopft, und pro Vertiefung wurden 10 pl 0,1% (v/v) Triton X-100 zu den
Zellen gegeben. AnschlieRend wurden die Platten mindestens 30 min lang bei —=70°C bis zur Proteinbe-
stimmung mittels Bicinchoninsaure Assay (siehe 2.2.7) eingefroren.

2.2.2.2 Auswertung

Von jeweils acht Depots einer Konzentration pro Test wurde der Mittelwert bestimmt. Jeder Versuch
wurde mindestens einmal wiederholt. Aus den Werten der einzelnen Wiederholungsversuche wurden
Mittelwert und Standardabweichung fiir jede Konzentration der Testsubstanz berechnet.

Die Neutralrot-Aufnahme wurde in Prozent der Losemittelkontrolle (DMSO bzw. Aqua bidest. bei DMN)
angegeben: Der Mittelwert dieser Kontrolle wurde gleich 100% gesetzt. Davon ausgehend wurde die
Neutralrot-Aufnahme der Zellen bei Behandlung mit unterschiedlichen Konzentrationen der Test-
substanz berechnet. Aus der graphischen Darstellung der Test-Ergebnisse wurden fiir jede Substanz -
sofern moglich — die 1Cx-, ICso- und ICgo-Werte (inhibitorische Konzentrationen, bei denen die Neutral-
rot-Aufnahme im Vergleich zur Kontrolle um 20%, 50% bzw. 80% reduziert ist) ermittelt.

2.2.3 COMET Assay (alkalische Einzelzell-Gelelektrophorese)

Mit Hilfe der alkalischen Einzelzell-Gelelektrophorese (entwickelt von SINGH et al. 1988) lassen sich
DNA-Einzel- und Doppelstrangbriche sowie alkalilabile Stellen in individuellen Zellen detektieren. In
diesem Assay macht man sich zunutze, dass die elektrophoretische Beweglichkeit der DNA von der
Konformation des DNA-Molekils abhangt (ANDRAE 1996). Je starker die DNA einer Zelle fragmentiert
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ist, desto weiter wandern die DNA-Bruchstlcke im elektrischen Feld vom Zellkern in Richtung der
Anode, wahrend ungeschadigte DNA aufgrund ihrer Komplexitat in der Kernregion verbleibt und nicht
wandert. Einzelzellen (behandelt oder unbehandelt) werden in Agarose eingebettet, auf Objekttrager
aufgebracht, zur Freisetzung der DNA in Detergenzienlésung mit hohem Salzgehalt lysiert und an-
schlieffend unter alkalischen Bedingungen (pH > 13) einem elektrischen Feld ausgesetzt (Abb. 8).

L

Zellen LMP-Agarose  Aufbringen auf Lyse der Zellen
Objekttrager

Alkahdenatunerung (pH>13)
E und Elektrophorese

DNA-Farbung NeutraI|S|erung

Auswertung Uber Bildanalyse

Abb. 8: Schematischer Ablauf des COMET Assay (entnommen aus SPEIT & HARTMANN 1999 und leicht modifiziert)

Die in Agarose eingebetteten Zellen bilden im Gel einen Hohlraum, der nach der Lyse der Zellen von
der DNA besetzt wird. Wahrend andere Biomolekiile leicht aus der Agarose in die Lysel6sung diffundie-
ren, verbleibt die DNA aufgrund ihres sehr groen Molekulargewichtes in dem entstandenen Hohlraum
(OsLTING & JOHANSON 1984). Im Verlaufe der alkalischen Behandlung kommt es durch Strangbriiche
und alkalilabile Stellen zu einer partiellen Entspannung der kompakten DNA-Struktur und einer teilwei-
sen Entwindung der DNA-Strange (ANDRAE 1996). DNA-Fragmente konnen aus dem Zellkern austreten
und durch das Anlegen einer Spannung im elektrischen Feld zur Anode wandern, wéhrend ungescha-
digte DNA hingegen im Hohlraum des Gels verbleibt. Nach der Elektrophorese wird die DNA mit einem
interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff, wie z. B. Ethidiumbromid, angefarbt und das Wanderungs-
verhalten der DNA einzelner Zellen im Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Die teilweise aus dem Kern
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migrierte, angefarbte DNA hat die Form eines Kometen, was namengebend fir diesen Test war
(COMET Assay).

2.2.3.1 Testdurchfiihrung

Der COMET Assay wurde in Anlehnung an die Methode von SINGH et al. (1998) mit einigen Verande-
rungen, unter Beriicksichtigung der Leitfaden-Vorschlage von TICE et al. (2000), durchgefiihrt. PUBEC
wurden in 24-Depot-Platten ausgesat (siehe 2.2.1.7) und 24 h lang kultiviert. Die Inkubation mit den
Testsubstanzen erfolgte wie unter 2.2.1.8 beschrieben. Der Test wurde mindestens zweimal durchge-
fihrt. Als Positivkontrolle wurden PUBEC mit Kaliumdichromat (10, 50 und 100 uM) und Benzo[a]pyren
(50 und 100 pM) inkubiert. Zur Negativkontrolle wurden Zellen nur mit DMSO oder Aqua bidest.
behandelt.

Praparation der Objekttrager

Um das Haften der Mikrogele aus Zellen und LMP-Agarose auf Objekttragern zu ermdglichen, war es
notwendig, diese zuvor mit Agarose zu beschichten. Objekttrager mit Mattrand wurden zunachst durch
60mindtige Inkubation in Diethylether/Ethanol (1:2) und folgender 30minGtiger Behandlung in 70% (v/v)
Ethanol entfettet und anschlieRend bei RT getrocknet. Zur Beschichtung wurde eine 1,5%ige (w/v)
Agarose-Losung in PBS angesetzt. Diese wurde 2 — 3 Mal in der Mikrowelle aufgekocht und
anschlieBend auf einer Heizplatte auf ca. 60°C temperiert. Die Objekttrager wurden durch Eintauchen in
die Agarose bis zur Halfte des Mattrandes mit einer Basalschicht versehen. Die Unterseite wurde direkt
nach dem Eintauchen mit einem Tuch aus Zellstoff abgewischt. Zum Ausharten der Agarose-Schicht
wurden die Objekttrager tber Nacht horizontal bei Raumtemperatur gelagert.

Herstellung von LMP (,,low melting point”) Agarose-Aliquots

LMP-Agarose (0,5% (w/v) in PBS) wurde zweimal in der Mikrowelle aufgekocht. Jeweils 500 pl Aliquots
wurden in EppendorfreaktionsgefalRe pipettiert und bis zum Einsatz im COMET Assay bei 4°C gelagert.
Vor Versuchsbeginn wurde die bendtigte Menge an LMP-Agarose-Portionen in einer mit Wasser gefilll-
ten Glasschussel in der Mikrowelle (ca. 3 min, 600 W) geschmolzen und bis zur Verwendung im
Wasserbad bei 37°C aufbewahrt.

Zellpraparation

Zum Ende der Behandlungsperiode wurde das Inkubationsmedium mit Hilfe einer Pasteurpipette abge-
nommen. Die Zellen wurden zweimal mit je 1 ml PBS gewaschen und anschlieBend mit 200 pl Trypsin-
EDTA-Losung vom Substrat abgeldst. Nach Abstoppen der Reaktion durch Zugabe von 200 pl
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Deaktivierungsmedium wurden die Zellen in EppendorfreaktionsgefaRe Uberflihrt und zentrifugiert
(200 g, 5 min bei 4 — 8°C). Das Sediment wurde in PBS resuspendiert und eine Zellzahl von 2 x 106 pro
ml eingestellt. Zu 500 pl auf 37°C temperierter LMP-Agarose wurden 50 pl der Zellsuspension gegeben
und sehr vorsichtig durchmischt. Pro Behandlungsansatz wurden je 200 ul der Losung auf zwei be-
schichtete Objekttrager pipettiert. Eine ebene Oberflache des Mikrogels wurde durch Auflegen eines
Deckglases geschaffen. Die Objekttrager wurden, um das Erstarren der Agarose zu beschleunigen,
horizontal auf einer eisgekiihlten Metallplatte gelagert. Nach ca. 5 min wurde das Deckglas vorsichtig
von den Gelen abgezogen und die Objekttrager mindestens 2 h lang (oder tber Nacht) bei 4 — 8°C in
eine mit vorgekilhltem Lysepuffer befiillte Hellendahl-Kiivette gestellt. Die auf die Lyse folgenden
Schritte des COMET Assay (bis inklusive der Elektrophorese) wurden ohne direkten Lichteinfall durch-
geflihrt, um das Entstehen UV-induzierter DNA-Strangbriiche zu verhindern.

Alkalidenaturierung und Elektrophorese

Nach der Lyse der Zellen wurden die Objekttrager kurz in Aqua bidest. getaucht und anschlieRend mit
dem Mikrogel nach oben und dem Mattrand in Richtung Kathode weisend auf die Plattform der
Elektrophoresekammer gelegt. Diese wurde mit geklhltem Elektrophoresepuffer (4 — 8°C) aufgefiillt,
sodass die Objekttrager ca. 2 — 3 mm hoch bedeckt waren. Zur Alkalidenaturierung der DNA wurden die
Proben 30 min lang in diesem alkalischen Puffer (pH > 13) belassen. Direkt im Anschluss an diese
Behandlung wurde eine 30mintige Elektrophorese bei einer konstanten Spannung von 25 V und einem
Stromfluss von 300 mA bei 4 — 8°C durchgefiihrt. Der Stromfluss wurde (ber dass Volumen des
Elektrophoresepuffers reguliert.

Neutralisierung und Dehydrierung der Gele

Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Objekttrager vorsichtig aus der Kammer genommen
und in Aqua bidest. getaucht. Im Folgenden wurden die Mikrogele 15 min lang im Neutralisationspuffer
in Hellendahl-Kuvetten neutralisiert und danach durch eine aufsteigende Alkoholreihe (jeweils 5 min
lang 50% (v/v), 75% (v/v) und 100% (v/v) Ethanol) entwéssert. Die dehydrierten Gele konnten fir
mehrere Monate bis zur Farbung und Auswertung (staubfrei, im Dunkeln) gelagert werden.

2.2.3.2 Auswertung

Fur die Analyse der Strangbriiche wurde die DNA in den dehydrierten Mikrogelen mit Ethidiumbromid
angefarbt (30 pl pro Objekttrager), mit einem Deckglas bedeckt und unter dem Fluoreszenzmikroskop
zunachst bei 100facher VergroRerung betrachtet. Fur die Erfassung der DNA-Schaden wurden 50 Zell-
kerne pro Objekttrager und jeweils zwei Objekttrager pro Konzentration bei 400facher VergréRerung mit
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Hilfe einer Videokamera und der Analysesoftware ,Comet Assay Il ausgewertet. Hierbei wurden die
Objekttrager maanderformig durchmustert. Zellkerne, die sich im Randbereich der Objekttrager befan-
den, oder solche, die zu dicht nebeneinander lagen, wurden bei der Auswertung nicht bericksichtigt.
Man unterteilt die Kometen in Kometenschweif (Tail) und -kopf (Head). Zur Auswertung wird im All-

gemeinen der Kometenschweif vermessen (Abb. 9).
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Abb. 9: Schematische Darstellung der Vermessungsparameter der Kometenauswertung

Mit Hilfe der Auswertesoftware ,Comet Assay Il wurde der Schadigungsgrad als Tail Lénge, Tail
Moment und Tail Intensitét (Tab. 5) erfasst.

Tab. 5: Parameter, die zur Auswertung des COMET Assay herangezogen wurden

Auswertungsparameter Definition MaReinheit
Tail Lange Entfernung von der halben Head Lange bis zum MM
Ende der maximalen Migration

Tail Intensitat Summe aller Intensitatswerte im Tail abziglich %
derer der halben Head Lange
(Verhaltnis von DNA im Tail zu DNA im Head)
Tail Moment Produkt von DNA im Tail (Tail Intensitat) und der  dimensionslos
mittleren Entfernung der Migration im Tail
(~ Tail Intensitat x Tail Lange)

Von jeweils 100 analysierten Zellkernen pro Konzentration wurde fiir jeden Versuch der Medianwert
ermittelt. Aus den Medianwerten der mindestens zwei unabhangig durchgefiihrten Versuche wurden
Mittelwert und Standardabweichung berechnet.

Zum besseren Vergleich der relativen DNA-Schadigung zwischen den unterschiedlichen Versuchen
wurden zusétzlich die erhaltenen Medianwerte nach Behandlung mit einer Testsubstanz auf die DMSO-
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Kontrolle des jeweiligen Versuches bezogen. Aus den so erhaltenen relativen Tail Intensitaten wurden
Mittelwert und Standardabweichung berechnet.

2.24 Modifizierter COMET Assay mit Reparaturenzym zur Bestimmung
oxidativer Basenveranderungen

Mit Hilfe eines modifizierten COMET Assay kdnnen oxidative Basenveranderungen der DNA sichtbar
gemacht werden. Hierbei wird die nach der Zelllyse freigesetzte DNA in den Mikrogelen mit einem
Reparaturenzym behandelt, welches oxidative Basenmodifikationen erkennt und ausschneidet. Ein
solches Enzym ist die Formamidopyrimidin-DNA-Glykosylase (Fpg). Es handelt sich hierbei um ein
bakterielles Reparaturenzym, dessen Aufgabe darin besteht, die promutagene DNA Lasion 8-Oxo-
guanin (8-oxoG; Abb. 10) in der DNA zu entfernen (BOITEUX et al. 1987). Fpg fungiert sowohl als
N-Glykosylase als auch als AP-Lyase. Durch die N-Glykosylase-Aktivitdt werden beschadigte Purine
aus der doppelstrangigen DNA freigesetzt, wobei apurinische Stellen (AP-Stellen) entstehen, die
alkaliabil sind und nach der Alkalidenaturierung als DNA-Strangbruch sichtbar werden. Die AP-Lyase-
Aktivitat des Enzyms spaltet sowohl 3’ als auch 5 der AP-Stelle, wobei es die AP-Stelle entfernt und
eine Lucke von einer Base hinterlasst.
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Abb. 10: Strukturformel von 8-Oxoguanin (8-0x0G).

2241 Testdurchfiihrung

Zur Untersuchung oxidativer DNA-Schaden wurde der modifizierte COMET Assay mit dem Reparatur-
enzym Fpg in Anlehnung an die Methode von COLLINS et al. (1993, 1996) durchgefihrt.

Bis auf die folgenden Ausnahmen wurde der modifizierte COMET Assay bis zum Schritt der Zelllyse
genauso durchgefiihrt wie unter 2.2.3.1 beschrieben: Die Einzelversuche wurden als Doppelbestim-
mung (jeweils 2 Objekttrager pro Konzentration und Behandlung mit entweder Fpg oder Enzympuffer)
angesetzt. Als Positivkontrolle flir oxidative DNA-Schaden wurde H2O. verwendet. Hierzu wurden
Mikrogele mit unbehandelten Zellen vor der Lyse 10 min lang mit 10 ml H.O (in PBS) in quadriPERM™
Platten auf Eis inkubiert. Fir die folgende Behandlung mit Enzympuffer wurden die Zellen mit 10 und
100 M H20,, fiir die Fpg-Inkubation nur mit 10 uM H202 behandelt. AnschlieBend wurden die
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Mikrogele zweimal mit eiskaltem PBS Puffer gewaschen und in gesonderten Hellendahl-Kivetten
lysiert. Samtliche auf die Lyse folgenden Schritte wurden in abgedunkelten R&umen durchgefiinrt.

Nach mindestens 2 h andauernder Lyse wurden die Objekitrager dreimal 5 min lang in eiskaltem
Enzympuffer gewaschen. Die Objekttrager wurden nach dem letzten Waschschritt auf ihrer Unterseite
trocken gewischt und in quadriPERM™ Platten platziert. Anschliefend wurden 200 pl eisgekinhlter
Enzympuffer mit 0,2 mg/ml BSA oder 200 pl eisgekihltes Fpg (8000 U/ml, 1:3000 in Enzympuffer mit
0,2 mg/ml BSA verdiinnt) auf die Mikrogele pipettiert, und ein Deckglas wurde aufgelegt. Nach 30 min
langer Inkubation bei 37°C im Brutschrank wurden die Deckglaser vorsichtig von den Gelen abgezogen.
Die Objekttrager wurden kurz in Aqua bidest. getaucht und mit dem Mikrogel nach oben und dem Matt-
rand in Richtung Kathode zeigend auf die Plattform der Elektrophoresekammer gelegt. Die folgenden
Schritte (Alkalidenaturierung, Elektrophorese, Neutralisierung, Dehydrierung und Analyse der DNA-
Strangbriiche) wurden wie unter 2.2.3.1 beschrieben durchgefihrt.

2.24.2 Auswertung

Die Analyse der DNA-Strangbriiche erfolgte mit Hilfe der Auswertesoftware ,Comet Assay II*. Wie unter
2.2.3.2 beschrieben, wurden die Tail Intensitaten von insgesamt 100 Zellkernen pro Konzentration
ermittelt. Fir die Quantifizierung spezifischer oxidativer Schaden (A Tail Intensitat [%]) wurde fir jede
untersuchte Konzentration der Testsubstanz die Differenz der Tail Intensitaten nach Pufferinkubation
(DNA Strangbriche im konventionellen COMET Assay) und nach Enzymbehandlung (Gesamt-DNA-
Schéden inklusive oxidativer DNA Schaden, die durch Fpg detektiert werden) gebildet.

2.2.5 Mikrokern-Test (in vitro)ﬂ

Mit Hilfe des Mikrokern-Tests kdnnen genotoxische Effekte in proliferierenden Zellen untersucht
werden. Bei Mikrokernen handelt es sich um Chromosomenfragmente oder vollstdndige Chromosomen,
die von einer Kernmembran umgeben sind. Lokalisiert sind sie im Zytosol aulerhalb des eigentlichen
Zellkerns, dem Hauptkern. Mikronuklei entstehen wéhrend der Mitose aufgrund von
Chromosomenbriichen (klastogener Effekt) oder Fehlverteilungen von Schwesterchromatiden auf die
Tochterzellen (aneugener Effekt), die z. B. durch Behandlung mit Xenobiotika herbeigefiinrt werden
kénnen (Abb. 11).

“Der Mikrokern-Test (in vitro) wurde von der Postdoktorandin Dr. Claudia Behm (IfADo) durchgefiihrt und ausgewertet.
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Abb. 11: Schema der Mikrokernentstehung (modifiziert nach ANDRAE 1996).

2.2.5.1 Testdurchfiihrung

Der Mikrokern-Test wurde nach der in vitro Methode von MATSUOKA et al. (1992) mit einigen Modifikatio-
nen durchgefihrt.

108 frisch isolierte PUBEC wurden in mit 100 ul Kollagen (2 mg/ml) beschichtete 25 cm? Gewebekultur-
flaschen ausgesat. Am darauf folgenden Tag wurde das Kulturmedium gewechselt, um nicht-adharente
Zellen zu entfernen. Nach zwei Tagen in Kultur wurde das Zellkulturmedium entfernt und durch frisches
ersetzt, welches mit den Testsubstanzen supplementiert war. Die DMSO-Endkonzentrationen in diesen
Versuchen betrug 1% (v/v) fir B[a]P oder 4-ABP, 0,2% (v/v) fiir die Co-Inkubation von 4-ABP und B[a]P
und 0,1% (v/v) fir AN oder CSC. DMN wurde in Aqua bidest. geldst. Nach einer 30-stlindigen
Behandlungszeit wurde das Inkubationsmedium entfernt und die Zellen mit Hilfe von Trpysin-EDTA vom
Substrat abgel6st. Die abgeldsten Zellen wurden bei RT mit 0,4% (w/v) Natriumzitratdihydrat hypoton
behandelt und anschlieRend zentrifugiert (130 g, 10 min). Der Uberstand wurde abgenommen, das
Sediment in 5 ml eisgekuhlter Fixierlosung A resuspendiert und 15 min lang bei —20°C inkubiert. Dieser
Fixationsschritt wurde insgesamt dreimal durchgefiihrt. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurde
der Uberstand entfernt und das Sediment in 0,5 ml frischer Fixierldsung B resuspendiert. Einige Tropfen
der Suspension wurden anschlieRend auf Objekttrager tberfiihrt und durch Auflegen des Objekttragers
auf eine heille Heizplatte fixiert. Die Objekttrager wurden mit Acridinorange-Lésung gefarbt und unter
Verwendung des Fluoreszenzmikroskops Leica DMLB ausgewertet. Als Positivkontrollen wurden 25 nM
Vincristin, 33 und 100 uM Cyclophosphamid sowie in einigen Versuchen 2,5 mM Methylmethansulfonat
eingesetzt.
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2.25.2 Auswertung

Fir jede Konzentration wurde die Anzahl an Zellen mit Mikrokernen innerhalb von mindestens 2000
Zellen mit gut erhaltenem Zytoplasma nach folgenden Kriterien analysiert (COUNTRYMAN & HEDDLE
1976):

» Die Flache des Mikrokerns betrug weniger als ein Drittel des Hauptkerns.
» Die Mikronuklei waren innerhalb des Zytoplasmas der Zelle lokalisiert.
» Die Mikrokerne waren nicht Gber nukleoplasmatische Briicken mit dem Hauptkern verbunden.

» Die Mikronuklei hatten dieselbe Farbe wie der Hauptkern.

Es wurden ausschlieRlich Zellen mit einem Hauptkern gezahlt. Multinukledre Zellen und solche, die
mehr als vier Mikrokerne enthielten, wurden nicht bertcksichtigt.

2.2.6 Zellhomogenisierung

Vor der Messung der Induktion fremdstoffmetabolisierender Enzyme in Zellen war es notwendig, diese
zu homogenisieren. Die Zellen wurden nach der Inkubation mit verschiedenen Testsubstanzen zweimal
mit PBS gewaschen und wie unter 2.2.1.7 beschrieben mit Trypsin-EDTA vom Substrat abgeldst. Nach
der Zentrifugation (5 min, 200 g) wurde der Uberstand abgenommen, die Zellen in 2 ml PBS resuspen-
diert und 5 — 10 min lang bei 1300 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellsediment in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verarbeitung bei —=70°C aufbewahrt. Frische
PUBEC wurden nach dem letzten Waschschritt der Praparation (siehe 2.2.1.2) verwendet und wie oben
beschrieben prozessiert und gelagert.

Samtliche im Folgenden aufgefiihrten Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgefihrt. Jedem Zellsediment
wurden 100 pl Homogenisierungspuffer zugegeben, und die Zellen wurden mit Hilfe eines motorbetrie-
benen StdRels ,Pellet Pestle® in einem Eppendorfreaktionsgefa® ca. 1 min lang homogenisiert. An-
schlieBend wurde die Suspension in ein 12 ml-Zentrifugenrdhrchen Gberfiihrt und das Eppendorfreakti-
onsgefal® mit 50 pl Homogenisierungspuffer nachgesplilt. Die Zellen wurden mit Hilfe eines Ultraschall-
stabes bei einer maximalen Amplitude von 40% weiter lysiert. Die Ultraschallbehandlung erfolgte im
Intervallmodus von 3-5x 10 s.

2.2.7 Bicinchoninsaure Assay

Der Bicinchoninsdure (BCA) Assay zur Proteinbestimmung wurde 1985 von SMITH et al. entwickelt. In
dieser Untersuchungsmethode wird das Natriumsalz der BCA als Detektionssystem in Kombination mit
der Biuret-Reaktion verwendet.
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Das Testprinzip basiert darauf, dass zunachst Cu?* durch Peptidbindungen von Proteinen in alkalischer
Lésung zu Cu'* reduziert wird. Die BCA reagiert spezifisch mit den Cu'*-lonen im Verhaltnis 2:1 und
bildet mit ihnen einen stabilen, wasserloslichen violetten Komplex. Die Absorption des erhaltenen Farb-
komplexes, die direkt proportional zur Proteinkonzentration ist, kann photometrisch bestimmt werden.

2.2.71 Testdurchfiihrung

Die Proteinkonzentrationen der verschiedenen Zellhomogenate wurden mit Hilfe eines Kits bestimmt.
Als Standardprotein mit bekannter Konzentration wurde Rinderserumalbumin (BSA) verwendet.

Fir die Proteinbestimmung von Zellhomogenaten (siehe 2.2.6) wurde in Homogenisierungspuffer ge-
|6stes BSA im Konzentrationsbereich zwischen 0,25 mg/ml und 2 mg/ml (in &quidistanten Abstufungen)
eingesetzt. Jeweils 10 ul eines 1:10 und 1:20 in Homogenisierungspuffer verdlnnten Zellhomogenats
bzw. 10 pl der BSA-Standardlésung wurden in die Vertiefungen der Platte pipettiert. Das Standard-
protein wurde in Doppel-, die Proben mit unbekanntem Proteingehalt wurden in Dreifachbestimmung
eingesetzt.

Fur die Proteinbestimmung von Zelllysaten aus dem Neutralrot-Test (siehe 2.2.2) wurde in Aqua bidest.
verdlnntes BSA im Konzentrationsbereich zwischen 0,2 mg/ml und 2,0 mg/ml eingesetzt. Im Kon-
zentrationsbereich zwischen 0,2 und 1,0 mg/ml waren die Abstufungen 0,2 mg/ml. Zwischen 1,0 und
2,0 mg/ml lagen keine weiteren Konzentrationen. Fir die Proteinbestimmung wurden die bei —70°C
eingefrorenen 96-Depot-Platten wieder aufgetaut. Jeweils 10 pl der BSA-Standardlésung wurden in
Doppelbestimmung in Vertiefungen der Platte pipettiert, die keine Zellen enthielten.

Die Reagenzien A und B wurden nach Vorschrift des Herstellers im Verhaltnis 50:1 zusammengegeben
und gut miteinander vermischt. Jeweils 200 ul des Reagenzgemisches wurden zu den Proben pipettiert,
und die Mikrotiterplatte wurde 30 s lang auf dem Plattenschiittler bei 600 rpm geschittelt. Danach
wurde der Ansatz 30 min lang bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Im direkten Anschluss daran wurde
die Extinktion bei einer Wellenlange von 570 nm im Achtkanal-Photometer gemessen.

2.2.7.2 Auswertung

Die Proteinkonzentrationen der Zellhomogenate wurden anhand einer mit Hilfe des BSA ermittelten
Standardkurve berechnet.

Die Proteinbestimmung von Zelllysaten aus dem Neutralrot-Test wurde analog dem Neutralrot-Test aus-
gewertet (sieche 2.2.2.2). Der Proteinwert wurde in Prozent der Lésemittelkontrolle angegeben.
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2.2.8 SDS PAGE (,,sodium dodecyl sulfate polyacrylamide-gel electrophoresis*®)

Proteine kdnnen mit Hilfe der SDS PAGE ihrer GroRRe nach aufgetrennt werden. Bei dieser Methode
dient ein Gel aus Polyacrylamid als chemisch inerte Matrix, durch die aufgetragene Proteine im elekiri-
schen Feld wandern kénnen. Unter Verwendung des stark anionischen Detergenz SDS werden Pro-
teine denaturiert und bilden mit ihm einen negativ geladenen Komplex, der im elektrischen Feld in
Richtung Anode migriert. Die Porengrofie des Gels bestimmt hierbei die Auftrennungsscharfe.

2.2.8.1 Durchfihrung

Mit Hilfe der SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese wurden Zelllysate aus frisch isolierten oder mit
Testsubstanzen behandelten PUBEC der Grolke nach separiert. Die Auftrennung der Proteine erfolgte
unter denaturierenden Bedingungen in diskontinuierlichen Polyacrylamidgelen nach der Methode von
LAEMMLI (1970).

Herstellung der Gele

Diskontinuierliche Polyacrylamidgele (je 8 x 10 cm) von 1 mm Dicke wurden in einer Hoefer™ Giel3-
kammer, die fir zehn Gele ausgerichtet war, gegossen. Die Zutaten (bis auf APS und TEMED) fir
Trenn- und Sammelgele wurden wie in Tab. 6 beschrieben gemischt und entgast. Unmittelbar vor dem
Gieen der Gele wurden APS und TEMED zum Auslosen der Polymerisation von Acrylamid und
Methylen-Bisacrylamid zugegeben. Die fertigen Gele wurden bis zu ihrem Gebrauch in feuchten Ti-
chern eingewickelt bei 4 — 8°C gelagert.

Tab. 6: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgelen (beide 10%ig), die Angaben sind fir 10 kleine Gele

Trenngel Sammelgel
Acrylamid A 35,35 ml Acrylamid B 7,20 ml
Trenngelpuffer 45,00 ml Sammelgelpuffer 18,75 ml
10% SDS 1,08 ml 10% SDS 375
Aqua bidest. 5,35 ml Aqua bidest. 7,35 ml
APS 2,28 ml APS 750 pl
TEMED 191,25 TEMED 75 ul

Vorbereitung der Proben

Die Zelllysate wurden zu gleichen Teilen mit Probenpuffer vermischt, anschlieRend 5 min lang aufge-
kocht und im Folgenden auf Eis gestellt. Entweder wurden Proben direkt auf Gele aufgetragen oder fr
eine spatere Verwendung bei —20°C gelagert.
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Elektrophoretische Auftrennung der Proteine

Pro Spur wurden 2 - 10 g Protein in einem Probenvolumen von 10 pl in die Geltaschen aufgetragen.
Die Auftrennung der Proteine erfolgte in einer vertikalen Apparatur in Laufpuffer. Das Einlaufen der
Proben in das Sammelgel erfolgte 10 — 15 min lang (220 V und 20 mA pro Gel). Die Proteine wurden
ca. 45 min lang bei einer konstanten Spannung von 220 V und einem Stromfluss von 40 mA pro Gel
separiert. Nach der Elektrophorese wurde das Sammelgel abgetrennt und verworfen. Das Trenngel
wurde im Western Blot verwendet (siehe 2.2.9).

2.2.9 Western Blot

Die Western Blot Methode wurde von TOWBIN et al. (1979) entwickelt. Sie basiert auf dem elektrophore-
tischen Transfer von aufgetrennten Proteinen aus Polyacrylamidgelen auf Nitrozellulosemembranen
und ihrem Nachweis mittels spezifischer Antikorper.

2.29.1 Durchfiihrung

Die Western Blot Methode wurde eingesetzt, um spezifische Induktion fremdstoffmetabolisierender
Enzyme in behandelten sowie in frisch praparierten Zellen zu untersuchen. Es wurden Zelllysate ver-
wendet, die zuvor in einer SDS PAGE der GroRe nach getrennt wurden (siehe 2.2.8). Als Standard fiir
den CYP1A1-Nachweis wurden Lebermikrosomen von Ratten, die gegen 3-Methylcholanthren (3-MC)
exponiert worden waren (Roos 2002), verwendet. Im Folgenden wird dieser Standard, von dem der
genaue Anteil an CYP1A1-Protein nicht bekannt ist, als ,3-MC Mikrosomen* bezeichnet.

Proteintransfer auf Nitrozellulosemembran

Die in der SDS PAGE aufgetrennten Proteine wurden in einem Nassverfahren in einer Transferpuffer-
gefiillten Blottingkammer vom Polyacrylamidgel auf eine Protran® Nitrozellulosemembran transferiert,
die zuvor in Transferpuffer aquilibriert wurde. Flr den Proteintransfer wurde ein ,Sandwich* aus Faser-
schwamm, Filterpapier, Gel, Nitrozellulosemembran, Filterpapier und Faserschwamm in einer Transfer-
kassette in die Blottingkammer eingehangt. Der elektrophoretische Transfer erfolgte vom Gel (Kathode)
auf die Nitrozellulosemembran (Anode) unter Kihlung 1 h lang bei einer Spannung von 220 V und ei-
nem Stromfluss von 400 mA. Nach der Proteinibertragung wurde der Blot zur Absattigung freier
Bindungsstellen Gber Nacht (4 — 8 °C) in PBS mit 0,1% (v/v) Tween und 5% (w/v) Magermilchpulver
belassen.
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Proteinnachweis mit spezifischen Antikorpern

Samtliche im Folgenden aufgefiihrten Behandlungsschritte wurden bei RT in einem Kunststoffkastchen
auf einem Wipptisch mit einer Schittelfrequenz von 50/min durchgefihrt. Zwischen den jeweiligen Inku-
bationsschritten wurden die Blots wie folgt mit PBS mit 0,1% (v/v) Tween gewaschen:

* 2 xkurzes Abspilen
* 1x15min

e 2X 5min

Vor der Inkubation mit Antikérpern wurden die Blots 15 min lang mit Avidin (2 pg/ml in PBS) und da-
nach 10 min lang mit Biotin (40 ng/ml in PBS) behandelt. Anschlieend wurden die Blots wie folgt inku-
biert:

* 60 min Inkubation mit dem Primarantikdrper (anti-CYP1A1 1:300 in PBS)

* 90 min Inkubation mit biotinyliertem Sekundarantikorper (Ziege-anti-Maus IgG, 1:1000 in PBS
mit 0,1% (v/v) Tween)

* 90 min Inkubation mit Strepatvidin-Peroxidase (2 pg/ml in PBS)

Die Antigen-Antikdrper-Reaktion wurde mit Hilfe von ECL™ Detektionsreagenz nach Vorschrift des Her-
stellers detektiert. Nach Inkubation mit dem Detektionsreagenz (1 min) wurde die Nitrozellulose-
membran luftblasenfrei mit Frischhaltefolie Uberzogen, auf einen Réntgenfilm aufgebracht und in der
Dunkelkammer 3, 10 und 30 min lang in einer Rontgenfilmkassette belichtet. Anschliefend wurde der
belichtete Film 90 s lang entwickelt und fixiert. Der entwickelte Rontgenfilm wurde, nachdem er an der
Luft getrocknet war, auf eine Durchlichteinheit gelegt und mit einer CCD-Kamera fotografiert und digita-
lisiert (TIFF-Datei).

2.29.2 Auswertung

Die Proteinbanden auf dem digitalisierten Rontgenfilm wurden mit Hilfe der Software ,WinCam 2.1°
densitometrisch vermessen und in Relation zur Proteinmenge des ,3-MC Mikrosomen* Standards ge-
setzt. Die so erhaltenen Werte wurden auf die eingesetzte Proteinmenge des Zelllysats bezogen. Zur
Darstellung einer Dosis-Wirkungsbeziehung wurde die relative Enzyminduktion in einem Diagramm
gegen die zur Induktion verwendete Konzentration der Testsubstanz aufgetragen.

2.210 Durchflusszytometrie: Intrazellularer Nachweis von Enzyminduktion

Die Durchflusszytometrie erlaubt die Charakterisierung von verschiedenen Zellen (bzw. Partikeln mit
einem Durchmesser von 0,4 — 120 um) in einer Einzelzellsuspension. Von einem Flissigkeitsstrom
getragen und durch die sog. hydrodynamische Fokussierung vereinzelt, kénnen Zellen den Strahlen-
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gang eines eingebauten Lasers passieren. Wahrend dieser Passage wird das Laserlicht abgelenkt und
mittels verschiedener Detektoren erfasst. Das Vorwarts- (forward scatter, FSC) und Seitwartsstreulicht
(side scatter, SSC) erlauben eine Aussage uber relative GroRe bzw. Granularitat (innere Komplexizitat)
der gemessenen Einzelzellen. Simultan zu diesen Ereignissen kdnnen auflerdem Fluoreszenzsignale
erfasst werden, wie z. B. mittels fluorochromkonjugierter Antikérper markierte zellulére Proteine. Auf
diese Weise ist es madglich, die Induktion von Cytochrom P450 1A1 (CYP1A1) auf Einzelzellniveau
nachzuweisen und zu quantifizieren. Allerdings ist es notwendig, aufgrund der intrazellularen Lokali-
sation des Enzyms in der Membran des endoplasmatischen Retikulum, die Zellen vor der spezifischen
Antikorpermarkierung zu fixieren und zu permeabilisieren (Abb. 12).
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Abb. 12: Schema der intrazelluléren Markierung von CYP1A1

Das flr die Messungen in dieser Arbeit verwendete Durchflusszytometer (FACSCalibur™) war mit ei-
nem Argon- (A = 488 nm) und einem Dioden-Laser (A = 530 nm) ausgestattet. Fir die Messungen in
der vorliegenden Arbeit wurde ausschlieflich der Argonlaser eingesetzt.

2.2.10.1 Durchfiihrung

Zellen wurden zunéchst in 6-Depot-Gewebekulturplatten mit Testsubstanzen behandelt (siehe 2.2.1.8).
Nach Inkubationsende wurden die Zellen mit Trypsin-EDTA vom GefaRboden abgeldst, in Suspension
gebracht und unter Verwendung des BD Cytofix/Cytoperm™ Kits fixiert und permeabilisiert. Die Be-
handlung der Zellen erfolgte unter Berlicksichtigung der Anleitung des Herstellers.

Fixierung, Permeabilisierung und Markierung der Zellen

Pro eingesetzter Konzentration der Testsubstanz wurden 5 x 105 Zellen in ein Eppendorfreaktionsgefal
gegeben und 5 min lang bei 200 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und die sedimen-
tierten Zellen in 50 pl BD Cytofix/Cytoperm™ resuspendiert. Nach 30 min langer Inkubation im Dunkeln
bei RT wurden zu jedem Ansatz 100 pl Perm/Wash-Lésung (1:10 in Aqua bidest. Verdiinnt) gegeben.
Die Suspension wurde kraftig durchmischt und anschlieBend zentrifugiert (5 min, 200 g). Der Uberstand
wurde entfernt und das Zellsediment in 100 pl Perm/Wash-Losung aufgenommen und zu gleichen
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Teilen auf zwei Eppendorfreaktionsgefalle verteilt. AnschlieBend wurden die Proben ein weiteres Mal
zentrifugiert (5 min, 200 g) und der Uberstand verworfen. Von den beiden Proben wurde eine als Nega-
tivkontrolle, die andere als Messprobe verwendet.

Die Zellen der Messprobe wurden 1 h lang bei RT mit 50 pl Primarantikérper (anti-CYP1A1, 1:300 in
Perm/Wash verdinnt) inkubiert und anschlieBend 2 x mit 100 pl Perm/Wash gewaschen. Die Zellen der
Negativprobe wurden in 50 pl Perm/Wash ohne Primérantikdrper resuspendiert. Sowohl die Zellen der
Mess- als auch die der Negativprobe wurden 1 h lang mit 100 pl Sekundarantikorper (anti-Maus 1gG1-
FITC, 1:300 in Perm/Wash verd(innt) behandelt und anschlieBend 2 x mit Perm/Wash gewaschen. Fir
die durchflusszytometrische Messung wurden die markierten Zellen in 500 pl Farbepuffer aufgenom-
men.

Messung der Zellen

Die Messung der Zellen erfolgte mit Hilfe des Programms ,CellQuest Pro®. Vor der Akquisition der
Messprobe wurde stets die Negativprobe gemessen, um die Hintergrund- bzw. Autofluoreszenz der
Zellen zu erfassen.

2.2.10.2 Auswertung

Die Anzahl CYP1A1-positiver Zellen wurde mit Hilfe der Software ,CellQuest Pro* aus Histogrammen
ermittelt, in denen die Fluoreszenzintensitat und die Anzahl akquirierter Zellen (,Counts®) einander ge-
genubergestellt waren (Abb. 13).
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Abb. 13: Schematische Darstellung von Histogrammen, mit deren Hilfe die Anzahl CYP1A1-positivier Zellen ermittelt wurde.
Links ist eine Negativprobe abgebildet, mit deren Hilfe die Auswertungsmarker M1 und M2 gesetzt wurden. Mit Hilfe der
Messprobe (rechts) wurde der Anteil CYP1A1-positiver Zellen (im Bereich des Auswertungsmarkers M2) ermittelt.

Zur Bestimmung der Anzahl eindeutig CYP1A1-positiver bzw. -negativer Zellen wurden mit Hilfe der
Negativprobe entsprechende Auswertungsmarker (M1 flir CYP1A1-negative und M2 fir CYP1A1-posi-
tive Zellen) gesetzt. Der Auswertungsmarker M2 wurde so gesetzt, dass sich ca. 0,5% (0,48 - 0,52%)
der Gesamtzellen in diesem Bereich befanden. Diese hatten pro Versuchsansatz flir die Negativ- und
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Messprobe identische Koordinaten im Histogramm. Fir die Erfassung eventuell positiver Zellen war
eine Anpassung der Auswertemarker notwendig (siehe Diskussion).

2.2.11 Statistische Auswertung der Inkubationsversuche

Fur die Berechnung der statistischen Signifikanz der Ergebnisse aus den verschiedenen Inkubations-
versuchen wurde der Mann-Whitney-U-Test angewendet. Dieser nicht-parametrische Test eignet sich
fir den Vergleich zweier unabhangiger Stichproben (einzelne Konzentrationen im Vergleich zur Lose-
mittelkontrolle), wenn die Probenwerte der Grolke nach geordnet und mit R&ngen versehen werden. Die
Signifikanzwerte wurden mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS (Version 13.0) fir Windows berechnet.
Die statistische Signifikanz der Test-Ergebnisse im Vergleich zur Lésemittelkontrolle wird in den Abbil-
dungen im Ergebnisteil (siehe Kapitel 3) mit Sternchen gekennzeichnet (Tab. 7).

Tab. 7: Unterteilung von p-Werten, die mit Hilfe statistischer Tests berechnet wurden, in Signifikanz-Kategorien

p-Wert Art der Signifikanz Kennzeichnung im Diagramm
> 0,050 nicht signifikant keine
0,010-0,050 signifikant ¥
0,001 -0,010 sehr signifikant **
< 0,001 hoch signifikant e

Die mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS 13.0 errechneten p-Werte fir den Mann-Whitney-U-Test
befinden sich in einer Tabelle im Anhang an diese Arbeit.
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3 Ergebnisse

3.1 Toxikologische Aspekte von Zigarettenrauch-Inhaltsstoffen:
Untersuchungen zur Zytotoxizitat und Genotoxizitat in PUBEC

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden zytotoxische und genotoxische Effekte von
Zigarettenrauch-Inhaltsstoffen auf primare Zellen der Schweineharnblase (PUBEC) untersucht. Zu den
getesteten Einzelsubstanzen gehdren die bekannten Kanzerogene 4-Aminobiphenyl (4-ABP),
Benzo[a]pyren (B[a]P), Dimethylnitrosamin (DMN) und Acrylnitrii  (AN). AufRerdem wurden
Zigarettenrauchkondensat (CSC) sowie 4-ABP in Kombination mit einer konstanten B[a]P-Konzentration
untersucht.

3.1.1  Zytotoxizitat von Zigarettenrauch-Inhaltsstoffen in PUBEC -
Neutralrot-Testergebnisse

Zunachst wurde die Zytotoxizitat ausgewahlter Zigarettenrauch-Inhaltsstoffe mit dem Neutralrot-Test in
PUBEC untersucht. Die aus diesem Test gewonnene Information (iber zytotoxische Konzentrationen
wurde zur korrekten Beurteilung anschlie®end durchgeflihrter Genotoxizitatstests verwendet. Bei
zytotoxischen Effekten kann es unter anderem zur Fragmentierung der DNA kommen, was einen
genotoxischen Effekt vortauschen und damit zur falsch positiven Beurteilung fiihren konnte.

In den folgenden Abbildungen sind die Ergebnisse der Neutralrot-Aufnahme und der
Zellproteinbestimmung nach Behandlung mit den verschiedenen Testsubstanzen dargestellt. Die Werte
sind in Prozent der Losemittelkontrolle angegeben.

3.1.1.1 Zytotoxizitat von 4-Aminobiphenyl in PUBEC

Fur 4-Aminobiphenyl wurde zunehmende Zytotoxizitdt ab 25 uM beobachtet (Abb. 14). Die maximal
eingesetzte Konzentration (500 uM) flihrte zu einer Reduktion der Neutralrot-Aufnahme im Mittel um
50%. Die parallel hierzu untersuchte Veranderung der Zellzahl mittels Proteinbestimmung nahm erst bei
4-ABP-Konzentrationen dber 100 uM ab. Bei der maximal eingesetzten Konzentration des
aromatischen Amins war die Zellzahl im Vergleich zur Lésemittelkontrolle um 40% reduziert. Wie man
Abb. 14 entnehmen kann, war die verringerte Neutralrot-Aufnahme in zytotoxischen Konzentrationen
nicht direkt mit der Abnahme der Zellzahl korreliert, die als Zellproteinmenge gemessen wurde.
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Abb. 14: Veranderung der Neutralrot-Aufnahme und Proteinmenge durch Inkubation mit 4-Aminobiphenyl. Abgebildet sind
Mittelwerte und Standardabweichungen (n=5-9).

3.1.1.2 Zytotoxizitat von Benzo[a]pyren in PUBEC

Mit dem Neutralrot-Test konnte fiir B[a]P bis zu einer Konzentration von 10 uM keine Zytotoxizitat im
Vergleich zur Losemittelkontrolle nachgewiesen werden (Abb. 15). Die Behandlung mit 50 oder 100 uM
des polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffs (PAK) fiihrte zu einer geringfligigen Reduktion der
Neutralrot-Aufnahme, nicht jedoch der Proteinmenge. Insgesamt betrachtet resultierte die 24stlindige
Behandlung mit Benzo[a]pyren jedoch in keinen auffalligen zytotoxischen Effekten.
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Abb. 15: Veranderung der Neutralrot-Aufnahme und Proteinmenge durch Inkubation mit Benzo[a]pyren. Abgebildet sind
Mittelwerte und Standardabweichungen (n =2 - 8).
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3.1.1.3 Zytotoxizitat von Dimethylnitrosamin in PUBEC

Bis zu einer Konzentration von 10 mM konnten fur Dimethylnitrosamin keine zytotoxischen Effekte in
PUBEC nachgewiesen werden (Abb. 16). Sdmtliche Werte, sowohl aus dem Neutralrot-Test als auch
aus der Proteinbestimmung, lagen im Bereich des zur Losung verwendeten Aqua bidest.

140 -
g 120 A 1
qé) T % I ? T T
S T~ 1 I +
S 4
<} _
& 80
=
E 60 -
(3]
1S
=
£ 40 -
=)
<
o
= 20 A @® NR-Aufnahme

v  Proteinmenge
0 T T T T 1
0,1 1 10 100 1000 10000

Konzentration [uM]

Abb. 16: Verénderung der Neutralrot-Aufnahme und Proteinmenge durch Inkubation mit DimethylInitrosamin. Abgebildet sind
Mittelwerte und Standardabweichungen (n=2-7).

3.1.1.4 Zytotoxizitat von Acrylnitril in PUBEC

Fur AN wurde ab 1 mM Zytotoxizitat beobachtet (Abb. 17). Bei der maximal eingesetzten AN-
Konzentration (10 mM) war die Neutralrot-Aufnahme in PUBEC um mehr als 60% im Vergleich zu den
Kontrollzellen reduziert. Dariiber hinaus zeigte sich fiir die Behandlung der Zellen mit der Testsubstanz
eine hohe Korrelation zwischen abnehmender Neutralrot-Aufnahme und Verringerung der gemessenen
Proteinmenge.
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Abb. 17: Veranderung der Neutralrot-Aufnahme und Proteinmenge durch Inkubation mit Acrylnitril. Abgebildet sind

Mittelwerte und Standardabweichungen (n =3 - 10).

3.1.1.5 Zytotoxizitat von 4-Aminobiphenyl in Kombination mit Benzo[a]pyren in PUBEC

Zytotoxische Effekte von 4-ABP in Kombination mit 1 uM B[a]P wurden in zwei Versuchen untersucht.

Parallel zur Co-Inkubation mit beiden Substanzen wurden PUBEC mit 4-Aminobiphenyl alleine

behandelt, um Effekte der kombinierten Behandlung besser mit denen der alleinigen 4-ABP-Inkubation

vergleichen zu konnen. Sowohl die Behandlung mit dem aromatischen Amin alleine als auch die

kombinierte Behandlung mit beiden Substanzen fiihrten zu einem fast identischen Verlauf der Kurve der
Neutralrot-Aufnahme (Abb. 18).
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Abb. 18: Neutralrot-Aufnahme in PUBEC nach Behandlung mit 4-Aminobiphenyl oder Co-Inkubation mit 4-Aminobiphenyl

und 1 uM Benzo[a]pyren. Abgebildet sind Mittelwerte und Standardabweichungen (n = 2).
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Im Vergleich zu den zuvor gezeigten Ergebnissen fur 4-ABP (Abb. 14) flhrte die Behandlung mit dem
aromatischen Amin (bzw. auch in Kombination mit B[a]P) in diesen Versuchen insgesamt zu starkeren
zytotoxischen Effekten. Bei 15 uM der Testsubstanz war die Neutralrot-Aufnahme um 20%, bei ca.
130 uM jedoch schon um 50% im Vergleich zur Losemittelkontrolle reduziert.

In der folgenden Abbildung sind die Ergebnisse aus dem Neutralrot-Test und der Proteinbestimmung fiir
co-inkubierte PUBEC dargestellt. Wie zuvor fiir das aromatische Amin beobachtet (sieche Abb. 14),
korrelieren auch fiir die Co-Inkubation mit Benzo[a]pyren und 4-Aminobiphenyl Neutralrot-Aufnahme
und Zellzahl im zytotoxischen Bereich nicht miteinander (Abb. 19).
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Abb. 19: Veranderung der Neutralrot-Aufnahme und Proteinmenge durch Co-Inkubation mit 4-Aminobiphenyl und 1 pM
Benzo[a]pyren. Abgebildet sind Mittelwerte und Standardabweichungen (n = 2).

3.1.1.6 Zytotoxizitat von Zigarettenrauchkondensat in PUBEC

In mit Zigarettenrauchkondensat behandelten PUBEC wurde ab ca. 15 upg/ml Zytotoxizitat
nachgewiesen (Abb. 20). Die maximal eingesetzte Konzentration (30 pg/ml) fihrte im Vergleich mit dem
Lésemittel zu 70% Neutralrot-Aufnahme. Wahrend die Aufnahme des Farbstoffes bereits ab 10 pg/ml
abnahm, war die parallel hierzu erfasste Menge an Zellprotein noch nicht verandert: Bei Behandlung der
Zellen mit 30 pg/ml CSC betrug die Zellproteinmenge noch 80% der Losemittelkontrolle. Wie schon flr
das aromatische Amin 4-ABP gezeigt (Abb. 14), korrelierte auch flr diese Testsubstanz die verringerte
Neutralrot-Aufnahme in zytotoxischen Konzentrationen nicht direkt mit der Abnahme der Zellzahl.
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Abb. 20: Verénderung der Neutralrot-Aufnahme und Proteinmenge durch Inkubation mit Zigarettenrauchkondensat.

Abgebildet sind Mittelwerte und Standardabweichungen (n = 3).

3.1.1.7 Zusammenfassung der Zytotoxizitatstestergebnisse

Mit Hilfe der gezeigten Diagramme (Abb. 14 - Abb. 18) wurden aus den Mittelwerten die IC2o-, ICs0- und

|Cgo-Werte zur Bestimmung der Zytotoxizitat ermittelt. Hierbei handelt es sich um die inhibitorischen

Konzentrationen, bei denen die Neutralrot-Aufnahme im Vergleich zur Lésemittelkontrolle um 20%, 50%
bzw. 80% vermindert ist (Tab. 8).

Tab. 8: Bestimmung der Zytotoxizitat mit Hilfe des Neutralrot-Tests. Angegeben sind die 1Czo, ICs0 und |Cso-Werte.

max. eingesetzte

Testsubstanz Konzentration IC20 ICs0 ICs0
4-Aminobiphenyl 500 uM 20 uM 300 uM 0
Benzo[a]pyren 100 uM U U 0
DimethylInitrosamin 10 mM 0 0 0

Acrylnitril 10 mM 1 mM 4,7 mM >10 mM
4-Aminobiphenyl + 500 uM 15 uM 130 uM 0
1 UM Benzo[a]pyren

Zigarettenrauchkondensat 30 pg/ml 15 pg/ml 0 0
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3.1.2 Genotoxizitat von Zigarettenrauch-Inhaltsstoffen in PUBEC -
COMET Assay Ergebnisse (konventionelle Methode)

Der COMET Assay wurde angewandt, um das zeitabhangige Entstehen von DNA-Strangbriichen durch
Zigarettenrauch-Inhaltsstoffe in PUBEC auf Einzelzellebene zu erfassen. In Abb. 21 sind ,Kometen* von
PUBEC mit unterschiedlichem Schadigungsgrad abgebildet. Fiir die Auswertung dieser Versuche wurde
die Tail Intensitat als MaR® zur Quantifizierung der Schadigung herangezogen. Die Ergebnisse sind in
den folgenden Abschnitten fiir jede Testsubstanz einzeln graphisch dargestellt.

Abb. 21: Unterschiedlich stark geschadigte DNA von PUBEC, wie sie im COMET Assay zu sehen ist, mit steigendem
Schédigungsgrad von links nach rechts.

3.1.2.1 Genotoxizitat von 4-Aminobiphenyl in PUBEC

Die Inkubation mit dem aromatischen Amin 4-ABP fiihrte im sub-zytotoxischen Bereich unabhéngig von
der Inkubationsdauer zu keinen mit dem COMET Assay detektierbaren Effekten (Abb. 22). Lediglich bei
einer stark zytotoxischen Konzentration von 500 uM 4-ABP, bei der sowohl Neutralrot-Aufnahme als
auch die Zellzahl deutlich reduziert waren (siehe Kapitel 3.1.1.1), wurde nach 24 h langer Inkubation

eine Zunahme der DNA-Fragmentierung beobachtet.
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Abb. 22: COMET Assay Ergebnisse fiir die Inkubation mit 4-ABP (3 h, 5 h und 24 h). Abgebildet sind Mittelwert und
Standardabweichung der Tail Intensitét (n = 2 - 6).
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3.1.2.2 Genotoxizitat von Benzo[a]pyren in PUBEC

Fur B[a]P wurde sowohl eine zeit- als auch konzentrationsabhangige Zunahme der DNA-Strangbriiche
beobachtet (Abb. 23). Bereits nach kurzer Inkubation (3 und 5 h) mit der Testsubstanz wurden im Kon-
zentrationsbereich zwischen 10 — 100 uM Benzo[a]pyren vermehrt DNA-Strangbriiche nachgewiesen.
Die Tail Intensitaten unterschieden sich ab 10 uM B[a]P signifikant von denen der Losemittelkontrolle.
Nach 24 h langer Behandlung waren die DNA-Schaden bereits ab 1 uM B[a]P signifikant im Vergleich
zur Losemittelkontrolle. Die starksten genotoxischen Effekte wurden zwischen 5 und 100 uM gefunden.
Allerdings muss hierbei angemerkt werden, dass fiir die hochste B[a]P-Konzentration (100 pM) in
einigen Fallen beobachtet wurde, dass der PAK im Kulturmedium ausfiel. Vermutlich erklart das auch
den in Abb. 23 zu beobachtenden Sattigungseffekt im Bereich von 50 — 100 uM Benzo[a]pyren.
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Abb. 23: COMET Assay Ergebnisse fir die Inkubation mit B[a]P (3 h, 5 h und 24 h). Abgebildet sind Mittelwert und
Standardabweichung der Tail Intensitdt (n = 4 - 13). Die Signifikanz der Ergebnisse ist mit Sternchen wie folgt
gekennzeichnet: * signifikant, ** sehr signifikant und *** hoch signifikant.

Die COMET Assay Ergebnisse flir die verschiedenen Versuche mit B[a]P variieren sehr stark, was
besonders an den groflen Standardabweichungen deutlich wird. Die gezeigten Ergebnisse wurden in
mehreren unabhangig voneinander durchgefiihrten Versuchen erhalten, in denen Urothelzellen aus finf
verschiedenen Spenderorganen miteinander vermischt kultiviert wurden. In Abb. 24 sind die Tail
Intensitaten fir die verschiedenen Versuche und fir jede untersuchte Konzentration nach 24 h langer
Inkubation als einzelne Werte aufgetragen.
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Abb. 24: Einzelpunktdarstellung der COMET Assay Ergebnisse fiir 24 h lange Inkubation mit B[a]P (n = 4 - 13). Die Tail
Intensitaten (Medianwerte) pro Konzentration aus jedem Versuch sind mit einem Symbol in einer anderen Farbe abgebildet.

Bei Betrachtung der einzelnen Tail Intensitaten nach 24 h langer Inkubation mit Benzo[a]pyren (Abb. 24)
fallt Folgendes auf:

1. In einigen Versuchen (z. B. dunkelgriines Dreieck) wurden durch die Behandlung mit B[a]P
(24 h) offensichtlich nur sehr geringe DNA-Schaden induziert.

2. In anderen Versuchen wurden durch die 24 h lange Inkubation mit Benzo[a]pyren sehr starke
DNA-Schéden induziert. Die Tail Intensitat betrug z. B. nach Inkubation mit 50 uM B[a]P in
einem Versuch annéhernd das Zehnfache der Losemittelkontrolle (grellgriines Quadrat).

3. In fast allen Versuchen wurde eine konzentrationsabhangige Zunahme der Genotoxizitat
beobachtet, unabhangig davon ob starke oder schwache DNA-Schéden durch B[a]P induziert

wurden.

Offensichtlich gibt es deutliche individuelle Unterschiede zwischen den fiir die verschiedenen Versuche
verwendeten Zellen in Bezug auf die Empfindlichkeit gegentiber der Induktion von DNA-Strangbriichen
durch B[a]P.

Genotoxizitat von Benzo[a]pyren in PUBEC aus individuellen Blasen

In Abb. 25 sind COMET Assay Ergebnisse dargestellt, die mit PUBEC erhalten wurden, welche aus 9
individuellen Blasen (an zwei unterschiedlichen Praparationstagen) gewonnen wurden. Die Zellen
waren nicht miteinander vermischt worden, um in PUBEC aus individuellen Spendertieren zu
untersuchen, ob mit dem COMET Assay nach Benzo[a]pyren-Behandlung auch in diesem
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Versuchsansatz heterogene Ergebnisse erhalten werden. Nach 24 h langer Inkubation mit
Benzo[a]pyren waren die Resultate auch in diesen Versuchen insbesondere zwischen 5 und 100 uM
B[a]P heterogen (Abb. 25).
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Abb. 25: COMET Assay Ergebnisse fir PUBEC aus 9 unterschiedlichen Schweineharnblasen nach Inkubation mit
Benzo[a]pyren (24 h). Angegeben sind die jeweiligen Medianwerte von jeweils 100 ausgewerteten Kometen pro Individuum
und Konzentration.

3.1.2.3 Genotoxizitat von Dimethylnitrosamin in PUBEC

Fir DMN konnte mit dem COMET Assay im Konzentrationsbereich zwischen 1 uM und 10 mM keine
Genotoxizitat nachgewiesen werden. Die ermittelten Tail Intensitaten lagen weitestgehend im Bereich
der Aqua bidest.-Kontrolle (siehe Anhang).

3.1.2.4 Genotoxizitat von Acrylnitril in PUBEC

Acrylnitril wurde im Konzentrationsbereich von 1 yM bis 1 mM untersucht. Die Tail Intensitaten
unterschieden sich im Mittel kaum von denen der Losemittelkontrolle (siehe Anhang). Lediglich fur einen
von drei Versuchen wurde nach 24 h langer Behandlung eine Erhohung der Tail Intensitat um den
Faktor 1,7 bis 2 gefunden.

3.1.2.5 Genotoxizitat von 4-Aminobiphenyl in Kombination mit Benzo[a]pyren in PUBEC

Die 24 h lange Inkubation mit 4-ABP alleine sowie in Kombination mit 1 uM B[a]P flhrte zu sehr
schwachen, kaum mit dem COMET Assay detektierbaren Effekten (Abb. 26). Nach Co-Inkubation
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konnten mit dem COMET Assay nur geringfiugig groBere DNA-Schaden im Vergleich zur
Losemittelkontrolle und 4-ABP beobachtet werden.
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BEP 41 MBEP — BlalP  BlalP

Abb. 26: COMET Assay Ergebnisse fiir 24 h lange Inkubation mit 4-ABP bzw. Co-Inkubation mit 1 uM B[a]P. Abgebildet
sind Mittelwert und Standardabweichung der Tail Intensitét (n = 3 — 6). Beschriftung: 1 A: 1 uM 4-ABP, 3 A: 3 uM 4-ABP,
10 A: 10 uM 4-ABP und 50 A: 50 uM 4-ABP.

3.1.2.6 Genotoxizitat von Zigarettenrauchkondensat in PUBEC

Die Behandlung von PUBEC mit CSC fiihrte nur zu geringen Effekten im COMET Assay (Abb. 27). Eine
aulerst schwache konzentrationsabhangige Zunahme der DNA-Schaden wurde nach 5 und 24 h langer
Inkubation mit dem Substanzgemisch beobachtet. Diese Effekte unterschieden sich jedoch zu keinem
Zeitpunkt signifikant von der Lésemittelkontrolle.
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Abb. 27: COMET Assay Ergebnisse fiir die Inkubation mit CSC (3 h, 5 h und 24 h). Abgebildet sind Mittelwert und
Standardabweichung der Tail Intensitat (n = 3 - 5).
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Bezieht man die gemessenen Tail Intensitdten auf die jeweilige Losemittelkontrolle, erhalt man
folgendes Bild (Abb. 28): Nach 3 h langer Inkubation mit CSC wurden im Vergleich zur Kontrolle keine
DNA-Schéaden induziert. Nach 5 und 24 h langer Behandlung konnte man eine schwache
konzentrationsabhangige Zunahme der normierten Tail Intensitdten beobachten, die nach 5 h etwas
starker zu sein schien als nach 24 h. Vermehrte DNA-Strangbriiche wurden in PUBEC gefunden, die
mit 1 und 10 pg/ml CSC inkubiert worden waren.
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Abb. 28: COMET Assay Ergebnisse fiir die Inkubation mit CSC (3 h, 5 h und 24 h). Die Tail Intensitdten wurden auf die
entsprechenden Lésemittelkontrollen bezogen. Abgebildet sind Mittelwert und Standardabweichung (n =3 - 5).

3.1.2.7 Zusammenfassung der COMET Assay Ergebnisse (konventionelle Methode)

Ingesamt war nur fiir Benzo[a]pyren eindeutig Genotoxizitat mit dem COMET Assay im Testsystem
PUBEC nachweisbar. Fir alle anderen Substanzen wurden entweder keine DNA-Strangbriiche
detektiert oder die gefundenen Effekte waren sehr schwach, wie z. B. nach Inkubation mit
Zigarettenrauchkondensat. Die COMET Assay Ergebnisse mit PUBEC, welche mit verschiedenen
Zigarettenrauch-Inhaltsstoffen inkubiert wurden, sind im Folgenden (Tab. 9) zusammengefasst.
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Tab. 9: Zusammenfassung der COMET Assay Ergebnisse: Eindeutig positive Effekte wurden je nach Starke mit +, ++ oder
+++, schwach positive Resultate mit (+) und negative entsprechend mit — gekennzeichnet. ,n. d.” gibt an, dass Versuche fiir
diese Inkubationszeiten nicht durchgefiihrt wurden.

Konzentrations- Effekte nach x h langer COMET Assay
Testsubstanz abhangigkeit Inkubation Ergebnis
3h 5h 24 h
4-Aminobiphenyl nein — — — —
Benzo[a]pyren ja + ++ +++ +++
Dimethylnitrosamin nein n. d. n. d. — —
Acrylnitril nein n.d. n.d. — —
4-Aminobiphenyl nein n. d. n. d. — —
+1 uM Benzo[a]pyren

Zigarettenrauchkondensat ja (schwach) — (+) (+) (+)

3.1.3 Oxidative DNA-Schaden durch Zigarettenrauch-Inhaltsstoffe in PUBEC -
COMET Assay Ergebnisse (modifizierte Methode mit Reparaturenzym)

Zur Detektion oxidativer DNA-Schaden in PUBEC, die durch Inkubation mit verschiedenen
Zigarettenrauch-Inhaltsstoffen hervorgerufen wurden, wurde der modifizierte COMET Assay unter
Verwendung des Reparaturenzyms Formamidopyrimidin-DNA-Glykosylase (Fpg) eingesetzt. In den
folgenden Abbildungen sind die Ergebnisse fiir parallel durchgeflihrte Versuche mit der konventionellen
(DNA Strangbriche im Allgemeinen) und der modifizierten Methode (detektiert zusatzlich zu den
allgemeinen noch oxidative DNA-Schaden) dargestellt.

3.1.3.1 Oxidative DNA-Schaden in PUBEC durch 4-Aminobiphenyl

Nach 24 h langer Inkubation mit 1 — 10 uM 4-ABP konnten mit Hilfe des modifizierten COMET Assay
keine oxidativen DNA-Schaden nachgewiesen werden (siehe Anhang). Diese Ergebnisse sind Teile der
in Kapitel 3.1.3.4 gezeigten Ergebnisse fur die Co-Inkubation von PUBEC mit 4-Aminobiphenyl und
Benzo[a]pyren.

3.1.3.2. Oxidative DNA-Schaden in PUBEC durch Benzo[a]pyren

Nach 24 h langer Inkubation mit B[a]P waren die allgemeinen DNA-Schaden nur sehr moderat
(Abb. 29). Dies fallt insbesondere beim Vergleich dieser mit den zuvor gezeigten Ergebnissen fiir den
konventionellen COMET Assay auf (vgl. Kapitel 3.1.2.2, Abb. 23). Mit Hilfe der modifizierten Methode
konnten jedoch, zusatzlich zu den geringen allgemeinen DNA-Schaden, konzentrationsabhéngig
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deutlich vermehrt oxidative DNA-Schaden beobachtet werden. Im Bereich von 30 - 100 uM
Benzo[a]pyren wurden die maximalen gemessenen DNA-Schéden inklusive oxidativer Basenmodifi-

kationen gefunden.

2% -
[ Puffer W Frg
20 -

aaatd]

DMSO 1

Tail Intensitat [%]

oo
1

ESS
1

0 100 10 uM
H20:

Konzentration [uM]

Abb. 29: Gegenuberstellung von allgemeinen DNA-Schaden (,Puffer”) und zusétzlichen oxidativen DNA-Basenmodifikatio-
nen (,Fpg®) nach Inkubation mit Benzo[a]pyren. Abgebildet sind Mittelwert und Standardabweichung der Tail Intensitét
(n=3).

Spezifische oxidative DNA-Schéden wurden ab Konzentrationen groRer als 1 uM Benzo[a]pyren
gefunden. Diese nahmen konzentrationsabhangig bis 100 uM Benzo[a]pyren zu, wobei diese Zunahme
zwischen 30 und 100 uM B[a]P nur noch sehr gering war (Abb. 30).
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Abb. 30: Oxidative DNA-Schaden in PUBEC (A Tail Intensitét [%]) nach Inkubation mit Benzo[a]pyren (n = 3).

Betrachtet man die einzelnen Werte fiir spezifische oxidative DNA-Schaden, die mit Hilfe des modifi-
zierten COMET Assay detektiert wurden, fallt auch hierbei auf, dass die Ergebnisse zwischen den
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verschiedenen Ansatzen stark variieren (Abb. 31). Dies gilt besonders flr den Konzentrationsbereich
zwischen 10 und 100 uM BJa]P.
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Abb. 31: Einzelpunktdarstellung oxidativer DNA-Schaden in PUBEC (A Tail Intensitdt [%]) nach Inkubation mit
Benzo[a]pyren. Die Ergebnisse sind fiir jeden Versuch mit einem unterschiedlichen Symbol und einer anderen Farbe abge-
bildet.

3.1.3.3 Oxidative DNA-Schaden in PUBEC durch 4-Aminobiphenyl in Kombination mit
Benzo[a]pyren
Die nach Co-Inkubation mit 1 uM B[a]P und verschiedenen 4-ABP-Konzentrationen in PUBEC gemes-

senen allgemeinen und zusatzlichen DNA-Schaden lagen im Bereich der durch 1 uM BJ[a]P allein
verursachten DNA-Schéden (Abb. 32).
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Abb. 32: Gegeniberstellung von allgemeinen DNA-Schéden (,Puffer’) und zusétzlichen oxidativen DNA-Basenmodifikatio-
nen (,Fpg*) nach Inkubation (24 h) mit 4-ABP oder Co-Inkubation mit 4-ABP und 1 uM B[a]P. Abgebildet sind Mittelwert und
Standardabweichung der Tail Intensitét (n =3). Beschriftung: 1 A: 1 uM 4-ABP, 3 A: 3 uM 4-ABP und 10 A: 10 uM 4-ABP.
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Nach 24 h langer Inkubation von PUBEC mit 4-ABP wurden keine oxidativen Basenmodifikationen
gefunden (siehe 3.1.3.1). Die Co-Inkubation mit 4-ABP und 1 uM B[a]P flihrte im Vergleich dazu zwar
zu vermehrter Entstehung oxidativer DNA-Schaden (Abb. 33), diese lagen aber nur geringflgig Uber
den Schaden durch 1 uM B[a]P allein.

8 -

A Tail Intensitat [%)]

0

1 uM BfaP

1 10

Konzentration [uM]

Abb. 33: Oxidative DNA-Schéden in PUBEC (A Tail Intensitét [%] ) nach Co-Inkubation mit 4-ABP und 1 uM B[a]P (n = 3).

3.1.3.4 Oxidative DNA-Schaden in PUBEC durch Zigarettenrauchkondensat

Nach 24 h langer Inkubation von PUBEC mit CSC konnten zusatzlich zu geringen allgemeinen DNA-

Schéden ab 1 pg/ml CSC auch noch oxidative DNA-Basenmodifikationen gemessen werden (Abb. 34).
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Abb. 34: Gegenuberstellung von allgemeinen DNA-Schaden (,Puffer) und zusatzlichen oxidativen DNA-

Basenmodifikationen  (,Fpg“) nach Inkubation mit Zigarettenrauchkondensat. Abgebildet sind Mittelwert und

Standardabweichung der Tail Intensitét (n =3).
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Bis zu einer Konzentration von 0,1 pg/ml CSC unterschieden sich die A Tail Intensitaten nicht von der
Losemittelkontrolle (Abb. 35). Erst ab 1 pg/ml Zigarettenrauchkondensat wurden spezifische oxidative
DNA-Schéden gefunden, die bis 10 pg/ml CSC weiterhin zunahmen.

8 _

A Tail Intensitat [%)]
o

DMSO 0,01 0,1 1 10

Konzentration [ug/ml]

Abb. 35: Oxidative DNA-Schaden in PUBEC (A Tail Intensitat [%]) nach Inkubation mit Zigarettenrauchkondensat (n = 3).

3.1.3.5 Zusammenstellung der Ergebnisse aus dem modifizierten COMET Assay

Nach Inkubation von PUBEC mit verschiedenen Zigarettenrauch-Inhaltsstoffen konnten nach
Behandlung mit Benzo[a]pyren und Zigarettenrauchkondensat zusatzlich zu den allgemeinen DNA-
Schéden oxidative DNA-Basenmodifikationen detektiert werden. In Tab. 10 sind die Ergebnisse aus
diesem Kapitel zusammengefasst.

Tab. 10: Zusammenfassung der COMET Assay Ergebnisse (modifizierte Methode): Eindeutig positive Effekte wurden je
nach Stéarke mit +, ++ oder +++, schwach positive Resultate mit (+) und negative entsprechend mit — gekennzeichnet.

Konzentrations- oxidative DNA-Schéaden
Testsubstanz abhangigkeit nach 24 h langer Inkubation Ergebnis
4-Aminobiphenyl nein — —
Benzo[a]pyren ja +++ +++
4-Aminobiphenyl + nein (+) (+)

1 UM Benzo[a]pyren
Zigarettenrauchkondensat ja + +
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3.1.4 Genotoxizitat von Zigarettenrauch-Inhaltsstoffen in PUBEC -
Mikrokern-Testergebnisse

Der Mikrokern-Test mit PUBEC wurde zum Nachweis genotoxischer Effekte von Zigarettenrauch-
Inhaltsstoffen verwendet. Als Endpunkt wurde das vermehrte Entstehen von Mikronuklei durch die
Behandlung mit verschiedenen Testsubstanzen pro 1000 Zellen erfasst. In Abb. 36 ist eine
Schweineharnblasenepithelzelle (PUBEC) mit angefarbtem Haupt- und Mikrokern abgebildet. Die

Versuche wurden von der Postdoktorandin Dr. Claudia Behm am IfADo durchgefiihrt und ausgewertet.

. Hauptkern

L
T Mikrokern

Abb. 36: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer Schweineharnblasenepithelzelle mit Haupt- und Mikrokern nach
Férbung mit Acridinorange.

3.1.4.1 Genotoxizitat von 4-Aminobiphenyl in PUBEC

4-Aminobiphenyl fihrte im Bereich zwischen 0,1 — 3 uM im Mittel aller Versuche zu einer schwachen
konzentrationsabhangigen Zunahme der Mikrokernrate (Abb. 37). Ab 1 uM 4-ABP wurde eine leichte
Erhéhung der Mikronukleusfrequenz um den Faktor 1,4 bis 1,5 im Vergleich zur Lésemittelkontrolle
beobachtet. Diese Effekte waren jedoch sehr schwach und statistisch nicht signifikant. Lediglich bei
einer stark zytotoxischen Konzentration (1 mM) kam es im Vergleich mit der Losemittelkontrolle zu einer
Erh6hung des Mikrokern-Anteils pro 1000 Zellen um den Faktor 1,9.
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Abb. 37: Mittelwerte und Standardabweichung der Mikrokernfrequenz in PUBEC nach 30 h Inkubation mit 4-ABP (n = 3 - 5).

In Abb. 38 sind die Ergebnisse fiir die verschiedenen Versuche als einzelne Punkte dargestellt. Es zeigt
sich insgesamt kein einheitliches Resultat. Dennoch kann man erkennen, dass fiir einige
Konzentrationen annahernd eine Verdopplung der Hintergrundrate erreicht wurde (z. B. dunkelblaue
Raute oder hellblaues Dreieck). In den meisten Versuchen war jedoch kein eindeutiger Trend zu

beobachten.
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Abb. 38: Einzelpunktdarstellung der Mikrokern-Testergebnisse fir 4-Aminobiphenyl (n = 3 — 5). Die einzelnen Werte aus

jedem Versuch sind mit einem Symbol in einer anderen Farbe dargestellt.

3.1.4.2 Genotoxizitat von Benzo[a]pyren in PUBEC

Die Behandlung der Zellen mit B[a]P flihrte zu einer signifikanten konzentrationsabhéngigen Zunahme
der Mikronukleusrate (Abb. 39). Die gemessenen Werte waren ab einer Konzentration von 1 uM von
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denen der Losemittelkontrolle statistisch signifikant verschieden. Den stérksten genotoxischen Effekt mit
einer durchschnittlichen Verdopplung der Mikrokernrate der Ldsemittelkontrolle wurde bei einer

Konzentration von 3 uM Benzo[a]pyren beobachtet.
40 -
35 -

30

25 4

20

MN /1000 Zellen

DMSO 0,1 1 10 100 1000

Konzentration [uM]

Abb. 39: Mittelwerte und Standardabweichung der Mikrokernfrequenz in PUBEC nach 30 h Inkubation mit B[a]P (n =2 - 7).
Die Signifikanz der Ergebnisse ist mit Sternchen wie folgt gekennzeichnet: * signifikant und ** sehr signifikant.

Die B[a]P-Behandlung resultierte in heterogenen Mikrokern-Testergebnissen, wie die Einzelpunkt-
darstellung in Abb. 40 zeigt. Eine konzentrationsabh@ngige Zunahme der Mikrokernrate war in den
einzelnen Versuchen, vor allem im Bereich zwischen 100 nM und 5 uM Benzo[a]pyren, zu erkennen.
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Abb. 40: Einzelpunktdarstellung der Mikrokern-Testergebnisse flir Benzo[a]pyren. Die einzelnen Werte aus jedem Versuch

sind mit einem Symbol in einer anderen Farbe dargestellt
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3.1.4.3 Genotoxizitat von Dimethylnitrosamin in PUBEC

DMN wurde bis 10 mM der Substanz auf die Induktion von Mikrokernen in PUBEC untersucht. Im
Vergleich zur Kontrolle (Aqua bidest.) wurden im Konzentrationsbereich zwischen 1 uM und 100 uM
DMN vermehrt Mikronuklei gefunden. Insgesamt waren die Testergebnisse jedoch sehr heterogen und

nicht immer eindeutig positiv.

3.1.4.4 Genotoxizitat von Acrylnitril in PUBEC

Die Behandlung mit AN fiihrte im sub-zytotoxischen Bereich zwischen 10 nM und 10 uM zu einer sehr
schwachen, konzentrationsabhangigen Induktion von Mikrokernen. Im Vergleich zur Behandlung mit
DMSO war die Mikronukleusrate nach Inkubation mit 1 mM AN um den Faktor 2,1 erhoht. Mit dem
Neutralrot-Test war flir diese Konzentration allerdings Zytotoxizitat nachgewiesen worden.

3.1.4.5 Genotoxizitat von 4-Aminobiphenyl in Kombination mit Benzo[a]pyren in PUBEC

PUBEC wurden mit 1 uM B[a]P und verschiedenen 4-ABP-Konzentrationen sowohl alleine als auch in
Kombination inkubiert (Abb. 41). Die Ergebnisse flir die Behandlung mit den Einzelsubstanzen lagen in
etwa in der gleichen GroRenordnung wie die zuvor gezeigten Ergebnisse fur die jeweiligen
Testsubstanzen (siehe Abb. 37 und Abb. 39). Des Weiteren konnten folgende Beobachtungen gemacht
werden (Abb. 41):

1. 4-ABP alleine flUhrte im Mittel nur zu einer leichten Erhdhung der Mikrokernrate im Vergleich zur
Losemittelkontrolle.

2. Die Co-Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen des Arylamins und 1 uM B[a]P hatte
eine konzentrationsabhangige Zunahme der Mikrokernrate zur Folge.

3. Die durchschnittliche Mikronukleusrate flr co-inkubierte PUBEC lag sowohl (iber der mit 4-ABP
behandelter als auch Uber der mit 1 uM B[a]P behandelter Zellen.

Offensichtlich ist der gefundene Effekt auf die kombinierte Behandlung mit dem polyzyklischen
aromatischen Kohlenwasserstoff und dem aromatischen Amin zurtickzufiihren.
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Abb. 41: Mittelwerte und Standardabweichung der Mikrokernrate nach Behandlung mit 4-ABP alleine oder in Kombination
mit 1 uM B[a]P (n = 4).

Im Folgenden sind die Ergebnisse als Einzelpunkte flir die verschiedenen Wiederholungsversuche ab-
gebildet (Abb. 42). Durch die Co-Inkubation mit 1 uM B[a]P und 4-ABP sind deutlich mehr Mikrokerne
entstanden als durch die Behandlung mit DMSO oder 4-ABP alleine. Eine Tendenz zur konzentrations-
abhangigen Zunahme der Mikrokernrate durch die kombinierte Behandlung ist fiir alle Versuche zu

beobachten.
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Abb. 42: Einzelpunktauftragung der Mikrokern-Testergebnisse mit 4-ABP alleine oder in Kombination mit 1 uM B[a]P
(n = 4). Die einzelnen Werte aus jedem Versuch sind mit einem Symbol in einer anderen Farbe dargestellt.
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3.1.4.6 Genotoxizitat von Zigarettenrauchkondensat in PUBEC

Nach der Inkubation von PUBEC mit CSC wurde eine leichte, konzentrationsabhangige Zunahme der
Mikronukleusrate im Bereich von 1 bis 100 ng/ml beobachtet (Abb. 43).
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Abb. 43: Mittelwerte und Standardabweichung der Mikrokernrate in PUBEC nach 30 h Inkubation mit CSC (n =2 - 3).

Die Einzeldaten fir die verschiedenen Experimente sind in Abb. 44 dargestellt. In einem Versuch
(oranges Quadrat) fiihrte die Behandlung mit Kondensat zu keiner Veranderung der Mikrokernhaufigkeit
im Vergleich zur Losemittelkontrolle. In den zwei weiteren Versuchen wurde sowohl eine
konzentrationsabhangige Mikrokernentstehung als auch fur einige Konzentrationen eine Verdopplung
der Mikrokernrate im Vergleich zur DMSO-Kontrolle beobachtet. Diese Effekte wurden im sub-

zytotoxischen Bereich zwischen 100 ng/ml und 10 pg/ml gefunden.
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Abb. 44: Einzelpunktdarstellung der durchgefiinrten Mikrokern-Tests fiir Zigarettenrauchkondensat (n = 2 — 3). Die einzelnen

Werte aus jedem Versuch sind mit einem Symbol in einer anderen Farbe dargestellt.
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3.1.4.7 Zusammenfassung der Mikrokern-Testergebnisse

Nach 30 h langer Inkubation mit verschiedenen Zigarettenrauch-Inhaltsstoffen wurden mit dem
Mikrokern-Test in PUBEC nur sehr schwache genotoxische Effekte dokumentiert. Die auffalligste
Ausnahme stellte hierbei Benzo[a]pyren dar. Im Folgenden sind die Mikrokern-Testergebnisse fir die
untersuchten Zigarettenrauch-Inhaltsstoffe tabellarisch zusammengefasst (Tab. 11). Hierbei wurden
Konzentrationsabhangigkeit und das Erreichen einer Verdopplung der Mikrokernraten bei mindestens
einer untersuchten Konzentration (im Vergleich mit der Ldsemittelkontrolle) pro Versuch als
Bewertungskriterium herangezogen. Das Erreichen einer Verdopplung der Mikrokern-Hintergrundrate
wurde in 3 Kategorien eingeteilt (die entsprechenden Werte befinden sich im Anhang an diese Arbeit):

ja fir mindestens eine Konzentration der Testsubstanz wurde eine Erhéhung der MN-
Rate der Losemittelkontrolle um den Faktor = 2 gefunden

annahernd fir mindestens eine Konzentration der Testsubstanz wurde eine Erh6hung der MN-
Rate der Losemittelkontrolle um den Faktor < 2 = 1,5 gefunden

nein fir keine Konzentration der Testsubstanz wurde eine Erhdhung der MN-Rate der
Losemittelkontrolle um den Faktor = 1,5 gefunden

Tab. 11: Zusammenfassung der Mikrokern-Testergebnisse: Eindeutig positive Ergebnisse wurden je nach Stérke des
gefundenen Effektes mit +, ++ oder +++ und negative entsprechend mit — gekennzeichnet.

Konzentrations Verdopplung der Hintergrundrate in ~ Mikrokern

Testsubstanz abhangigkeit % der Versuche erreicht Testergebnis
ja annahernd nein
4-Aminobiphenyl ja (schwach) 20% 80% 0% —
Benzo[a]pyren ja 86% 14% 0% +++
Dimethylinitrosamin ja (schwach) 40% 60% 0% —
Acrylnitril ja (schwach) 0% 67% 33% —
4-Aminobiphenyl + ja 50% 50% 0% +

1 UM Benzo[a]pyren
Zigarettenrauchkondensat ja 67% 0% 33% +
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3.2 Biochemische Primareffekte von Zigarettenrauch-Inhaltsstoffen
in PUBEC: Untersuchungen zur Cytochrom P450 1A1 Induktion

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Induktion des fremdstoffmetabolisierenden Enzyms Cytochrom
P450 1A1 (CYP1A1) auf Proteinebene in PUBEC nach 24 h langer Behandlung mit 4-Aminobiphenyl,
Benzo[a]pyren, Zigarettenrauchkondensat und 4-Aminobiphenyl in Kombination mit Benzo[a]pyren un-
tersucht.

3.21 Induktion von CYP1A1 auf  Proteinebene in PUBEC -
Western Blot Ergebnisse

Mit Hilfe der Western Blot Technik wurde die CYP1A1- Proteinexpression in PUBEC-Zelllysaten nach-
gewiesen und quantifiziert. In den folgenden Abbildungen sind die Ergebnisse nach 24 h langer Be-
handlung mit verschiedenen Zigarettenrauch-Inhaltsstoffen dargestellt.

3.21.1 CYP1A1-Induktion in PUBEC durch 4-Aminobiphenyl

In PUBEC-Lysaten konnte nach 24 h langer Inkubation mit 1 — 50 uM 4-Aminobiphenyl keine CYP1A1-
Induktion auf Proteinebene nachgewiesen werden (vgl. Abb. 48). Die alleinige Inkubation von PUBEC
mit dem Losemittel fuhrte ebenfalls zu keiner mit dem Western Blot detektierbaren CYP1A1-Protein-
expression.

3.21.2 CYP1A1-Induktion in PUBEC durch Benzo[a]pyren

Nach Inkubation (24 h) mit Benzo[a]pyren konnte in PUBEC-Zelllysaten konzentrationsabhangig zu-
nehmende CYP1A1-Proteinexpression mittels Western Blot nachgewiesen werden (Abb. 45).
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0,2% DMSO

1 UM B[a]P

3 UM B[a]P
5 uM B[a]P
10 UM B[a)P
50 uM B[a]P
0,5 pg 3-MC
Mikrosomen

0,6 uM B[a]P

Abb. 45: Western Blot Ergebnis fir 24 h lange Inkubation mit Benzo[a]pyren. In den Spuren 2 — 9 wurden jeweils 2 ug Zellly-
sat aufgetragen.

Bis zu einer Konzentration von 0,1 uM B[a]P konnte in den untersuchten Zelllysaten kein CYP1A1
nachgewiesen werden. Die Induktion des Proteins war erst ab einer Konzentration von 0,5 pM
Benzo[a]pyren in PUBEC mittels Western Blot nachweisbar. Die relative Proteinexpression nahm zwi-
schen 1 und 50 uM B[a]P linear mit steigender Konzentration der Substanz zu (Abb. 46).
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Abb. 46: Relative CYP1A1-Induktion bezogen auf die Proteinmenge des mitgefiihrten Standards (,3-MC Mikrosomen*) und
die Menge eingesetzten Zelllysats nach 24 h langer Behandlung mit Benzo[a]pyren (n = 2 — 6). Abgebildet sind Mittelwerte
und Standardabweichung. Die Signifikanz der Ergebnisse ist mit Sternchen wie folgt gekennzeichnet: * signifikant und
** sehr signifikant.

Bei Betrachtung der Einzeldaten aus 2 — 7 Versuchen erkennt man, dass die CYP1A1-Induktion durch
Benzo[a]pyren flr die einzelnen Versuche unterschiedlich stark ausgefallen ist (Abb. 47). Wahrend in
einem Versuch bereits bei 3 uM B[a]P sehr viel CYP1A1 Protein detektiert wurde, war in den meisten
anderen Versuchen flr die Konzentration nur ein sehr schwaches Signal zu messen. Insgesamt variie-
ren die Induktionswerte flr die einzelnen Versuche im Konzentrationsbereich von 1 bis 50 uM B[a]P.
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Abb. 47: Einzelpunktdarstellung der relativen CYP1A1-Induktion in PUBEC nach 24 h langer Behandlung mit
Benzo[a]pyren. Die CYP1A1-Induktion wurde bezogen auf die Proteinmenge des mitgefiihrten Standards (,3-MC
Mikrosomen*) und die Menge eingesetzten Zelllysats. Die Ergebnisse aus individuellen Versuchen sind in unterschiedlichen
Farben und mit verschiedenen Symbolen dargestellt.
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3.21.3 CYP1A1-Induktion in PUBEC durch 4-Aminobiphenyl in Kombination mit

Benzo[a]pyren

Die Inkubation mit 4-ABP alleine flihrte, wie schon in Abschnitt 3.2.1.1 erwahnt, zu keiner CYP1A1-
Induktion in PUBEC (siehe auch Abb. 48, Spuren 3 - 5). Wurden die Zellen jedoch mit verschiedenen
Konzentrationen des aromatische Amins und 1 uM Benzo[a]pyren co-inkubiert, war CYP1A1 in allen
Proben messbar. Die Dichte der Proteinbanden nahm bei der Co-Inkubation deutlich mit steigenden

Arylamin-Konzentrationen zu (Abb. 48, Spuren 7 - 9).
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Abb. 48: Western Blot Ergebnis fir 24 h lange Inkubation mit 4-Aminobiphenyl alleine oder in Kombination mit

Benzo[a]pyren. In den Spuren 2 - 9 wurden jeweils 2 ug Zelllysat aufgetragen.

Die relative CYP1A1-Induktion lag flr die Co-Inkubation von PUBEC mit 1 uM 4-ABP und 1 uM B[a]P
in etwa dem gleichen Bereich wie fiir die Inkubation mit 1 uM Benzo[a]pyren alleine. Eine Uberadditive
Erhéhung der Proteinexpression wurde in Zelllysaten von PUBEC gefunden, die mit 3 — 50 uM 4-ABP
und 1 uM B[a]P in Kombination behandelt wurden (Abb. 49). Nach Inkubation mit 1 uM Benzo[a]pyren
sowie nach Co-Inkubation mit 1 oder 10 uM 4-ABP und 1 uM Bla]P war die CYP1A1-Induktion
signifikant verschieden von der Lésemittelkontrolle. Die Abnahme des Effekts bei 50 uM 4-ABP (im
Vergleich zu 10 uM 4-ABP) und Co-Inkubation mit 1 uM B[a]P ist wahrscheinlich auf Zytotoxizitat

zurlckzufithren.
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Abb. 49: Relative CYP1A1-Induktion bezogen auf die Proteinmenge des mitgefiihrten Standards (,3-MC Mikrosomen*) und
die Menge eingesetzten Zelllysats nach 24 h langer Co-Inkubation mit 4-ABP und 1 uM B[a]P (n = 2 — 4). Abgebildet sind
Mittelwerte und Standardabweichung. Die Signifikanz der Ergebnisse ist mit Sternchen wie folgt gekennzeichnet:
* signifikant.

Betrachtet man die Einzeldaten aus den verschiedenen Versuchen, fallt auch hierbei auf, dass die
CYP1A1-Induktion durch Benzo[a]pyren und das bindre Gemisch fir die einzelnen Versuche
unterschiedlich stark ausgefallen ist (Abb. 50). In allen Versuchen kam jedoch heraus, dass die Co-
Inkubation mit 1 uM B[a]P und 1 uM 4-ABP zu keiner Verstarkung der CYP1A1-Proteinexpression iber
den Effekt durch den PAK hinaus fiihrte.

05 -

~ . 0‘4_

58

=

S D

25 03 ®

~ O

‘4_:\

n 2

58 02-

22 ¢

= N

& o A A

g 3
01 o O O O
0,0 4 T T T T
1 UM BalP 1 10 100

Konzentration [uM]

Abb. 50: Einzelpunktdarstellung der relativen CYP1A1-Induktion bezogen auf die Proteinmenge des mitgefihrten Standards
(x3-MC Mikrosomen®) und die Menge eingesetzten Zelllysats nach 24 h langer Co-Inkubation mit 4-ABP und 1 uM B[a]P. Die
Ergebnisse aus individuellen Versuchen sind in unterschiedlichen Farben und mit verschiedenen Symbolen dargestellt.
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3.2.1.4 CYP1A1-Induktion in PUBEC durch Zigarettenrauchkondensat

Die Inkubation von PUBEC mit dem komplexen Gemisch CSC flihrte zu einer konzentra-
tionsabhéngigen Zunahme der CYP1A1-Proteinexpression (Abb. 51). Im Vergleich zu den Versuchen
mit Benzo[a]pyren mussten in diesen Versuchen jedoch groRere Proteinmengen der Zelllysate
eingesetzt werden, um CYP1A1-Proteinexpression mittels Western Blot quantifizieren zu konnen.
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0,1% DMSO
0,01 ug/ml CSC
0,1 pg/ml CSC
1 ug/ml CSC
10 pg/ml CSC

Abb. 51: Western Blot Ergebnis fir 24 h lange Inkubation mit Zigarettenrauchkondensat. In den Spuren 2 — 6 wurden jeweils
10 pg Zelllysat aufgetragen.

In Kondensat-behandelten PUBEC wurde CYP1A1 ab einer Konzentration von 1 pg/ml detektiert
(Abb. 52). Die relative Proteininduktion durch 5 ug/ml CSC lag mit 0,07/ug Standard/ug Zelllysat in der
gleichen Grolenordnung wie die CYP1A1-Induktion durch 1 uM Benzo[a]pyren (vgl. Abb. 46).
Maximale Effekte wurden nach Inkubation mit 10 pg/ml CSC gefunden.
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Abb. 52: Relative CYP1A1-Induktion bezogen auf die Proteinmenge des mitgefiihrten Standards (,3-MC Mikrosomen*) und
die Menge eingesetzten Zelllysats nach 24 h langer Behandlung mit Zigarettenrauchkondensat (n = 2 - 4). Abgebildet sind
Mittelwerte und Standardabweichung. Die Signifikanz der Ergebnisse ist mit Sternchen wie folgt gekennzeichnet: * signifi-
kant.
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Die Einzeldaten fir die Inkubationsversuche mit Zigarettenrauchkondensat zur CYP1A1-Induktion

streuen im Konzentrationsbereich von 5 — 10 pg/ml (Abb. 53). Die Variation zwischen diesen Versuchen

ist allerdings relativ gering.
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Abb. 53: Einzelpunktdarstellung der relativen CYP1A1-Induktion bezogen auf die Proteinmenge des mitgefihrten Standards

(x3-MC Mikrosomen®) und die Menge eingesetzten Zelllysats nach 24 h langer Inkubation mit Zigarettenrauchkondensat. Die

Ergebnisse aus individuellen Versuchen sind in unterschiedlichen Farben und mit verschiedenen Symbolen dargestellt.

3.21.5 Zusammenfassung der Western Blot Ergebnisse

Nach 24 h langer Inkubation von PUBEC mit Zigarettenrauch-Inhaltsstoffen konnte fiir alle getesteten

Substanzen bis auf 4-Aminobiphenyl konzentrationsabhangige Zunahme von CYP1A1-Proteininduktion

nachgewiesen werden. Die Ergebnisse sind in Tab. 12 zusammengefasst.

Tab. 12: Zusammenfassung Western Blot Ergebnisse: Eindeutig positive Ergebnisse wurden je nach Starke des gefundenen

Effektes mit +, ++ oder +++ und negative entsprechend mit — gekennzeichnet.

Konzentrations- CYP1A1 Ergebnis
Testsubstanz abhangigkeit Nachweis
4-Aminobiphenyl nein — —
Benzo[a]pyren ja ab 0,5 uM +++
4-Aminobiphenyl ja ab3 uM ++
+ 1 uM Benzo[a]pyren
Zigarettenrauchkondensat ja ab 1 pg/ml ++
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3.2.2 Induktion von CYP1A1 auf Einzelzellebene in PUBEC - FACS Ergebnisse

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie (FACS) wurde auf Einzelzellniveau untersucht, wie groR der prozen-
tuale Anteil an Zellen war, in denen durch verschiedene Zigarettenrauch-Inhaltsstoffe CYP1A1-induziert
wurde. Die FACS-Ergebnisse nach Inkubation von PUBEC mit 4-Aminobiphenyl, Benzo[a]pyren, Ziga-
rettenrauchkondensat und Co-Inkubation mit 4-ABP und 1 uM B[a]P sind in den folgenden Abschnitten
dargestellt.

3.2.21 CYP1A1-Induktion in PUBEC durch 4-Aminobiphenyl

Wie zuvor im Western Blot gezeigt, konnte auch auf Einzelzellebene in PUBEC nach Inkubation mit
4-ABP keine CYP1A1-Induktion detektiert werden (siehe Anhang). Sdmtliche Werte lagen weitestge-
hend im Bereich der DMSO-Kontrolle.

3.2.2.2 CYP1A1-Induktion in PUBEC durch Benzo[a]pyren

Nach Behandlung von PUBEC mit Benzo[a]pyren zeigte sich eine deutliche, konzentrationsabhangige
Zunahme CYP1A1-induzierter Zellen innerhalb einer Zellpopulation (Abb. 54). Bereits ab einer
Konzentration von 0,1 uM B[a]P wurde eine leichte Zunahme des Anteils CYP1A1-positiver PUBEC
beobachtet. Offensichtlich wurden hierbei einige besonders empfindlich reagierende Zellen induziert,
was mittels FACS nachweisbar war. Mit Hilfe der Western Blot Analyse in Zelllysaten war bei dieser
Konzentration noch kein Signal messbar (siehe Abb. 46, Seite 74).
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Abb. 54: Prozentualer Anteil CYP1A1-positiver Zellen nach 24 h langer Inkubation Benzo[a]pyren (n = 2 — 8). Abgebildet
sind Mittelwerte und Standardabweichung. Die Signifikanz der Ergebnisse ist mit Sternchen wie folgt gekennzeichnet:
* signifikant, ** sehr signifikant und *** hoch signifikant.

Betrachtet man die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Untersuchungen zur CYP1A1-Induktion in
PUBEC, variieren diese ebenfalls stark zwischen den unterschiedlichen Versuchen (Abb. 55). Bereits
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bei einer Konzentration von 0,1 uM Benzo[a]pyren sieht man deutlich die heterogene Reaktion der

Zellen auf die Inkubation mit dem PAK. In einigen Versuchen waren bei dieser Konzentration bereits

tber 10% aller Zellen induziert.
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Abb. 55: Einzelpunktdarstellung des durchflusszytometrischen Nachweises CYP1A1-induzierter PUBEC nach 24 h langer

Inkubation mit Benzo[a]pyren. Die Ergebnisse aus individuellen Versuchen sind in unterschiedlichen Farben und mit

verschiedenen Symbolen dargestellt.

Die fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von CYP1A1-markierten PUBEC nach Inkubation mit 1 uM

B[a]P (Abb. 56) zeigt deutlich, dass PUBEC nach Inkubation mit diesem PAK heterogen reagieren: eine

Zelle war bereits sehr stark induziert, einige andere weniger stark und ein sehr groler Teil der Zellen

war nur sehr schwach oder gar nicht induziert.

Abb. 56: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von gegen CYP1A1-markierten PUBEC. Der Proteinnachweis erfolgte tber

indirekte Immunfluoreszenz mit einem FITC-konjugierten Sekunddrantikorper. Es handelt sich um Zellen einer

Suspensionsprobe fiir die Messung im FACS (MaRstabsbalken: 30 um).
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Problematik der Zunahme unspezifischer Fluoreszenz durch Benzo[a]pyren

Mit aufsteigender Benzo[a]pyren-Konzentration nahm nicht nur die Anzahl induzierter Zellen (Abb. 54),
sondern auch die Menge an CYP1A1-Protein innerhalb der induzierten Zellen zu. Dies kann man am
Verlauf der Kurven im Histogramm in Abb. 57 erkennen, in dem die Anzahl gemessener Zellen gegen
die relative Fluoreszenzintensitat aufgetragen ist. Je groRer die zur Inkubation verwendete
Benzo[a]pyren-Konzentration war, desto mehr verschob sich die Kurve in Richtung steigender Fluores-
zenzintensitat.

DMSO

1 uM Ba]P

3 M Bla]P

Abb. 57: CYP1A1-Proteininduktion in PUBEC. Dieses Overlay-Histogramm zeigt das Induktionsmuster auf Einzelzellebene
innerhalb einer und zwischen unterschiedlichen B[a]P-Konzentrationen. Zum besseren Vergleich der Kurven, wurden nur
diejenigen fiir DMSO sowie 1 uM, 3 uM und 50 uM Benzo[a]pyren gekennzeichnet.

Zusétzlich zu der nach Inkubation mit Benzo[a]pyren auf Einzelzellebene nachgewiesenen spezifischen,
konzentrationsabhéangigen Zunahme der CYP1A1-Proteinexpression (Abb. 58B) nahm auch die
unspezifische Hintergrundfluoreszenz mit aufsteigenden Konzentrationen Gber 1 uM B[a]P zu (Abb.
58A). Diese wurde flir jede im FACS untersuchte Konzentration (als Negativprobe) von der eigentlichen
Messprobe abgezogen, weshalb es keine falsch positiven Ergebnisse gibt. Allerdings konnten auf
Grund dieser Verschiebung vermutlich nicht alle induzierten Zellen als solche erfasst werden.

Abb. 58: Overlay-Histogramme zur Auswertung von CYP1A1-Proteininduktion auf Einzelzellebene. (A) Verschiebung des
unspezifischen Hintergrundfluoreszenzsignals in Negativproben und (B) Verschiebung der spezifischen Fluoreszenzintensi-
tat in Messproben bei Inkubation mit aufsteigenden B[a]P-Konzentrationen.
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Es war nicht méglich, dieses unspezifische Signal tber Veranderungen in der Fluoreszenzkompensa-
tion zu eliminieren, ohne gréRere Datenverluste in Kauf nehmen zu missen. Aus diesem Grund wurden
alle Proben mit der Geréateinstellung gemessen, die fir die Negativprobe DMSO-behandelter Zellen
gewahlt wurde. Der Anteil an Zellen, fur die keine sichere Aussage bzgl. spezifischer CYP1A1-Induktion
gemacht werden konnte, war flr Konzentrationen unterhalb von 1 uM B[a]P vernachlassigbar gering.
Bei 1 uM BJ[a]P lag dieser Anteil bei ca. 0,9% + 0,8% der Zellen. Fir 10 und 50 uM B[a]P hingegen
betrug der Anteil vermutlich falsch negativ beurteilter Zellen im Bereich von ca. 9,1 + % 6,7% bzw.
17,6% £ 10,9%. In Abb. 59 ist der Anteil an sicher CYP1A1-negativen PUBEC (Anzahl der Zellen,
deren Fluoreszenzintensitat auch nach Antikdrpermarkierung im Bereich der Negativprobe nach DMSO-
Behandlung liegt) dargestellt. Hierbei zeigt sich im Umkehrschluss, dass durch Benzo[a]pyren-
Inkubation nie 100% der Zellen induziert wurden. Mit Sicherheit kann man sagen, dass z.B. bei 30 uM
Bl[a]P tber 20% der Zellen in diesen Versuchen offensichtlich nicht induzierbar waren.
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Abb. 59: Prozentualer Anteil sicher CYP1A1-negativer Zellen in Abhangigkeit von der eingesetzten Benzo[a]pyren-
Konzentration.

CYP1A1-Induktion in PUBEC aus individuellen Blasen

Es wurden Zellen aus 9 Blasen verschiedener Spendertiere an zwei unterschiedlichen Praparationsta-
gen gewonnen und nicht miteinander vermischt in Kultur genommen, um zu untersuchen, ob die in Zell-
gemischen beobachtete Heterogenitat in Bezug auf CYP1A1-Induktion in PUBEC nach Benzo[a]pyren-
Behandlung auch auf in diesem Versuchsansatz zu beobachten ist. In Abb. 60 sind die Ergebnisse
dargestellt. Die Zellen aus individuellen Blasen waren durch B[a]P unterschiedlich stark induzierbar.
Besonders auffallig war, dass bereits bei 0,1 uM Benzo[a]pyren in zwei von neun Féllen 13,3% bzw.
21,2% der Zellen sicher CYP1A1-induziert waren. Die Heterogenitat in Bezug auf Cytochrom P450 1A1-
Induktion, wie sie flir PUBEC-Gemische gefunden wurde, ist auch in Zellen zu finden, die aus individu-
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ellen Blasen stammen. Die Anzahl induzierter Zellen variierte besonders bei 10 uM B[a]P sehr stark
zwischen den aus individuellen Harnblasen gewonnenen Zellen.
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Abb. 60: Prozentuale Anteile CYP1A1-positiver PUBEC aus 9 individuellen Schweineharnblasen nach Inkubation mit
Benzo[a]pyren (24 h). Die Ergebnisse fir PUBEC aus individuellen Spenderorganen sind mit einem anderen Symbol ge-
kennzeichnet.

Auch beim Vergleich der in jedem Fall CYP1A1-negativen Zellen wird diese Heterogenitat deutlich (Abb.
61). Der Anteil an PUBEC, der definitiv nicht durch 10 uM Benzo[a]pyren induziert wurde, liegt im Be-
reich von 80% bis 28,9% der Zellen und weist damit eine sehr weite Streubreite auf. Offensichtlich rea-
gieren die Zellen aus einigen Spendern in Bezug auf CYP1A1-Induktion bereits bei geringeren Konzen-

trationen wesentlich starker als andere.
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Abb. 61: Prozentualer Anteil sicher CYP1A1-negativer Zellen in Abhangigkeit von der eingesetzten Benzo[a]pyren-
Konzentration. Die Ergebnisse fir PUBEC aus individuellen Spenderorganen sind mit einem anderen Symbol
gekennzeichnet.
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3.2.2.3 CYP1A1-Induktion in PUBEC durch 4-Aminobiphenyl in Kombination mit
Benzo[a]pyren

Nach Behandlung mit 4-ABP war keine CYP1A1-Induktion in PUBEC nachweisbar (vgl. 3.2.2.1). Die
Co-Inkubation mit 4-ABP und 1 uM BJ[a]P resultierte in einer leichten Zunahme des prozentualen Anteils
induzierter Zellen um im Mittel ca. 5 - 10% im Vergleich zur Inkubation mit 1 uM B[a]P (Abb. 62).
Allerdings wurde nur ein sehr geringer Unterschied zwischen der Co-Inkubation mit 1 uM B[a]P und 1, 3
oder 10 uM 4-ABP gefunden (6,9%, 8,6% bzw. 9,5% mehr induzierte Zellen als nach B[a]P-
Behandlung). Die Abnahme der Anzahl induzierter Zellen nach Co-Inkubation mit 50 uM 4-ABP und

1 uM BJa]P ist vermutlich auf Zytotoxizitat zuriickzufihren.
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Abb. 62: Prozentualer Anteil CYP1A1-positiver Zellen nach 24 h langer Co-Inkubation mit 4-Aminobiphenyl und 1 UM
Benzo[a]pyren (n = 3).

In parallel durchgefihrten Inkubationsversuchen mit 10 uM Benzo[a]pyren machte der prozentuale
Anteil CYP1A1-positiver PUBEC ca. 47,3% der Zellen aus (Tab. 14) und lag somit um ca. 12 - 15%
uber den maximalen Effekten, die nach der Co-Inkubation gemessen wurden.

Tab. 13: Vergleich prozentualer Anteile CYP1A1-positiver Zellen nach Co-Inkubation mit 1 uM B[a]P und 4-ABP oder B[a]P

Testsubstanz Konzentration CYP1A1-positive Zellen [%)]
4-Aminobiphenyl + 1uM Benzo[a]pyren 1 uM 34,6% + 4,4%
4-Aminobiphenyl + 1uM Benzo[a]pyren 3 uM 35,8% + 3,8%
4-Aminobiphenyl + 1uM Benzo[a]pyren 10 uM 36,7% % 3,3%
4-Aminobiphenyl + 1uM Benzo[a]pyren 50 uM 32,3% +6,6%

Benzo[a]pyren 1 uM 27,2% + 8,3%

Benzo[a]pyren 10 uM 48,5% + 2,8%
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3.2.2.4 CYP1A1-Induktion in PUBEC durch Zigarettenrauchkondensat

Nach Behandlung der Zellen mit dem komplexen Gemisch CSC konnte auch auf Einzelzellebene
CYP1A1-Induktion in PUBEC nachgewiesen werden (Abb. 63). Der prozentuale Anteil induzierter Zellen
nahm ab einer Konzentration von 1 pug/ml zu. Bei 5 und 10 pg/ml CSC waren maximal 26,7% bzw.
21,8% der Zellen induziert.
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Abb. 63: Prozentualer Anteil CYP1A1-positiver Zellen nach 24 h langer Inkubation mit Zigarettenrauchkondensat (n = 2 - 6).
Die Signifikanz der Ergebnisse ist mit Sternchen wie folgt gekennzeichnet: ** sehr signifikant.

In parallel mit PUBEC durchgefiihrten Inkubationsversuchen mit Benzo[a]pyren lag die Anzahl CYP1A1-
induzierter Zellen nach 24 h langer Inkubation mit 1 uM B[a]P im Mittel bei 19,4% und mit 10 uM B[a]P
bei ca. 39,7% der Zellen (Tab. 14).

Tab. 14: Vergleich prozentualer Anteile CYP1A1-positiver Zellen nach Inkubation mit CSC oder B[a]P

Testsubstanz Konzentration CYP1A1-positive Zellen [%]
Zigarettenrauchkondensat 1 pg/ml 8,7% £7,5%
Zigarettenrauchkondensat 5 pg/ml 26,7% + 10,5%
Zigarettenrauchkondensat 10 pg/ml 21,8% £ 11,8%

Benzo[a]pyren 1 uM 19,4% £ 10,3%

Benzo[a]pyren 10 uM 39,7% +12,8%

Auch nach Inkubation mit Zigarettenrauchkondensat wurde eine Verstarkung des unspezifischen
Fluoreszenzsignals in den Negativproben (ab 1 ug/ml) gefunden. Wie schon unter 3.2.2.1 erwéhnt, ist
auszuschlieBen, dass die Ergebnisse falsch positiv beurteilt wurden. Der Anteil vermutlich falsch
negativer Zellen ist nur sehr gering (< 1%).
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Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Untersuchungen zur CYP1A1-Induktion in PUBEC
variierten auch nach 24 h langer Inkubation mit Kondensat stark zwischen den unterschiedlichen
Versuchen (Abb. 63). In einem Versuch waren besonders viele empfindliche Zellen innerhalb des
untersuchten Zellgemisches vorhanden. Bereits bei 1 pg/ml waren 20% der analysierten Zellen

induziert.
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Abb. 64: Einzelpunktdarstellung des durchflusszytometrischen Nachweises CYP1A1-induzierter PUBEC nach 24 h langer
Inkubation mit Zigarettenrauchkondensat. Die Ergebnisse aus individuellen Versuchen sind in unterschiedlichen Farben und
mit verschiedenen Symbolen dargestellt

3.2.2.5 Zusammenfassung der FACS Ergebnisse

Nach 24 h langer Inkubation von PUBEC mit Zigarettenrauch-Inhaltsstoffen konnte fiir alle getesteten
Substanzen bis auf 4-Aminobiphenyl CYP1A1-Proteininduktion auf Einzelzellebene nachgewiesen
werden. Die Ergebnisse sind in Tab. 15 zusammengefasst.

Tab. 15: Zusammenfassung Western Blot Ergebnisse: Eindeutig positive Ergebnisse wurden je nach Starke des gefundenen
Effektes mit +, ++ oder +++ und negative entsprechend mit — gekennzeichnet.

Konzentrations- CYP1A1 Ergebnis
Testsubstanz abhangigkeit Nachweis
4-Aminobiphenyl nein — —
Benzo[a]pyren ja ab 0,1 uM +++
Zigarettenrauchkondensat ja ab 1 pg/ml ++
4-Aminobiphenyl ja (schwach) ab1uM (+)

+ 1 uM Benzo[a]pyren
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4 Diskussion

Das Zigarettenrauchen ist eine der Hauptursachen fir die Entstehung von Krebs in verschiedenen
Organen des Menschen (IARC 1986, 2004). Epidemiologische Studien belegen, dass flr Zigarettenrau-
cher ein erhdhtes Risiko besteht, an Urothelkarzinomen zu erkranken (DOLIN 1991, BRENNAN et al.
2000, 2001). Obwohl bekannt ist, dass Tabakrauch mindestens 70 Kanzerogene enthalt (IARC 1986,
SMITH et al. 1997, 2000, 2001, HOFFMANN et al. 2001), wei man bis heute nicht, welche dieser Stoffe in
welchem Ausmall fir die harnblasenspezifischen Effekte verantwortlich sind. Vor allem den
aromatischen Aminen (AA) wird, obwohl sie nur in geringen Mengen im Zigarettenrauch enthalten sind,
eine grofle Rolle in der Entstehung von Harnblasenkrebs durch das Rauchen zugesprochen. Aber auch
polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) scheinen hierbei einen wichtigen Beitrag zu
leisten. Das Harnblasenepithel ist keineswegs nur passives Zielgewebe fiir reaktive Zwischenprodukte
aus dem hepatischen Stoffwechsel. Im Gegenteil, Urothelzellen sind in der Lage, aufgrund ihrer
Ausstattung mit fremdstoffmetabolisierenden Enzymen (GUHE et al. 1996, IMAOKA et al. 1997, BRAUERS
et al. 2000, Roos et al. 2006), Prokanzerogene metabolisch zu aktivieren (AUTRUP et al. 1981,
LANGENBACH et al. 1981, STONER et al. 1982, IMAOKA et al. 1997, DEGEN et al. 2004).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Genotoxizitat bekannter Kanzerogene, die im Zigaretten-
rauch enthalten sind, in kultivierten Schweineharnblasenepithelzellen (PUBEC) untersucht. Um die
individuelle Variabilitdt zu minimieren, wurde hierbei mit Zellgemischen gearbeitet, die jeweils durch
Vermischen von Epithelzellen aus 4 — 6 unterschiedlichen Blasen erhalten wurden. Trotz dieser
MaRnahme waren die Ergebnisse gekennzeichnet durch starke individuelle Heterogenitat der Zellpo-
pulationen und ein heterogenes Verhalten der Epithelzellen in den Praparationen auf Einzelzellebene.

Die vorliegende Arbeit war eingebettet in ein Verbundprojekt mit dem Max-Planck-Institut fir molekulare
Physiologie (MPI). Die dort erhaltenen wesentlichen Befunde wurden von WOLF et al. (2005) publiziert.
Es wurde eine extrem starke Induktion von Cytochrom P450 1A1 (CYP1A1) auf mRNA-Ebene durch
Benzo[a]pyren (B[a]P) gefunden. Andere Bestandteile aus dem Zigarettenrauch (4-Aminobiphenyl,
Dimethylinitrosamin) hatten diesen Effekt auf die Regulation von CYP1A1 nicht. Aus diesem Befund
wurde flir die krebserzeugende Wirkung von PAK auf die Zellen des Harnblasenepithels das folgende
Paradigma abgeleitet (Abb. 65): Das Vorhandensein von PAK (im Falle dieser Arbeit gezeigt am
Beispiel von B[a]P) fuhrt zu einer Hochregulation von CYP1A1, wodurch es sekundar zu einer
Verstarkung der metabolischen Aktivierung der polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe und
damit zu verstarkten genotoxischen Effekten kommt.
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Abb. 65: Schematische Darstellung zur Entstehung genotoxischer Effekte durch polyzyklische aromatische Kohlenwasser-
stoffe (PAK), wie z. B. Benzo[a]pyren (B[a]P).

Auf dem Hintergrund dieses generellen Paradigmas wurden in der vorliegenden Arbeit Untersuchungen
auf zwei verschiedenen Ebenen durchgefiihrt. Einerseits galt es, die von WOLF et al. (2005) auf mRNA-
Ebene beschriebenen Induktionseffekte von CYP1A1 auf der Proteinebene zu verifizieren. Zum Zweiten
wurde der Effekt der Bioaktivierung von polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen auf der
Ebene genotoxischer Effekte untersucht. Dazu wurden Testsysteme ausgewahlt, die fir krebser-
zeugende PAK eine genotoxische Wirkung anzeigen, aber nicht flir andere Kanzerogene, die ebenfalls
im Zigarettenrauch enthalten sind, wie 4-Aminobiphenyl, Dimethylnitrosamin und Acrylnitril. Als geeig-
nete Testsysteme flr diesen Zweck erwiesen sich der Mikrokern-Test und der COMET Assay, die beide
an dem hier benutzten Zellkultursystem anwendbar waren. Nachfolgend werden die mit Einzelsubstan-
zen und Kombinationen erhaltenen Ergebnisse unter diesen Aspekten (siehe Kapitel 4.2) diskutiert. Die
Diskussion ist in einen methodischen (Kapitel 4.1) und einen allgemeinen Diskussionsteil (Kapitel 4.2)
gegliedert.

4.1 Methodische Diskussion

41.1 Genotoxizitatstests: COMET Assay und Mikrokern-Test

Die Genotoxizitat von Zigarettenrauch-Inhaltsstoffen wurde mittels COMET Assay und Mikrokern-Test in
Primarkulturen der Schweineharnblase (PUBEC) untersucht. Das Zellkulturmodell war unter den fiir die
vorliegende Arbeit gewahlten Rahmenbedingungen besonders sensitiv in Bezug auf den Nachweis von
Effekten, die durch polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe hervorgerufen wurden. In verschie-
denen Arbeiten wurde gezeigt, dass Benzo[a]pyren nach metabolischer Aktivierung zur Induktion von
DNA-Strangbriichen fihrt, die mit dem COMET Assay gemessen werden konnen (SPEIT et al. 1996,
HANELT et al. 1997, UHL et al. 1999, 2000, ANNAS et al. 2000, WILKENING et al. 2003). Zudem wurde in
Leitfaden-Vorschlagen zur Durchfiihrung des COMET Assay B[a]P als Positivkontrolle fir den Nachweis
genotoxischer Wirkungen empfohlen (TICE et al. 2000), und im Mikrokern-Test wurde diese Substanz
ebenfalls als Positivkontrolle verwendet (ISHIDATE et al. 1988, MATSUOKA et al. 1992, 1999, MATSUSHIMA
etal. 1999, Wu et al. 2003).
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COMET Assay

Mit Hilfe des COMET Assay in der alkalischen Variante, wie er in der vorliegenden Arbeit eingesetzt
wurde, ist es moglich, DNA-Einzel- und Doppelstrangbriiche, reparaturinduzierte Strangbriiche sowie
alkalilabile Stellen der DNA nachzuweisen (COLLINS et al. 1997). Allerdings kann der COMET Assay
nicht die Art des DNA-Schadens anzeigen, da als Endpunkt nur Strangbriiche bzw. das Wanderungs-
verhalten fragmentierter DNA gemessen werden. Durch Modifikationen dieses Tests, wie z. B. durch
Behandlung lysierter Zellen mit Reparaturenzymen, ist es jedoch maéglich, bestimmte DNA-Schaden wie
z. B. oxidative DNA-Lasionen sichtbar zu machen (COLLINS et al. 1993, 1996). Neben verschiedenen
Vorziigen des COMET Assay, wie der einfachen Handhabung, der schnellen Durchfilhrung und der
geringen Kosten, liegt ein groler Vorteil dieses Tests darin, dass nur eine geringe Zellzahl ben6tigt
wird, um ihn durchzufiihren.

Fur die Auswertung des COMET Assay stehen verschiedene Parameter zur Verfiigung. Hierzu zahlen
Tail Lange, Tail Moment und Tail Intensitat. Als am wenigsten sensitiv ist der Parameter Tail Lange
anzusehen. Er zeigt nur die Wanderungsstrecke der DNA-Fragmente an, nicht jedoch die DNA-Menge
innerhalb des Tail (Kometenschweifs). Wesentlich sensitiver sind die Parameter Tail Moment und Tail
Intensitat, bei denen nicht nur die GroRe der DNA-Fragmente, welche die Lange des Tail bestimmen,
sondern auch die DNA-Menge im Kometenschweif mit in die Berechnung einfliet. Das Tail Moment ist
das Produkt aus Tail Lange und DNA-Gehalt im Tail und damit ein sehr sensitiver Parameter. Allerdings
besteht ein Nachteil dieses Parameters darin, dass er von unterschiedlichen Analyse-Programmen nicht
einheitlich berechnet wird. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde daher die Tail Intensitat als
Auswerteparameter gewahlt. Hierbei ist die gemessene Fluoreszenzintensitat im Tail gleichzusetzen mit
der prozentualen DNA-Menge im Schweif des Kometen.

Mikrokern-Test

Der Mikronukleus-Test ist ein Assay zum Nachweis chromosomaler Schaden in proliferierenden Zellen.
Bei Mikrokernen handelt es sich um Chromosomenfragmente oder vollstandige Chromosomen, die von
einer Kernmembran umgeben sind. Lokalisiert sind sie im Zytosol auerhalb des eigentlichen Zellkerns.
Sie entstehen wahrend der Mitose aufgrund von Chromosomenbrichen (klastogener Effekt) oder Fehl-
verteilungen von Schwesterchromatiden auf die Tochterzellen (aneugener Effekt). Im Gegensatz zum
COMET Assay handelt es sich beim Mikrokern-Test um keine Momentaufnahme eines Schadens, wie
es z. B. bei reparaturinduzierten DNA-Strangbriichen der Fall wére, sondern um einen manifestierten
Schaden. Es besteht grundsatzlich die Mdglichkeit, im Mikronukleus-Test zwischen aneugenen und
klastogenen Effekten zu unterscheiden. Fehlverteilte Chromosomen kdnnen beispielsweise mit Hilfe
spezifischer fluorochromkonjugierter Antikdrper gegen Kinetochor-Proteine markiert und mittels Immun-
fluoreszenz detektiert werden. Aufgrund der recht hohen Variabilitat der Mikrokern-Testergebnisse, die
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freundlicherweise von der Postdoktorandin Dr. Behm fiir die vorliegende Arbeit zur Verfigung gestellt
wurden, ist nicht zwischen beiden Effekten unterschieden worden.

In Bezug auf die Nachweisgrenze genotoxischer Schaden war der Mikronukleus-Test etwas sensitiver
als der COMET Assay. Dies steht im Einklang mit Ergebnissen von VALENTIN-SEVERIN et al. (2003), die
einer metabolisch kompetenten Hepatom-Zelllinie (HepG2) in parallel durchgefiihrten Inkubationsversu-
chen mit dem Mikrokern-Test bereits bei geringeren B[a]P-Konzentrationen als mit dem COMET Assay
Genotoxizitat nachweisen konnten. Ein Grund hierfiir ist sicherlich, dass der Mikronukleus-Test nicht nur
klastogene Effekte erfasst, wie sie auch mit dem COMET Assay gemessen werden. Dieser Test erfasst
zusatzlich Mikrokerne, die aus fehlverteilten Chromosomen aufgrund von Stérungen am Spindelapparat
hervorgerufen werden (aneugene Effekte).

4.1.2 Intrazellularer Nachweis von CYP1A1 mittels Durchflusszytometrie

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine Methode zum intrazellularen Nachweis von CYP1A1 in
kultivierten Urothelzellen der Schweineharnblase auf Einzelzellniveau entwickelt. Cytochrom P450
Enzyme sind in Membranen des endoplasmatischen Retikulums lokalisiert. Zum Nachweis von
CYP1A1-Induktion war es daher notwendig, die Zellen vor der Inkubation mit dem spezifischen Antikér-
per zu permeabilisieren. Hierzu eignete sich ein kommerziell erhaltliches Kit, welches Saponin fir die
Permeabilisierung und Formaldehyd zur Fixierung der Zellen enthielt. In der vorliegenden Arbeit wurde
CYP1A1 mittels indirekter Immunfluoreszenz-Technik nachgewiesen. Die &ufReren Rahmenbedingun-
gen dieser Methode &hnelten im Allgemeinen denen der von BROCCARDO et al. (2004) angewandten
Methode zum Nachweis von CYP1A1-Induktion in Einzelzellen nach Inkubation mit polychlorierten
Biphenylen.

Das Erfassen des prozentualen Anteils CYP1A1-positiver Zellen nach Inkubation mit Benzo[a]pyren
erwies sich als nicht ganz unproblematisch, da dieser PAK Uber eine sehr starke Autofluoreszenz
verfigt und somit ein starkes Storsignal bildete. Die Fluoreszenz des PAK strahlte in die Fluoreszenzka-
nale (FL1 und FL2), die fiir die Erfassung der CYP1A1-Induktion benutzt wurden. Hierbei war es unwe-
sentlich, ob der zum Nachweis benutzte Zweitantikdrper mit den Fluorochromen Fluorescein (Fluores-
zenzkanal FL1) oder Phycoerythrin (Fluoreszenzkanal FL2) konjugiert war. Die Autofluoreszenz von
B[a]P blieb als Stérsignal vorhanden und konnte auch durch Veranderung der Gerateeinstellung nicht
kompensiert werden, ohne dass es zu Datenverlusten gekommen ware. Aufgrund dessen war es not-
wendig, die Fluoreszenz von Benzo[a]pyren flir jede einzelne Probe separat zu erfassen und in der
abschlieRenden Auswertung der Ergebnisse zu subtrahieren. Hierzu wurde von den zu messenden,
Benzo[a]pyren- bzw. Ldésemittel-behandelten PUBEC sowohl eine Mess- (Positiv-) als auch eine
Negativprobe vorbereitet. In der Positivprobe waren sowohl der Priméarantikdrper gegen CYP1A1 als
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auch der fluorochromkonjugierte Zweitantikorper vorhanden. Die Negativprobe hingegen bestand nur
aus Zellen, die zuvor mit Benzo[a]pyren inkubiert worden waren. Da der Sekundérantikorper nicht
unspezifisch an zellulare Strukturen gebunden hat, war es ausreichend, nur die Zellen — ohne Behand-
lung mit dem Sekundéarantikorper — als Negativprobe zu verwenden. Alle Proben eines Inkubations-
experimentes wurden mit derselben Gerateeinstellung gemessen, d. h. sowohl die Negativ- als auch die
zugehorige Positivprobe. Die Gerateeinstellung fir die Datenakquisition wurde (iber die Autofluoreszenz
von DMSO-behandelten Zellen durchgefiihrt, die nicht mit Antikérpern behandelt wurden.

Eine Unterscheidung zwischen induzierten und nicht-induzierten Zellen konnte nach der Akquisition der
Daten nur mit Hilfe der Auswertesoftware ,CellQuest Pro* erfolgen. Hierzu wurden sémtliche Daten in
Histogrammen abgebildet, und mit Hilfe der verwendeten Software wurde eine Histogrammstatistik
erstellt. Die dazu bendtigten Auswertemarker (M1 bis M4) wurden wie in Abb. 66 dargestellt platziert.
Sicher CYP1A1-negativ waren alle Zellen im Bereich des Markers M1; sicher CYP1A1-postitiv waren
alle gemessenen Zellen im Bereich des Markers M3. Zur Berechnung der Anzahl vermutlich CYP1A1-
postitiver Zellen mussten die Anteile der Zellen im Bereich M4 der Negativprobe von denen der
Positivprobe subtrahiert werden (M4negativproe — Md4positvproe = AM4). Der Differenzwert, der die
vermutlich CYP1A1-positiven Zellen (AM4) reprasentiert, wurde zum Wert sicher CYP1A1-positiver
Zellen (M3) addiert, wodurch die Anzahl CYP1A1-positiver Zellen korrigiert werden konnte (AM4 + M3 =
korrigierter Wert fir CYP1A1-positive Zellen).

sicher  : ' sicher CYP1A1 positiv sicher  : " sicher CYP1A1 positiv
CYP1A1 negativ: ! CYP1A1 negativ '
M2 ; M2 : .
e : c :
o o
© M3 O
N N
5] 5]
© )
= E
(] (1]
N N
c [
< <
Fluoreszenzintensitat Fluoreszenzintensitat

Abb. 66: Auswertung von FACS-Daten zur Bestimmung des Anteils CYP1A1-positiver Zellen nach Benzo[a]pyren-Behand-
lung. Im linken Teil der Abbildung sind Histogramm-Marker fiir die Auswertung der Negativprobe, im rechten Teil entspre-
chend Marker fir die Positiv- bzw. Messprobe dargestellt. M1: definitiv CYP1A1-negative Zellen der DMSO-Kontrolle, M2:
Autofluoreszenz nach B[a]P-Behandlung, M3: definitiv CYP1A1-positive Zellen nach B[a]P-Behandlung, jenseits des
Autofluoreszenzbereiches, M4: unsicherer Anteil CYP1A1-negativer Zellen innerhalb der Autofluoreszenz

Die Autofluoreszenz von B[a]P kann man sich zur Bestimmung von CYP-Enzymaktivitaten zunutze
machen (MILLER & WHITLOCK 1981, 1982a, 1982b, 1983, MILLER 1990). MILLER & WHITLOCK beschrieben
1981 eine Methode, mit Hilfe derer es moglich ist, in individuellen Zellen Cytochrom P450-Enzymaktivi-
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tat nachzuweisen. Benzo[a]pyren ist sehr lipophil und gelangt einfach in die Zelle. Um wieder aus der
Zelle geschleust zu werden, muss es in eine wasserloslichere Form iberflihrt werden, die ber Cyto-
chrom P450 Enzyme katalysiert wird. Die Methode von MILLER & WHITLOCK (1981) basiert auf der
Abnahme der B[a]P-Fluoreszenz in einzelnen Zellen Uber die Zeit. In den flr die Untersuchungen ver-
wendeten Zellen (Maus-Hepatomzelllinie) ging die Autofluoreszenz der Zellen bereits nach 20 min auf
den Ausgangswert unbehandelter Zellen zurtick. Fir den Nachweis von Enzymaktivitat wurden nur
25 nM Benzo[a]pyren eingesetzt (MILLER & WHITLOCK 1981). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde
hingegen mit relativ hohen Konzentrationen des PAK gearbeitet, da CYP1A1-Induktion erst ab 0,5 M
B[a]P mittels Western Blot in Zellhomogenaten erfasst werden konnte. Ab 1 uM Benzo[a]pyren wurde
jedoch bereits der Storeffekt durch die Autofluoreszenz verzeichnet. Der Verbleib der starken Fluores-
zenz im uM-Konzentrationsbereich ist auf Benzo[a]pyren zuriickzuflihren, das noch in den Zellen vor-
handen ist. Aufgrund der relativ hohen Konzentrationen des PAK (uM-Bereich), die fiir die Induktion von
CYP1A1 auf Proteinebene notwendig waren, eignete sich das verwendete Zellkulturmodell unter den
gewahlten Rahmenbedingungen nicht flr Enzymaktivitatsstudien nach der Methode von MILLER &
WHITLOCK (1981).

4.2  Allgemeine Diskussion

4.2.1 Induktion von Cytochrom P450 1A1 und genotoxische Effekte von Einzel-
komponenten aus dem Zigarettenrauch in PUBEC

In Inkubationsversuchen mit Einzelsubstanzen aus dem Zigarettenrauch wurden nur nach Behandlung
mit dem PAK Benzo[a]pyren auffallige CYP1A1-Induktionseffekte gefunden. Dies galt sowohl fir die
vom Verbundprojektpartner durchgefiinrten Genexpressionsanalysen als auch fiir die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Genotoxizitatstests. Nach Behandlung von PUBEC mit
4-Aminobiphenyl und Dimethylnitrosamin (WoLF 2003) wurde keine derartig ausgepragte Induktion von
CYP1A1-mRNA gefunden wie nach Inkubation mit Benzo[a]pyren (WOLF et al. 2005). 4-Aminobiphenyl,
ein aromatisches Amin und bekanntes Blasenkanzerogen beim Menschen, war in allen im Rahmen der
vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Genotoxizitatstests negativ, ebenso wie Dimethylnitrosamin und
Acrylnitril. Wie eingangs erwahnt, waren die gewahlten Testmethoden besonders flr den Nachweis
genotoxischer Effekte durch polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe geeignet.

Die Ergebnisse von WOLF et al. (2005), die eine verstarkte CYP1A1-Genexpression nach Inkubation mit
Benzo[a]pyren gezeigt haben, konnten in der vorliegenden Arbeit auch auf Proteinebene bestatigt wer-
den. Konzentrationen, die zu einer Veranderung der CYP1A1-Expression fiihrten, lagen sowohl auf
Transkript- als auch auf Proteinebene in etwa gleicher GroRenordnung. Eine deutlich erhdhte CYP1A1-
Expression wurde bereits bei 0,1 uM Benzo[a]pyren gefunden. Bei dieser Konzentration war die
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CYP1A1-mRNA-Expression um das 20fache, fur 5 uM B[a]P um das 200fache im Vergleich zum ver-
wendeten Losemittel erhoht (WoLF et al. 2005). In der vorliegenden Arbeit wurde im Western Blot
CYP1A1-Proteinexpression ab einer Konzentration von 0,5 uM B[a]P nachgewiesen. Mit Hilfe der
Durchflusszytometrie konnten schon ab 0,1 uM Benzo[a]pyren, wenn auch statistisch nicht signifikant,
vermehrt induzierte Einzelzellen im Zellgemisch gefunden werden.

Es ist bekannt, dass Benzo[a]pyren wie auch andere PAK durch Cytochrom P450 Isoenzyme metabo-
lisch aktiviert wird und zudem seinen eigenen Metabolismus verstarkt (GELBOIN 1980, CONNEY 1982).
Dies geschieht iber die Induktion von Cytochrom P450 1A1 (Abb. 67), die iiber den Arylhydrocarbon
Rezeptor (AhR) vermittelt wird (WHITLOCK 1989, 1999, HANKINSON 1995).

AhR-Ligand, z. B.
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Abb. 67: Schema der CYP1A1-Induktion durch den AhR-Liganden Benzo[a]pyren (entnommen aus WHITLOCK 1999 und
modifiziert).

Der AhR ist ein zytosolisches Protein, das gebunden an zwei 90 kDa Hitzeschockproteinmolekule
(Hsp 90), ein Immunophilin-verwandtes Protein (XAP) und ein weiteres Chaperon (p23) als Komplex
vorliegt. Nach Bindung eines Liganden, wie z. B. Benzo[a]pyren, dissoziiert der Ah-Rezeptor-Komplex,
und der ligandengebundene AhR transloziert in den Zellkern. Dort dimerisiert er mit einem weiteren



94 DISKUSSION

Protein, dem sog. Ah-Rezeptor nuklearen Translokator (ARNT). Dieser ligandengebundene AhR-ARNT-
Komplex fungiert im Weiteren als ein Transkriptionsfaktor, der an spezifische Xenobiotikum-responsive
Elemente (XRE) in der DNA bindet, die in der Enhancer/Promoter Region Xenobiotikum-responsiver
Gene, wie z. B. CYP1A1 liegen (WHITLOCK 1999, MA 2001).

Die Ergebnisse zur CYP1A1-Induktion durch Benzo[a]pyren waren durch starke individuelle Heteroge-
nitat sowohl der Zellpopulationen insgesamt als auch der einzelnen Zellen innerhalb der Praparationen
gekennzeichnet. Diese Befunde wurden insbesondere durch die durchflusszytometrischen Analysen
gestutzt. Innerhalb der untersuchten Zellpopulationen gab es sehr empfindliche Zellen, die bereits durch
geringe B[a]P-Konzentrationen induziert wurden. In Zellgemischen betrug z. B. der Anteil CYP1A1-
induzierter Zellen nach Behandlung mit 0,1 uM B[a]P zwischen 5 und 13% aller untersuchten Zellen. In
Einzelblasenpraparationen waren in einem Fall bei dieser Konzentration sogar mehr als 20% aller ana-
lysierten Zellen induziert. Mit steigenden Konzentrationen des PAK nahm auch die Anzahl induzierter
Zellen und innerhalb dieser Zellen die Menge an CYP1A1-Protein zu. Dieser Befund deckt sich mit
Ergebnissen von BROCCARDO et al. (2004), die Untersuchungen zur CYP1A1-Induktion durch poly-
chlorierte Biphenyle, ebenfalls bekannten CYP1A1-Induktoren, auf Einzelzellebene in metabolisch
kompetenten Ratten- und Maus-Hepatomzelllinien durchgefiihrt haben. Die Autoren postulierten einen
sog. Hybriden-Schalter (,hybrid switch®) als Prinzip flr die zelluldre Reaktion auf CYP1A1-Induktoren.
Offensichtlich gibt es Konzentrationen des Induktors, im Fall der vorliegenden Arbeit Benzo[a]pyren, in
denen Zellen noch nicht auf den Stimulus reagieren. Beim Uberschreiten einer Schwellenkonzentration
exprimieren die induzierten Zellen graduell mehr CYP1A1 (BROCCARDO et al. 2004). Unterschiede in der
Induzierbarkeit wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit sowohl in Gemischen aus Zellen
verschiedener Spender als auch innerhalb der Zellpopulationen gefunden, die jeweils aus einem
individuellen Spendertier gewonnen wurden. Da die Kanzerogenese ein Prozess ist, der von
Einzelzellen ausgeht, spielen hierbei vor allem diejenigen Zellen eine besonders wichtige Rolle, die am
empfindlichsten auf krebserzeugende Stoffe wie Benzo[a]pyren mit CYP1A1-Induktion reagieren.
Hierdurch sind sie in der Lage, PAK bereits bei geringen Konzentrationen zu reaktiven Metaboliten zu
aktivieren, die DNA-Addukte bilden und im Folgenden zu einer Mutation flihren kénnen.

Heterogene Effekte (individuelle Unterschiede von Einzelblasenpraparationen oder Zellgemischen)
wurden auch im Mikronukleus-Test und im COMET Assay gefunden, die genotoxische Wirkungen auf
Einzelzellniveau anzeigen. Fur Benzo[a]pyren wurde eine konzentrationsabhangige Zunahme der
Genotoxizitat gefunden. Allerdings war diese zwischen verschiedenen Versuchen (mit Zellgemischen
und auch mit Einzelblasenzellkulturen) unterschiedlich stark ausgepragt. Im Mittel waren die
gefundenen Effekte in beiden Tests ab einer Konzentration von 1 uM B[a]P statistisch signifikant. Mit
Hilfe des Mikrokern-Tests wurde bereits im Konzentrationsbereich von 0,1 — 0,5 uM B[a]P beginnende
Genotoxizitat nachgewiesen, wahrend im COMET Assay erst ab 1 uM Genotoxizitat gefunden wurde.
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Mit Hilfe des konventionellen COMET Assay wurde in der vorliegenden Arbeit fir das PUBEC-Zellkul-
turmodell gezeigt, dass der genotoxische Effekt von Benzo[a]pyren erst mit Verzdgerung auftritt. Zwar
wurden bereits nach kurzen Inkubationszeiten (3 und 5 h) DNA-Strangbriiche gemessen, jedoch waren
diese wesentlich schwacher ausgepragt als nach 24 h langer Inkubation. Dieser Befund steht im Ein-
klang mit Ergebnissen von UHL et al. (1999, 2000), die zeigten, dass langere Inkubationszeiten mit
Benzo[a]pyren notwendig waren, um in metabolisch kompetenten Zellen DNA-Schéaden durch diese
Substanz messen zu kénnen. In den verwendeten Zellen (HepG2) wurde erst nach 20 — 24 h langer
Behandlung mit B[a]P eine statistisch signifikante Zunahme von DNA-Strangbriichen beobachtet (UHL
et al. 1999). Die Autoren nahmen an, dass dieser zeitabhangige Effekt ein Resultat kontinuierlich gebil-
deter, DNA-reaktiver Metaboliten sei (UHL et al. 2000). Diese Vermutung liegt auch fur die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit nahe und wird zudem durch Befunde mit humanen (Zelllinien und Explantatkul-
turen) und primaren Ratten-Urothelzellen gestiitzt, die in der Lage waren, Benzo[a]pyren in DNA-reak-
tive Metaboliten umzuwandeln. In diesen Versuchen nahm die DNA-Bindung mit der Inkubationsdauer
zu, und nach 24 h langer Behandlung mit B[a]P waren sowohl die absolute DNA-Bindung als auch die
Mengen gebildeter Metaboliten maximal (AUTRUP et al. 1981, STONER et al. 1982). Zusétzlich variierte
die Menge DNA-reaktiver B[a]P-Metaboliten, die in Explantatkulturen verschiedener humanen Spender
(STONER et al. 1982) als auch in drei unterschiedlichen Urothelzelllinien humanen Ursprungs (AUTRUP et
al. 1981) gefunden wurden. Die starke Variabilitdt zwischen den verschiedenen Kulturen wurde auf
interindividuelle Unterschiede der Spender zuriickgefihrt (STONER et al. 1982). Dies ist auch eine
maogliche Erklarung flr die im Rahmen der vorliegenden Arbeit beobachtete Heterogenitat der
Genotoxizitatstestergebnisse und der unterschiedlich guten Induzierbarkeit von CYP1A1 in PUBEC.

Die genotoxischen Effekte, die mit Hilfe des konventionellen COMET Assay gefunden wurden, waren
nach 24 h langer Inkubation maximal. Aus diesem Grund wurde der modifizierte Test, der oxidative
DNA Schéden anzeigt, nur fir 24 h lange Inkubation mit B[a]P durchgeflhrt. Mit Hilfe des modifizierten
COMET Assay wurde eine konzentrationsabhéngige Zunahme von oxidativen DNA-Schéaden ab 3 uM
B[a]P gefunden. Auch diese waren zwischen den untersuchten PUBEC-Kulturen aus Zellgemischen
verschiedener Spender variabel. Benzo[a]pyren kann durch die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS) zur Entstehung von oxidativen DNA-Schéden fiihren. Fir humane und Ratten-Urothelzellen
wurde experimentell gezeigt, dass sie B[a]P u. a. zu Diolen (z. B. B[a]P-7,8-diol) metabolisieren kdnnen
(AUTRUP et al. 1981, LANGENBACH et al. 1981). Diese Metaboliten werden nach Bioaktivierung von B[a]P
durch die Cytochrom P450 Isoenzyme 1A1 und 1B1 gebildet. Aufgrund dieses Befundes ist es wahr-
scheinlich, dass PUBEC, fiir die im Rahmen der vorliegenden Arbeit CYP1A1 Induktion nachgewiesen
wurde, ebenfalls die entsprechenden Metaboliten bilden. Durch enzymatische Umwandlung von
Benzo[a]pyrendiolen in ortho-Chinone (z. B. in B[a]P-7,8-dion) kénnen reaktive Sauerstoffspezies gene-
riert werden (FLOWERS et al. 1996, 1997). Wahrend der enzymatischen Oxidation von Dihydrodiolen
wird ein Katechol gebildet, welches zwei aufeinander folgende Ein-Elektronen-Oxidationen durchlauft,
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die in der Bildung von Superoxidanion-Radikalen, Wasserstoffperoxid und ortho-Semichinon-Radikalen
resultieren (SMITHGALL et al. 1988). Durch Redox-Cycling kénnen aus ortho-Chinonen mehrfach ROS
gebildet werden (FLOWERS-GEARY et al. 1992, 1993, 1996), die zur Generierung oxidativer DNA-Sché-
den beitragen kdnnen. Neben der Entstehung von DNA-Addukten durch Benzo[a]pyren, die zur Induk-
tion von DNA-Strangbriichen fiihren (HANELT et al. 1997), spielt offensichtlich auch die Bildung von ROS
bei der genotoxischen Wirkung des Zigarettenrauch-Inhaltsstoffes B[a]P eine wichtige Rolle.

Insgesamt wurden in PUBEC genotoxische Effekte in etwa den gleichen Konzentrationsbereichen de-
tektiert, in denen auch eine signifikante Induktion von CYP1A1 auf Transkript- (WOLF et al. 2005) und
Proteinebene gefunden wurde. Betrachtet man die Ergebnisse fiir die Benzo[a]pyren-Inkubationen zu-
sammen, lasst sich das eingangs vorgestellte Paradigma (Abb. 65, Seite 88) auch auf Proteinebene
bestatigen und zudem wie folgt erweitern: Benzo[a]pyren (als Leitsubstanz flr PAK) fiihrt zur Induktion
von Cytochrom P450 1A1. Die Induzierbarkeit auf Einzelzellniveau ist sowohl durch die individuelle
Varianz einzelner Zellen als auch durch interindividuelle Unterschiede zwischen Zellen aus verschiede-
nen Spendertieren gekennzeichnet. Durch die CYP1A1-Proteinexpression kommt es im Folgenden zur
verstarkten Bildung reaktiver B[a]P-Metaboliten, die kontinuierlich gebildet werden und mit der Zeit zu-
nehmend genotoxisch wirken. Aufgrund der heterogenen Induzierbarkeit von PUBEC (individuelle Vari-
abilitat von Einzelzellen und Praparationen aus unterschiedlichen Spendertieren) fallen auch die geno-
toxischen Effekte von Benzo[a]pyren unterschiedlich stark aus (Abb. 68).

P AK Verstarkie
e —-» Aktivierung von
B[a]P PAK

Individuelle Varianz von Einzelzellen und von einzelnen Praparationen
aus unterschiedlichen Tierindividuen

Abb. 68: Schematische Darstellung zur Entstehung genotoxischer Effekte durch polyzyklische aromatische Kohlenwasser-
stoffe (PAK), wie z. B. Benzo[a]pyren (B[a]P), und der Beeinflussung dieser Effekte durch individuelle Varianz der Zellprapa-
rationen.

4.2.2 Induktion von Cytochrom P450 1A1 und genotoxische Effekte von binaren
Substanzgemischen aus dem Zigarettenrauch in PUBEC

In kultivierten PUBEC ist auf Proteinebene konstitutiv kein Cytochrom P450 1A1 vorhanden. Die allei-
nige Inkubation mit dem aromatischen Amin 4-Aminobiphenyl flihrte zu keiner messbaren Induktion von
CYP1A1-Protein. Auch auf Transkriptebene wurde allenfalls ein moderater Induktionseffekt (2,8fache
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Induktion von CYP1A1 nach 5 h langer Inkubation mit 100 uM 4-ABP) im Bezug auf die
Losemittelkontrolle (WoLF 2003) und im Vergleich mit dem Induktionseffekt durch Benzo[a]pyren gefun-
den (WoLF et al. 2005). Dagegen wirkte sich in PUBEC das bindre Gemisch aus 1 uM Benzo[a]pyren
und verschiedenen 4-Aminobiphenyl-Konzentrationen (3 — 50 uM) verstarkend auf die CYP1A1-Induk-
tion im Vergleich zur alleinigen Inkubation mit B[a]P aus. Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen
Untersuchungen ergaben fir das Gemisch aus PAK und AA im sub-zytotoxischen Bereich einen
Steigerungseffekt der Anzahl induzierter Zellen um 7,4% - 9,5% im Vergleich mit Zellen, die mit
Benzo[a]pyren alleine behandelt worden waren. Obwohl in diesen Versuchen durch 1 uM B[a]P bereits
ein grolRer Anteil der Zellen induziert war (27,2%), konnten durch 10 uM B[a]P noch weitere 21,3% der
Zellen induziert werden. Die Co-Inkubation mit dem bindren Gemisch hatte diesen Effekt nicht.
Offensichtlich war hauptsachlich die Benzo[a]pyren-Konzentration ausschlaggebend dafiir, in wie vielen
Zellen CYP1A1 induziert wurde.

Zusétzlichen Aufschluss Uber den Effekt der Co-Inkubation lieferte die Western Blot Analyse. Nach
Inkubation mit 1 uM 4-ABP und 1 uM B[a]P war die Menge an CYP1A1-Protein im Vergleich zur
alleinigen Inkubation mit Benzo[a]pyren nicht erhoht. Verstarkte CYP1A1-Proteinexpression wurde flir
das bindre Gemisch erst im Bereich von 3 — 50 uM 4-ABP gefunden. Die Menge an CYP1A1-Protein
war bei diesen Konzentrationen des Arylamins deutlich Uber die durch Benzo[a]pyren induzierte Menge
an CYP1A1 erhoht. Diese Ergebnisse stimmen mit den Resultaten auf mMRNA-Ebene Uberein, wobei
dort in zwei von drei Versuchen die CYP1A1-Expression bereits nach Inkubation mit 1 uM 4-ABP und
1 uM BJ[a]P im Vergleich zur alleinigen Inkubation mit B[a]P leicht erhdht war (personliche Mitteilung Dr.
A. Kutz, MPI fiir molekulare Physiologie Dortmund). Die Genexpression anderer Cytochrom P450
Isoformen, wie CYP1B1 und CYP4B1, die einen relevanten Einfluss auf den Metabolismus von PAK
(Kim et al. 1998) bzw. AA (IMAOKA et al. 1997) haben, war im Gegensatz dazu nicht signifikant
verandert. Vorlaufige Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass die Genexpression dieser Isoenzyme
weder nach Inkubation mit Benzo[a]pyren oder 4-Aminobiphenyl alleine noch nach Co-Inkubation mit
beiden Substanzen zusammen auffallig beeinflusst war (personliche Mitteilung Dr. A. Kutz).

In PUBEC, die mit einem bindaren Gemisch aus PAK und AA behandelt wurden, konnte mittels
Mikrokern-Test eine genotoxische Wirkung nachgewiesen werden, die tber den alleinigen Effekt von
Benzo[a]pyren hinausging. Wahrenddessen lagen die Ergebnisse fir den konventionellen und auch den
modifizierten COMET Assay im Bereich der Effekte durch 1 uM Benzo[a]pyren, was der Nachweis-
grenze genotoxischer Effekte von B[a]P mit diesem Assay entspricht. Vermutlich wurden durch die
verstarkte CYP1A1-Induktion noch nicht ausreichend genotoxische Benzo[a]pyren-Metaboliten gebildet,
um deren Wirkungen mit dem COMET Assay messen zu kénnen. Dariiber hinaus besteht die Mdglich-
keit, dass durch die Co-Inkubation mit B[a]P und verschiedenen 4-ABP-Konzentrationen reaktive
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Metaboliten entstanden sind, die im Folgenden zur Stérung des mitotischen Spindelapparates flhrten,
und dass es zu Fehlverteilungen von Chromosomen kam.

Die Verbindung 4-Aminobiphenyl ist bekanntermalen blasenkrebserzeugend im Menschen (IARC
1972, 1987). Nach allgemein vorherrschender Meinung spielt die metabolische Aktivierung durch
Cytochrom P450 1A2 (CYP1A2) eine zentrale Rolle fiir die krebserregende Wirkung von 4-ABP. Der
Hauptort dieser enzymkatalysierten Reaktion ist die Leber, von wo aus die gebildeten Metaboliten in
den Blutkreislauf gelangen und durch renale Filtration in den Harn ausgeschieden werden. Im sauren
Milieu des Urins kann es zur Entstehung eines hochreaktiven Nitrenium-lons kommen, das nach
Aufnahme in Urothelzellen DNA-Addukte bildet. Es gibt verschiedene Hinweise darauf, dass die
aromatischen Amine im Zigarettenrauch nicht alleine fiir den blasenkanzerogenen Effekt verantwortlich
sind. Einer ist beispielsweise der Befund von GRIMMER et al. (2000), die im Urin von Rauchern zwar
insgesamt mehr aromatische Amine nachweisen konnten. Der Anteil an kanzerogenen aromatischen
Aminen unterschied sich jedoch kaum im Urin von Rauchern und Nichtrauchern (GRIMMER et al. 2000).
Zudem ist nicht abschlieBend geklart, in wieweit das Urothel selbst in der Lage ist, aromatische Amine
iber CYP1A2 metabolisch zu aktivieren, da widerspriichliche Befunde zum Vorkommen von Cytochrom
P450 1A2 in Harnblasenzellen vorliegen. Wahrend BRAUERS et al. (2000) in einigen der von ihnen
untersuchten Blasenbiopsien CYP1A2-mRNA-Expression fanden, konnten VAZRI et al. (2001) weder
CYP1A2-Proteinexpression noch -Enzymaktivitdt in Epithelzellen der Harnblase nachweisen. In
Tierversuchen mit Mausen, in denen das fir CYP1A2 codierende Gen deletiert war, kam es nach
Verabreichung von 4-ABP zur Bildung von 4-ABP-DNA-Addukten (TSUNEOKA et al. 2003). Demnach
kann CYP1A2 nicht alleine fiir die metabolische Aktivierung von aromatischen Aminen verantwortlich
sein. Es ist bekannt, dass das Isoenzym CYP4B1 eine Rolle bei der metabolischen Aktivierung von
aromatischen Aminen im Urothel spielt (IMAOKA et al. 1997). In PUBEC war die Genexpression dieses
Enzyms jedoch nicht auffallig durch die untersuchten Zigarettenrauch-Inhaltsstoffe 4-ABP und B[a]P
beeinflusst (personliche Mitteilung Dr. A. Kutz).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass offensichtlich CYP1A1 eine wichtige Rolle fiir
die genotoxischen Effekte von PAK in Kombination mit aromatischen Aminen spielt. Die durch
Benzo[a]pyren induzierte CYP1A1-Proteinexpression wurde durch 4-Aminobiphenyl deutlich verstarkt.
Dieser Effekt auf die Regulation von CYP1A1 wurde bislang noch nicht beschrieben. Der zugrunde
liegende Mechanismus ist nicht bekannt. Eine Moglichkeit ware: Benzo[a]pyren induziert zunachst
CYP1A1 und wird dadurch metabolisch aktiviert. Obwohl andere Cytochrom P450 Isoenzyme als
CYP1A1 eine wichtige Rolle bei der metabolischen Aktivierung von 4-Aminobiphenyl spielen, kann
dieses Isoenzym auch in einem gewissen Ausmal} aromatische Amine metabolisieren (TURESKY et al.
1998). Die gebildeten Metaboliten kénnten nach ihrer Bioaktivierung miteinander reagieren und einen
Komplex bilden, der eine héhere Affinitat zum Ah-Rezeptor besitzt, wodurch es im Folgenden zu einer
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erhohten Transkription des CYP1A1-Gens kommt. Die im Mikrokern-Test gefundenen genotoxischen
Effekte lagen im gleichen Konzentrationsbereich, in dem auch CYP1A1-Induktion auf Proteinebene
gefunden wurde. Offensichtlich ist die genotoxische Wirkung des binaren Gemisches auf erhohte
CYP1A1-Induktion in PUBEC-Zellen und dadurch vermehrt gebildete reaktive Metaboliten von
Benzo[a]pyren zurlickzufiihren. Das vorgestellte Paradigma zur Entstehung genotoxischer Effekte durch
PAK kann somit erganzt werden (Abb. 69): Die Induktion von CYP1A1 durch PAK wird durch
aromatische Amine verstarkt, sodass im Folgenden PAK verstarkt metabolisch aktiviert werden und es
zu verstarkten genotoxischen Effekten durch diese Substanzklasse kommt.

’—‘P AK Verstarkte

(B[a]P)

PAK

Individuelle Varianz von Einzelzellen und von einzelnen Praparationen
aus unterschiedlichen Tierindividuen

Abb. 69: Schematische Darstellung zur Entstehung genotoxischer Effekte durch polyzyklische aromatische Kohlenwasser-
stoffe (PAK), wie z. B. Benzo[a]pyren (B[a]P) in Kombination mit aromatischen Aminen (AA), wie z. B. 4-Aminobiphenyl, und
der Beeinflussung dieser Effekte durch individuelle Varianz der Zellpraparationen.

4.2.3 Induktion von Cytochrom P450 1A1 und genotoxische Effekte von
komplexen Substanzgemischen aus dem Zigarettenrauch in PUBEC

Nach Inkubation mit dem komplexen Gemisch Zigarettenrauchkondensat (CSC) wurde sowohl auf
mRNA- (personliche Mitteilung Dr. A. Kutz) als auch auf Proteinebene Induktion von CYP1A1 gefunden.
Die gefundenen Effekte waren bis in den Bereich beginnender Zytotoxizitat in ihren AusmafRen jedoch
weniger stark als nach Inkubation mit verschiedenen Benzo[a]pyren-Konzentrationen. Auf mRNA-Ebene
wurde im Vergleich zum Lésemittel nach 24 h langer Inkubation mit Kondensat bereits ab 10 ng/ml CSC
leicht verstarkte CYP1A1-Genexpression gefunden (personliche Mitteilung Dr. A. Kutz). Dieser Effekt
spiegelte sich jedoch nicht auf Proteinebene wider. Dort wurde CYP1A1-Induktion erst ab einer
Kondensat-Konzentration von 1 pg/ml nachgewiesen. 10 und 100 ng/ml Zigarettenrauchkondensat
hatten noch keinen Einfluss auf die Induktion dieses Enzyms.

Die Anzahl induzierter Zellen variierte zwischen den unterschiedlichen Zellpraparationen, in denen Zell-
gemische aus verschiedenen Spendertieren verwendet wurden. Dieser Befund wurde insbesondere
durch die durchflusszytometrischen Analysen belegt. Im Konzentrationsbereich von 5 bis 10 pg/ml
Kondensat wurde in einer maximalen Anzahl von Zellen (21,8% - 26,7%) CYP1A1 induziert. Die Menge
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an CYP1A1-Protein nahm innerhalb der induzierten Zellen noch weiter zu, was beim Vergleich mit den
Daten der Western Blot Analyse deutlich wird. Offensichtlich ist der Effekt durch Kondensat dem durch
Benzo[a]pyren relativ ahnlich, bis auf die Tatsache, dass insgesamt deutlich weniger Zellen induziert
waren und weniger CYP1A1-Protein innerhalb der Zellen exprimiert wurde.

Die genotoxische Wirkung von Zigarettenrauchkondensat ist bekannt und wurde mehrfach in verschie-
denen Testsystemen in vitro und in vivo nachgewiesen (DEMARINI 2004). Mit Hilfe der im Rahmen der
vorliegenden Dissertation verwendeten Genotoxizitatstests (Mikronukleus-Test und COMET Assay)
wurden ebenfalls genotoxische Wirkungen des komplexen Gemisches Zigarettenrauchkondensat ge-
zeigt. Im Vergleich mit den Resultaten, die mit denselben Testmethoden nach Inkubation mit
Benzo[a]pyren gewonnen wurden, waren die Effekte des verwendeten Kondensats jedoch nur sehr
gering. Mit Hilfe des modifizierten COMET Assay wurden zusétzlich zu den allgemeinen DNA-Schaden
oxidative Basenmodifikationen ab 1 pg/ml Kondensat detektiert. Es wurde in verschiedenen Arbeiten
mit Zellkulturen gezeigt, dass Zigarettenrauch und Zigarettenrauchkondensat zur Induktion von DNA-
Strangbrlchen flhren und dass dariiber hinaus die Generierung reaktiver Sauerstoffspezies und damit
die Entstehung oxidativer DNA-Schéden eine wichtige Rolle spielt (NAKAYAMA et al. 1985, FIELDING et al.
1989, LEANDERSON & TAGESSON 1990, 1992, Wu et al. 2005).

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durch das Zigarettenrauchkondensat induzierten genotoxischen
Effekte wurden im gleichen Konzentrationsbereich gefunden, in dem auch die CYP1A1-Induktion erh6ht
war. Diese Befunde lassen sich auf das Paradigma fiir die krebserzeugende Wirkung von PAK auf die
Zellen des Harnblasenepithels anwenden: Zigarettenrauchkondensat flihrt zur Induktion von CYP1A1 in
PUBEC, wodurch es im Folgenden zur verstarkten metabolischen Aktivierung von PAK kommt, die se-
kundar in verstarkten genotoxischen Effekten resultieren (Abb. 70).
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aus unterschiedlichen Tierindividuen

Abb. 70: Schematische Darstellung zur Entstehung genotoxischer Effekte durch Zigarettenrauchkondensat (CSC) und der
Beeinflussung dieser Effekte durch individuelle Varianz der Zellpraparationen.

Zigarettenrauch ist ein komplexes Gemisch aus ca. 4.800 verschiedenen Substanzen (GREEN &
RoDGMAN 1996). Je nach Zusammensetzung der fir die Zigaretten verwendeten Tabaksorten enthalt
die Gesamtpartikelmasse, die durch Abrauchen unter standardisierten Bedingungen (FTC/ISO-
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Standard: ein Zug pro Minute mit einem Volumen von 35 ml und einer Zugdauer von 2 Sekunden)
generiert wurde, unterschiedliche Quantitaten dieser Substanzen (HOFFMANN et al. 2001). Man
unterscheidet je nach Teergehalt der Partikelphase zwischen ,full flavor® (> 15 mg Teer/Zigarette), ,low
tar* (6 — 15 mg Teer/Zigarette) und ,ultra low tar* (< 6 mg Teer/Zigarette) Zigaretten (IARC 2004). Im
Zusammenhang mit dem Rauchen versteht man unter dem Begriff ,Teer” die Gesamtpartikelmasse des
Zigarettenrauchkondensats (CSC) abzuglich des Wasser- und Nikotingehalts.

Zum Studium von Effekten des Zigarettenrauchs, wie z.B. Genotoxizitat oder Kanzerogenitat und zur
besseren Vergleichbarkeit der in solchen Untersuchungen gewonnenen Ergebnisse wurden von der
Universitat von Kentucky Standard-Referenzzigaretten entwickelt. Diese liefern Teergehalte, die ahnlich
denen kommerziell erhaltlicher Zigaretten sind. Das im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendete
Zigarettenrauchkondensat stammt von der ,low tar* Standard-Referenzzigarette ,2R4F* der Universitat
von Kentucky. Sie wurde 2001 als Nachfolgezigarette der 1983 entwickelten Referenzzigarette ,1R4F*
hergestellt (KENTUCKY TOBACCO RESEARCH & DEVELOPMENT CENTER 2003). Bislang liegen erst wenige
Zigarettenrauch-Analysen fir diese Nachfolgezigarette vor, mit Hilfe derer Berechnungen angestellt
werden konnen. In Tab. 16 sind die Gewichtsanteile aufgefiihrt, die nach maschinellem Abrauchen
unter FTC/ISO-Bedingungen erhalten wurden bzw. generiert werden sollten (CHEN & MOLDOVEANU
2003, KENTUCKY TOBACCO RESEARCH & DEVELOPMENT CENTER 2003, SMITH et al. 2003, ROEMER et al.
2004).

Tab. 16: Zigarettenrauchinhaltsstoffe, die nach maschinellem Abrauchen unter ISO/FTC-Bedingungen einer Jow tar
Referenzzigarette ,1R4F bzw. ,2R4F* erhalten wurden. Die Gewichtsangaben pro Zigarette stammen aus Arbeiten von
aROEMER et al. (2004), ® CHEN & MOLDOVEANU (2003) und ¢ SMITH et al. (2003). In Klammern sind Werte aufgefiihrt, die laut
¢KENTUCKY TOBACCO RESEARCH & DEVELOPMENT CENTER (2003) beim Abrauchen der Referenzzigarette erhalten werden
sollten.

Zigarettenrauch-Inhaltsstoff

(Gewicht pro abgerauchter Zigarette) 1R4F 2R4F
TPM (Gesamtpartikelmasse) mg 10,32 (11,70c)
Teer mg 8,44a (9,29) (9,70¢)
Nikotin mg 0,7522(0,89) (0,859)
Acrylnitril Mg 9,51 - 13,52 8,280
4-Aminobiphenyl ng 1,342 - 1,970 1,69 -1,73°
DimethylInitrosamin ng <9,0a keine Daten
Benzo[a]pyren ng 5,510 -5,972 6,96°

Eine chemische Analyse der Partikelphase des Hauptstromrauchs von ,2R4F*“-Zigaretten von CHEN &
MOLDOVEANU (2003) ergab, dass pro abgerauchter Zigarette nach ISO-Standard 6,96 ng Benzo[a]pyren
im Kondensat enthalten sind. Unter diesen Abrauchbedingungen werden laut Hersteller der Referenz-
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zigarette 11,7 mg TPM pro Zigarette generiert (KENTUCKY TOBACCO RESEARCH & DEVELOPMENT CENTER
2003). Der Anteil an Benzo[a]pyren betrégt demnach ca. 0,6 ng/mg Zigarettenrauchkondensat (CSC). In
1 ug/ml Kondensat, das in dieser Arbeit verwendet wurde, waren somit ca. 2,4 pM B[a]P enthalten.
Dieser Anteil liegt in einem Konzentrationsbereich, fir den in Benzo[a]pyren-behandelten PUBEC mit-
tels Durchflusszytometrie noch keine CYP1A1-Induktion gemessen wurde. Demnach kdnnen die gefun-
denen Induktions-Effekte fiir Inkubationsversuche mit 1 ug/ml Kondensat nicht auf B[a]P alleine zurlick-
gefiihrt werden.

Von CHEN & MoLDOVEANU (2003) wurden insgesamt 15 polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe
im Kondensat von ,2R4F*-Standardzigaretten quantifiziert. Hierbei wurde jedoch nur eine Auswahl der
im Zigarettenrauch vorhandenen PAK analysiert und nicht in allen Fallen zwischen méglichen Struktur-
isomeren unterschieden. FUr die 15 analysierten PAK kommt man auf eine Gesamtmolaritat — wenn die
Anteile der PAK auf Benzo[a]pyren bezogen werden —, die bei ca. 260 — 300 pM liegt. CYP1A1-Induk-
tion wurde jedoch erst ab 100 nM Bl[a]P in PUBEC nachgewiesen. Die Summe der analysierten PAK
erklart somit den gefundenen Induktionseffekt durch das Kondensat nicht. Bisher wurden ca. 90 ver-
schiedene PAK-Grundstrukturen im Zigarettenrauch identifiziert (RODGMAN et al. 2000). Uber die quan-
titativen Mengen ist bislang nichts bekannt. Zudem konnen die Mengen an gebildeten PAK zwischen
verschiedenen Zigaretten, je nach Zusammensetzung des Tabaks und den Abrauchbedingungen, vari-
ieren. Legt man ca. 90 PAK flir die Berechnung der Gesamtmolaritat zu Grunde, kdme man etwa auf
einen Wert von ca. 1,6 — 1,8 nM. Eine deutliche Zunahme des Anteils CYP1A1-induzierter Zellen wurde
jedoch, wie schon erwahnt, erst ab 100 nM B[a]P gefunden.

Im vorigen Abschnitt (siehe 4.2.2) wurde bereits diskutiert, dass Arylamine eine verstarkende Wirkung
auf die CYP1A1-Induktion durch Benzo[a]pyren haben. Sie kommen somit in Frage, den gefundenen
CYP1A1-Induktionseffekt durch das Zigarettenrauchkondensat zu erkldren. Eine chemische Analyse
des Zigarettenrauchs von 2R4F-Zigaretten zeigte, dass der Anteil an 4-ABP pro abgerauchter Zigarette
zwischen 1,6 ng (SMITH et al. 2003) und 1,73 ng (CHEN & MOLDOVEANU 2003) liegt. Von SMITH et al.
(2003) wurden insgesamt 17 aromatische Amine analysiert. Legt man die Werte aus deren Analyse fiir
die Berechnung der Molaritdt von aromatischen Aminen im verwendeten Zigarettenrauchkondensat
zugrunde, ergibt sich fiir 4-ABP eine Konzentration von ca. 0,14 ng/mg Zigarettenrauchkondensat
(CSC). In 1 pg/ml CSC waren somit ca. 0,81 pM 4-ABP enthalten. Unter der Voraussetzung, dass sich
alle im Zigarettenrauch analysierten aromatischen Amine ahnlich verhalten wie 4-ABP, ergibt sich fiir
die 17 analysierten aromatischen Amine eine ungefahre Molaritat von 240 pM. Unter der Vorausset-
zung, dass sich die Summe der analysierten PAK und AA so verhalt wie die untersuchte Substanz
B[a]P in Kombination mit 4-ABP, kann auch hierdurch der gefundene Induktionseffekt nicht erklart wer-
den. Die Gesamtmolaritat beider Substanzklassen lage ungefahr bei 500 — 540 pM (15 analysierte PAK
und 17 analysierte AA) bzw. 1,8 — 2 nM (ca. 90 PAK-Grundformen und 17 analysierte AA).
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Mit Sicherheit geht ein Teil des gefundenen Induktionseffektes nach Behandlung mit CSC auf PAK im
Zusammenspiel mit AA zurlck. Insgesamt kann dieser Effekt aber nicht durch diese beiden Substanz-
klassen alleine erklart werden. Offensichtlich wird die Induktion von CYP1A1 durch andere Zigaretten-
rauch-Inhaltsstoffe noch weiter verstarkt (Abb. 71).
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Abb. 71: Schematische Darstellung zur Entstehung genotoxischer Effekte durch Zigarettenrauch-Inhaltsstoffe. Verschiedene
Substanzen bzw. Substanzklassen verstarken die Induktion von CYP1A1 in Urothelzellen und damit die metabolische
Aktivierung von kanzerogenen PAK.

4.3 Ausblick

Die Induktion von CYP1A1 in Urothelzellen durch Zigarettenrauch-Inhaltsstoffe ist offensichtlich ein
wichtiger Mechanismus in Bezug auf die Beteiligung von PAK an der Tabakrauch-induzierten
Blasenkanzerogenese. Der von WOLF et al. (2005) publizierte Befund der extrem starken Induktion von
Cytochrom P450 1A1 auf mRNA-Ebene durch Benzo[a]pyren konnte im Rahmen der vorliegenden
Dissertation auf Proteinebene bestatigt werden. Darliber hinaus wurde gezeigt, dass dieser
Induktionseffekt in PUBEC durch PAK in Kombination mit aromatischen Aminen noch weiter verstarkt
wird. In Inkubationsexperimenten mit dem komplexen Gemisch Zigarettenrauchkondensat wurde
ebenfalls eine deutliche Induktion von CYP1A1 gemessen. Diese fiel zwar absolut gesehen schwacher
aus als durch die Inkubation mit Benzo[a]pyren alleine. In Bezug auf die Gesamtmolaritat aller im
Zigarettenrauch der Referenzzigarette analysierten aromatischen Amine und polyzyklischen
aromatischen Kohlenwasserstoffe war der gefundene Induktionseffekt jedoch weder durch die PAK
alleine noch durch PAK zusammen mit AA zu erklaren. Offensichtlich sind verschiedene andere
Substanzen im Zigarettenrauch fir die Induktion von CYP1A1 verantwortlich (Abb. 71).
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Der im Rahmen der vorliegenden Arbeit beobachtete Effekt der CYP1A1 Induktion in Urothelzellen
durch Zigarettenrauch-Inhaltsstoffe kann vermutlich auch auf den Menschen (ibertragen werden. Zum
einen wurde in einer Arbeit von LU und LI (2000) bereits gezeigt, dass CYP1A-Enzyme in humanen und
Schweine-Hepatozyten in vitro durch gleiche Substrate induziert werden kénnen, wobei die induzierte
Enzymaktivitat beim Schwein etwas schwacher war als beim Menschen (Lu & L1 2001). Mdglicherweise
ist dies darauf zurlickzuflihren, dass die cDNA, die fir Cytochrom P450 1A1 codiert, beim Menschen
und beim Schwein nur zu 75% homolog ist (SKAANILD 2006). Zum anderen liegen in der Zwischenzeit
Hinweise vor, dass CYP1A1 in Urothelzellen von Rauchern induziert ist (DORRENHAUS et al. 2006).
Bisher wurde der Induktion von CYP1A1 auf Proteinebene in Urothelzellen nur wenig Beachtung
geschenkt, da auf mRNA-Ebene nur in einigen humanen Proben (exfolierte Urothelzellen und
Blasenbiopsien) CYP1A1-Expression nachgewiesen wurde (BRAUERS et al. 2000, Roos et al. 2006). Als
vermutlich flr den Metabolismus von PAK relevantes CYP-Isoenzym im Urothel wurde bislang CYP1B1
angesehen (Roos & BoLT 2005, Roos et al. 2006). DORRENHAUS et al. (2006) konnten jedoch krzlich in
exfoliierten humanen Urothelzellen CYP1A1 auf Proteinebene nachweisen. In einer Studie mit 40
Personen, von denen die eine Halfte Raucher und die andere Nichtraucher waren, wurde ein deutlicher
Unterschied in der Anzahl CYP1A1-positiver Urothelzellen gefunden. Die durchschnittliche Anzahl
CYP1A1-induzierter Zellen war bei Rauchern (44%) im Vergleich zu Nichtrauchern (6%) deutlich erhéht.
Obwohl individuelle Unterschiede der prozentualen Anteile CYP1A1-induzierter Urothelzellen zwischen
den verschiedenen Spendern gefunden wurden, war das Ergebnis statistisch signifikant (DORRENHAUS
et al. 2006). Dieser neue Befund zeigt, dass das im Rahmen der vorliegenden Dissertation verwendete
Zellkultursystem fir die Untersuchung der krebserregenden Wirkung von PAK auf Zellen des
Harnblasenepithels geeignet war.

Das Vorhandensein von polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen und aromatischen Aminen
im Zigarettenrauchkondensat fiihrt zu einer Hochregulation von CYP1A1 in Urothelzellen, wodurch es
sekundar zu einer Verstarkung der metabolischen Aktivierung der PAK und damit zu verstarkten
genotoxischen Effekten kommt. Allerdings sind PAK und AA offensichtlich nur zum Teil flr die massive
Induktion von CYP1A1 durch Zigarettenrauchkondensat in Urothelzellen verantwortlich. Es ware von
Interesse zu klaren, welche weiteren Substanzen oder Substanzklassen aus dem Zigarettenrauch eine
Beteiligung an diesem Induktionseffekt haben.
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5 Zusammenfassung

Epidemiologische Studien belegen, dass das Zigarettenrauchen fiir den Menschen mit einem erhéhten
Risiko assoziiert ist, an Harnblasenkrebs zu erkranken. Obwohl man weif}, dass Zigarettenrauch min-
destens 70 krebserregende Substanzen enthalt, ist bis heute nicht bekannt, welche dieser Kanzerogene
in welchem AusmaR fiir den harnblasenspezifischen Effekt verantwortlich sind. Insbesondere aromati-
schen Aminen, von denen einige Verbindungen nachgewiesenermallen blasenkanzerogen fiir den
Menschen sind, wird hierbei eine bedeutende Rolle zugesprochen. Aber auch polyzyklische aromati-
sche Kohlenwasserstoffe (PAK) sind diesbeziiglich von Bedeutung.

Ziel der vorliegenden Dissertation war es, herauszufinden, welchen Beitrag verschiedene Substanzklas-
sen aus dem Zigarettenrauch, insbesondere PAK, zur Blasenkanzerogenese leisten. Fir die Untersu-
chung ihrer genotoxischen Wirkungen in Zellen des Zielorgans wurde mit primaren Zellkulturen aus
Schweineharnblasen (PUBEC) gearbeitet. PUBEC bieten zum einen den Vorteil, metabolisch kompe-
tent zu sein, und sind auerdem leicht verfligbar. Als Modellsubstanzen fiir die Untersuchungen wurden
4-Aminobiphenyl (4-ABP, aromatisches Amin), Benzo[a]pyren (B[a]P, polyzyklischer aromatischer Koh-
lenwasserstoff), Dimethylnitrosamin (DMN, Nitrosamin) und Acrylnitril (AN) verwendet. Zusétzlich zu
den Wirkungen dieser Einzelsubstanzen wurden die Effekte eines binaren (B[a]P und 4-ABP) und eines
komplexen Gemisches (Zigarettenrauchkondensat, CSC) untersucht.

Die vorliegende Dissertation wurde im Rahmen eines Verbundprojektes mit dem Max-Planck-Institut fiir
molekulare Physiologie in Dortmund (MPI) durchgefihrt. In parallel am MPI durchgefihrten Versuchen
zur Veranderung der Genexpression durch Zigarettenrauch-Inhaltsstoffe hatte sich bereits zu einem
frihen Zeitpunkt gezeigt, dass nach Behandlung mit Benzo[a]pyren die Expression von Cytochrom
P450 1A1 (CYP1A1) auf Transkriptebene besonders stark gesteigert war. Andere Substanzen (4-ABP
und DMN) hatten diesen Effekt auf die Regulation von CYP1A1 nicht. Ausgehend von diesem Befund
wurde fiir die krebserregende Wirkung von PAK auf Urothelzellen das folgende Paradigma abgeleitet:
Das Vorhandensein von PAK fiihrt zu einer Hochregulation von CYP1A1, wodurch es sekundar zu einer
Verstarkung der metabolischen Aktivierung von PAK und damit zu verstarkten genotoxischen Effekten
kommt. Vor diesem Hintergrund wurden in der vorliegenden Dissertation Untersuchungen auf zwei ver-
schiedenen Ebenen durchgefiihrt: Einerseits wurde die Induktion von CYP1A1 auf Proteinebene unter-
sucht, um die auf der mRNA-Ebene beschriebenen Induktionseffekte zu verifizieren. Dazu wurde die
CYP1A1-Induktion innerhalb einer Zellpopulation durch B[a]P, ein bindres Gemisch aus B[a]P und
4-ABP sowie durch das komplexe Gemisch CSC mittels Western Blot analysiert. Fir den Nachweis der
CYP1A1-Proteinexpression auf Einzelzellebene wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine durch-
flusszytometrische Methode etabliert, mit deren Hilfe der prozentuale Anteil CYP1A1-induzierter Zellen
innerhalb einer Zellpopulation bestimmt wurde. Zum Zweiten wurde der Effekt der Bioaktivierung von
PAK auf der Ebene genotoxischer Wirkungen untersucht. Dazu wurden Testsysteme ausgewahlt, die



106 ZUSAMMENFASSUNG

fur kanzerogene PAK eine genotoxische Wirkung anzeigten, jedoch nicht fir andere Kanzerogene, die
ebenfalls im Zigarettenrauch enthalten sind, wie 4-ABP, DMN und AN. Zu diesem Zweck wurden der
COMET Assay und der Mikronukleus-Test als Testsysteme eingesetzt.

Die Versuchsergebnisse der vorliegenden Dissertation konnten das Paradigma fir die kanzerogene
Wirkung von PAK auf Urothelzellen bestatigen. Auch auf Proteinebene flihrte die Behandlung von
PUBEC mit B[a]P zur konzentrationsabhangigen Induktion von CYP1A1. Genotoxische Effekte von
B[a]P wurden in den gleichen Konzentrationsbereichen detektiert, in denen auch CYP1A1 in PUBEC
induziert wurde. Die genotoxische Wirkung von B[a]P nahm zeitabhéngig zu, was vermutlich auf die
kontinuierliche Bildung reaktiver Metaboliten durch CYP1A1 zuriickzufiihren war. Dariiber hinaus wur-
den neben allgemeinen DNA-Strangbriichen auch oxidative Basenmodifikationen durch B[a]P induziert.
Weiterhin wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass der Induktionseffekt von B[a]P zu-
satzlich durch 4-ABP verstarkt wird. Eine Zunahme des genotoxischen Effektes Gber den von B[a]P
hinaus wurde mit Hilfe des sensitiveren Genotoxizitatstests, dem Mikrokern-Test, nachgewiesen. In
Inkubationsexperimenten mit dem komplexen Gemisch CSC wurden ebenfalls Induktion von CYP1A1
und genotoxische Wirkungen (allgemeine DNA-Strangbriiche sowie oxidative DNA-Schaden) im glei-
chen Konzentrationsbereich gemessen. Die durch CSC verursachten Effekte fielen absolut betrachtet
schwacher aus als die durch B[a]P alleine. In Bezug auf die Gesamtmolaritat aller PAK und
aromatischer Amine, die in dem verwendeten CSC analysiert wurden, war der gefundene Indukti-
onseffekt jedoch weder durch PAK alleine noch durch PAK zusammen mit aromatischen Aminen zu
erklaren.

PAK und aromatische Amine im Zigarettenrauchkondensat flihren zu einer Hochregulation von CYP1A1
in Urothelzellen, wodurch es sekundar zu einer Verstarkung der Bioaktivierung der PAK und damit zu
verstarkten genotoxischen Effekten kommt. Allerdings sind PAK und aromatische Amine offenbar nur
zum Teil fur die massive Induktion von CYP1A1 durch CSC in Urothelzellen verantwortlich. Es bedarf
weiterer Untersuchungen, um zu klaren, welche weiteren Substanzen aus dem Zigarettenrauch eine
Beteiligung an diesem Induktionseffekt haben. Insgesamt kann der beobachtete Effekt der CYP1A1
Induktion in Urothelzellen durch Zigarettenrauch-Inhaltsstoffe vermutlich auch auf den Menschen iiber-
tragen werden, da Hinweise vorliegen, dass CYP1A-Enzyme im Menschen und im Schwein in vitro
durch gleiche Substrate induziert werden.
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7 Anhang

7.1 Abkirzungsverzeichnis

3-MC 3-Methylcholanthren

4-ABP 4-Aminobiphenyl

8-0x0G 8-Oxoguanin

AA aromatische/s Amin/e

Abb. Abbildung

AhR Arylhydrocarbon Rezeptor (arylhydrocarbon receptor)

AN Acrylnitril

AP apurinisch/apyrimidinisch

APS Ammoniumpersulfat

ARNT Arylhydrocarbon Rezeptor nuklarer Translokator (arylhydrocarbon
receptor nuclear translocator)

B[a]P Benzo[a]pyren

BCA Bicinchoninsaure (bicinchoninic acid))

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)

COX Cyclooxygenase

CP Cyclophosphamid

CSC Zigarettenrauchkondensat (cigarette smoke condensate)

CYP Cytochrom P450

DMN Dimethylnitrosamin

DMSO Dimethylsulfoxid

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure (ethylenediaminetetraacetic acid)

EGF epidermaler Wachstumsfaktor (epidermal growth factor)

EH Epoxidhydrolase

FACS Durchflusszytometer (fluorescence activated cell scanner)

FCS fotales Kalberserum (fetal calf serum)

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FL1/FL2 Fluoreszenzkanal 1 bzw. 2 im Durchflusszytometer

Fpg Formamidopyrimidin-DNA-Glykosylase

FSC Vorwartsstreulicht (forward scatter)

FTC US Federal Trade Commission

GSH Glutathion

GST Glutathion-S-Transferase

h Stunde
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IARC
lgG
1ISO
KDI
LMP
min
MMS
MN
NAT
NNK
NNN
PAGE
PAK
PBS
PUBEC

ROS
RT
RT-RT-PCR

S9
SDS
SSC
Tab.
TEMED
Tl
TL
™
TPM
Tris
UDP
UGT
viv
VCR

wiv

International Agency for Research on Cancer

Immunglobulin G

International Organisation on Standardisation

Kaliumdichromat

low melting point

Minute/n

Methylmethansulfonat

Mikronukleus/Mikronuklei

N-Acetyltransferase

N-Nitrosonornikotin
4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanon
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (polyacrylamid gel electrophoresis)
polyzyklische/r aromatische/r Kohlenwasserstoff/e
Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung (phosphate buffered saline)
Schweineharnblasenepithelzelle/n (porcine urinary bladder epithelial
cell)

reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species)
Raumtemperatur

Echtzeit-Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (real time-
reverse transcriptase-polymerase chain reaction)

Sekunde/n

Uberstand nach Zentrifugation bei 9000 g (supernatant 9000 g)
Natriumdodecylsulfat (sodium dodecy! sulfate)
Seitwartsstreulicht (side scatter)

Tabelle

N, N, N’, N'-Tetramethylendiamin

Tail Intensitét (% der DNA im Kometenschweif)

Tail Lange

Tail Moment

Gesamtpartikelmasse (total particulate matter)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Uridindiphosphat

UDP-Glucuronosyltransferase

Volumenprozent (volume/volume)

Vincristin

Gewichtsprozent (weight/volume)
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7.2 Weitere Testergebnisse

Unter den folgenden Punkten sind weitere Ergebnisse aus dem COMET Assay und dem Mikronukleus-
Test aufgefiihrt, die im Ergebnisteil erwahnt, aber nicht quantitativ dargestellt wurden.

7.21 Weitere COMET Assay Ergebnisse

Im Folgenden sind weitere COMET Assay Ergebnisse aufgefiihrt, die mit Hilfe der konventionellen
(alkalischen) Methode gewonnen und nicht im Ergebnisteil dargestellt wurden.

7.21.1 COMET Assay Ergebnisse fiir 4-Aminobiphenyl

Zum besseren Vergleich der Daten untereinander sind in Abb. A72 die auf die jeweilige
Losemittelkontrolle bezogenen Tail Intensitdten der einzelnen Versuche dargestellt. Bis zu einer
Konzentration von 100 uM 4-ABP lagen die Ergebnisse fiir alle Inkubationszeiten im Bereich der
DMSO-Kontrolle. Auch bei dieser Darstellungsweise bestatigt sich, dass nach 24 h langer Behandlung
nur fir 500 M 4-ABP deutlich vermehrt DNA-Schaden gefunden wurden.
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Abb. A72: COMET Assay Ergebnisse fiir die Inkubation mit 4-ABP (3 h, 5 h und 24 h). Die Tail Intensitaten fiir jeden
Versuch wurden auf die entsprechende DMSO-Kontrolle bezogen. Abgebildet sind Mittelwert und Standardabweichung (n =
2-6).

7.2.1.2 COMET Assay Ergebnisse fiir Benzo[a]pyren

Im folgenden Diagramm sind die auf DMSO bezogenen Tail Intensitaten fir alle eingesetzten Konzen-
trationen und fiir alle untersuchten Inkubationszeiten abgebildet (Abb. A73). Auch bei dieser Darstellung
erkennt man die zeitabhéngige Zunahme der DNA-Strangbriche. Die Mittelwerte fiir 5 h Inkubation mit
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Benzo[a]pyren sind etwas hoher als die fir 3 h Behandlung. Die starksten Schéden wurden, in Bezug
auf die Losemittelkontrolle, nach 24 h langer Inkubation mit B[a]P beobachtet.
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Abb. A73: COMET Assay Ergebnisse fiir die Inkubation mit B[a]P (3 h, 5 h und 24 h). Die Tail Intensitaten wurden auf die
entsprechenden Losemittelkontrollen bezogen. Abgebildet sind Mittelwert und Standardabweichung (n =4 — 13).

7.21.3 COMET Assay Ergebnisse fiir Dimethylnitrosamin

Die Genotoxizitat von DMN wurde nur zu einem Zeitpunkt (24 h Inkubation) untersucht. In zuvor
durchgefihrten Versuchen mit Benzo[a]pyren hatte sich gezeigt, dass die starksten genotoxischen
Effekte nach 24 h langer Behandlung mit der Testsubstanz gefunden wurden. Nach der Inkubation mit
DMN lagen die ermittelten Tail Intensitaten bis 10 mM DMN weitestgehend im Bereich der
Negativkontrolle (Abb. A74).
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Abb. A74: COMET Assay Ergebnisse fir die Inkubation mit DMN (24 h). Abgebildet sind Mittelwert und
Standardabweichung der Tail Intensitat (n = 3 — 6).
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Die auf die jeweilige Negativkontrolle bezogen Tail Intensitatswerte lagen bis zu einer Konzentration von
3 mM DMN im Bereich der Kontrolle (Tab. A17). Bei der hichsten eingesetzten Konzentration der
Testsubstanz (10 mM) waren die DNA-Schéden nach Anpassung an die Losemittelkontrolle um den
Faktor 1,4 erhoht.

Tab. A17: COMET Assay Ergebnisse fir die Inkubation mit DMN (24 h). Die Tail Intensitaten fur jeden einzelnen Versuch
wurden auf die entsprechende A. bidest.-Kontrolle bezogen.

A.bidest. 1pM  3uM  10pM  30uM  100pM 300pM 1mM  3mM 10 mM

1,00 0,87 0,92
1,00 0,72 1,00 0,91 0,91 1,50
1,00 0,94 1,21 0,78 1,02 1,40

1,00 0,80 1,00 0,89 0,87 1,01 1,06
1,00 0,81 1,39 1,09 0,77 1,14 1,11 0,98
1,00 1,02 0,75 0,90 1,01 0,95 1,14

7.21.4 COMET Assay Ergebnisse fiir Acrylnitril

Acrylnitril wurde, wie auch schon Dimethylnitrosamin, nur zu einem Zeitpunkt (24 h) im COMET Assay
auf sein genotoxisches Potential in PUBEC getestet. Bis zu einer Konzentration von 1 mM AN
unterschieden sich die mittleren Tail Intensitaten kaum von denen der Losemittelkontrolle (Abb. A75)

12

10

Tail Intensitat [%]

DMSO 1 10 30 100 300 1000
Konzentration [uM]

Abb. A75: COMET Assay Ergebnisse fir die Inkubation mit DMN (24 h). Abgebildet sind Mittelwert und
Standardabweichung der Tail Intensitat (n =2 - 3).

Durch die Behandlung mit AN nahmen die DNA-Schaden nur in einem Versuch (hellgelbe Raute)
konzentrationsabhangig im Bereich zwischen 1 und 100 uM zu (Tab. A18). Die relativen Tail
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Intensitaten in diesem Versuch waren ab 100 uM AN doppelt so groR wie in der entsprechenden
DMSO-Kontrolle. In zwei weiteren Versuchen wurde in Bezug auf die Ldsemittelkontrolle keine
Zunahme der DNA-Schéaden beobachtet.

Tab. A18: COMET Assay Ergebnisse fiir die Inkubation mit AN (24 h). Die Tail Intensitdten wurden auf die entsprechenden
Ldsemittelkontrollen bezogen.

DMSO 1 uM 10 uM 30 uM 100 pM 300 uM 1mM
1,00 1,47 1,50 2,16 2,26 2,09
1,00 1,02 1,36 1,04 1,05 1,32 1,30
1,00 0,95 1,32 1,05 0,72 0,94

7.1.2.5 Genotoxizitat von 4-Aminobiphenyl in Kombination mit Benzo[a]pyren in PUBEC

Vergleicht man die auf die Losemittelkontrolle normierten Werte miteinander, sieht man folgendes:

1. Wie bereits gezeigt (Abb. A72), fiihrte die Behandlung mit 4-Aminobipheny! alleine zu keinen
vermehrten DNA-Schéaden. Die normierten Tail Intensitaten fir die verschiedenen 4-ABP-
Konzentrationen lagen im Bereich der Losemittelkontrolle.

2. Die normierten Tail Intensitaten fir PUBEC, die mit dem bindren Gemisch aus 4-ABP und 1uM
B[a[]P co-inkubiert wurden, lagen im Bereich der Tail Intensitatswerte fir 1 uM B[a]P (Tab.
A19). Diese waren nur geringfligig grofier als die Werte der Losemittelkontrolle.

Eine Kombinationswirkung von 4-Aminobiphenyl mit Benzo[a]pyren konnte mit dem COMET Assay
nicht detektiert werden.

Tab. A19: Normierte Tail Intensitdten (DMSO = 1) fiir Inkubation mit 4-ABP und Co-Inkubation mit 1 uM B[a]P. Aufgefiihrt
sind Mittelwerte und Standardabweichungen.

Einzelsubstanz x-fache Tail Intensitat Einzelsubstanz x-fache Tail Intensitat
(DMSO =1) +1 uM B[a]P (DMSO =1)
0,2% DMSO 1,00 £ 0,00 0,2% DMSO 1,13+£0,39
1 UM 4-ABP 0,90 0,25 1 uM 4-ABP 1,14 £ 0,27
3 uM 4-ABP 1,02+ 0,16 3 uM 4-ABP 1,34 £ 0,12
10 uM 4-ABP 0,87 +0,23 10 uM 4-ABP 1,12+ 0,34

50 UM 4-ABP 1,12+0,28 50 uM 4-ABP 1,37 0,79
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7.21.6 COMET Assay Ergebnisse fiir 4-Aminobiphenyl - modifizierter COMET Assay

Nach 24 h langer Inkubation mit 4-ABP konnten mit Hilfe des modifizierten COMET Assay keine DNA-
Schéden nachgewiesen werden (Abb. A76).

ATail Intensitat [%]

Konzentration [uM]

Abb. A76: Oxidative DNA-Schaden in PUBEC (A Tail Intensitat [%]) nach Inkubation mit 4--Aminobiphenyl (n = 3).

7.2.2 Weitere Mikrokern-Testergebnisse

In den folgenden Abschnitten sind weitere Mikrokern-Testergebnisse abgebildet, die nicht im
Ergebnisteil ~ dargestellt  wurden. AuRerdem sind die Daten zur Verdopplung der
Mikrokernhintergrundrate tabellarisch unter 7.2.2.3 aufgefiihrt.

7.2.21 Mikrokern-Testergebnisse fiir Acrylnitril

Die Behandlung mit AN fiihrte im sub-zytotoxischen Bereich zwischen 10 nM und 10 uM zu einer sehr
schwachen, konzentrationsabhangigen Induktion von Mikrokernen (Abb. A77). Im Vergleich zur
Behandlung mit DMSO war die Mikronukleusrate nach Inkubation mit 1 mM AN um den Faktor 2,1
erhoht. Mit dem Neutralrot-Test war flir diese Konzentration allerdings Zytotoxizitat nachgewiesen

worden.
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Abb. A77: Mittelwerte und Standardabweichung der Mikrokernfrequenz in PUBEC nach 30 h Inkubation mit AN (n =2 - 3).

Die Einzeldaten der unabhangig voneinander durchgeflihrten Mikrokern-Tests liegen eng beieinander
(Abb. A78). Bis zu 10 uM AN war eine schwache Zunahme der Mikrokernrate im Vergleich zur DMSO-
Kontrolle zu beobachten. Zu einer Verdopplung der Mikrokern-Hintergrundrate kam es im sub-
zytotoxischen Bereich jedoch bei keiner der untersuchten Konzentrationen.
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Abb. A78: Einzelpunktdarstellung Mikrokern-Testergebnisse fiir Acrylnitril. Die einzelnen Werte aus jedem Versuch sind mit

einem Symbol in einer anderen Farbe dargestellt.
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7.2.2.2 Mikrokern-Testergebnisse fiir Dimethylnitrosamin

DMN wurde bis 10 mM der Substanz auf die Induktion von Mikrokernen in PUBEC untersucht (Abb.
A79). Im Vergleich zur Kontrolle (Aqua bidest.) wurden im Konzentrationsbereich zwischen 1 uM und

100 uM DMN vermehrt Mikronuklei gefunden.
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Abb. A79: Mittelwerte und Standardabweichung der Mikrokernfrequenz in PUBEC nach 30 h Inkubation mit DMN (n = 3 - 5).

Die Mikrokern-Testergebnisse fir die Behandlung von PUBEC mit DMN variieren stark (Abb. A80). Eine
Zunahme der Mikrokernrate — mit Tendenz zur Konzentrationsabhangigkeit — war fur alle zu
beobachten. Die Mikrokern-Hintergrundrate (Aqua bidest.) war in zwei von fiinf Versuchen bei

mindestens einer Konzentration verdoppelt (siehe 7.2.2.3).
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Abb. A80: Einzelpunktdarstellung der durchgefiihrten Mikrokern-Tests fir Dimethylnitrosamin. Die einzelnen Werte aus

jedem Versuch sind mit einem Symbol in einer anderen Farbe dargestellt.
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7.2.2.3 Tabellen zur Verdopplung der Mikrokern-Hintergrundrate

In den folgenden Tabellen wird fir alle durchgefihrten Mikrokern-Tests aufgefihrt, um ein Wie
Vielfaches die Mikronukleusrate nach Inkubation mit Zigarettenrauch-Inhaltsstoffen im Vergleich zum
Lésemittel (,Hintergrundrate®) erhéht war. Zytotoxische Konzentrationen sind in den Tabellen grau

hinterlegt.
4-Aminobiphenyl
DMSO 0,1 puM 1M 3 pM M0OuM  30pM  100pM  300pM 1 mM

1,0 1,4 0,9 1,5 1,9 0,9 1,6 1,4 2,7
1,0 1,3 0,8 0,6 1,5 1,4 0,7 1,0 0,5
1,0 0,3 2,8 2,2 1,4 2,4 2,0 1,9 4,6
1,0 1,6 1,4 1,4 1,1 1,5
1,0 1,8 1,8 1,3 1,6 1,9 1,2 2,0

Verdopplung der Hintergrundrate in 1 von 5 (20%) Versuchen

Annahernd erreichte Verdopplung der Hintergrundrate in 4 von 5 (80%) Versuchen

Keine Verdopplung der Hintergrundrate in 0 von 5 (0%) Versuchen

Benzo[a]pyren

DMSO 0,1pM 03uM 1uM 3uM 5pM 8 pM

10uM 30 pM 50 pM 100 puM 500 pM

1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0

0,6
1,2
1,2

1,4
11

1,3
1,5

11
11
1,0
3,2
2,2
2,0
1,4

2,3
2,2
2,0
2,1

13
14
17

2,3
1,2

1,7
1,3

1,2
24
1,9
2,7
1,0
1,7
1,0

2,2
1,6

1,4
2,7
1,2

1,7
1,9
2,3
1,2
1,8

1,6
1,7

Verdopplung der Hintergrundrate in 6 von 7 (86%) Versuchen

Annahernd erreichte Verdopplung der Hintergrundrate in 1 von 7 (14%) Versuchen

Keine Verdopplung der Hintergrundrate in 0 von 7 (0%) Versuchen
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Dimethylnitrosamin

A.bidest 1uM  3uM  10pM  30pM 100pM 300pM 1mM  3mM  10mM
10 0,5 11 11 10 14 12 2,2 16 13
1,0 11 2,3 17 2,6 2,3 16 0,7 2,8
1,0 1.2 14 11 0,6 18 0,9 0,5 17 1,0
1,0 1.2 15 15 14 15
1,0 1,0 16 14 0,8 17

Verdopplung der Hintergrundrate in 1 von 5 (20%) Versuchen
Annéhernd erreichte Verdopplung der Hintergrundrate in 4 von 5 (80%) Versuchen
Keine Verdopplung der Hintergrundrate in 0 von 5 (0%) Versuchen

Acrylnitril
DMSO 0,01 uM 0,1 pM 1 uM 3 uM M0puM  30pM  100pM 1T mM
1,0 1,0 11 1,0 1,5 1,0 1,8
1,0 1,0 11 1,0 1,3 0,8 0,7 1,9
1,0 1,6 1,7 1,5 1,7 1,8

Verdopplung der Hintergrundrate in 0 von 3 (0%) Versuchen
Annéhernd erreichte Verdopplung der Hintergrundrate in 2 von 3 (67%) Versuchen
Keine Verdopplung der Hintergrundrate in 1 von 3 (33%) Versuchen

Zigarettenrauchkondensat

DMSO 0,001 pg/ml 0,01 pg/ml 0,1 pg/ml 1 pg/mi 10 pg/mi
1,0 1,1 1,2 2,0 1,2 1,7
1,0 1,0 1,3 1,2 1,1 1,0
1,0 0,9 1,8 1,1 2,1

Verdopplung der Hintergrundrate in 2 von 3 (37%) Versuchen
Annéhernd erreichte Verdopplung der Hintergrundrate in 0 von 3 (0%) Versuchen
Keine Verdopplung der Hintergrundrate in 1 von 3 (33%) Versuchen
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Co-Inkubation: 4-Aminobiphenyl + 1uM Benzo[a]pyren

TpM 3pM 10puM  1uM_ 1pM4-ABP 3 uM4-ABP 10 pM 4-ABP
DMSO 4-ABP  4.ABP  4.ABP  B[aP +1uMB[aJP +1pMB[a]P +1pMB[a]P

1,0 1,4 1,0 2,2 2,7 1,7 2,2 3,3
1,0 2,2 1,6 1,6 2,2 3,0 3,5 1,7
1,0 0,8 0,8 0,6 0,8 1,2 1,0 1,6
1,0 1,2 1,1 1,2 0,9 1,0 1,4 1,5

Verdopplung der Hintergrundrate in: 2 von 4 (50%) Versuchen
Annahernd erreichte Verdopplung der Hintergrundrate in 2 von 4 (50%) Versuchen
Keine Verdopplung der Hintergrundrate in 0 von 4 (0%) Versuchen

7.2.3 Weitere Western Blot Ergebnisse

Im Folgenden sind weitere Western Blot-Ergebnisse aufgefiinrt, die nicht im Ergebnisteil der
vorliegenden Arbeit dargestellt wurden.

7.2.3.1 Western Blot Standard fiir den Nachweis von CYP1A1 - 3-MC Mikrosomen

In den folgenden Abbildungen (Abb. A81 und Abb. A82) sind Western Blot Ergebnisse, die mit dem
Standard zum Nachweis von CYP1A1 ,3-MC Mikrosomen* abgebildet.

2 ug 1,5 ug THg 0,5 g 0,25 ug

Abb. A81: Western Blot Ergebnisse fiir den verwendeten Standard ,3-MC Mikrosomen®. Pro Spur wurden die in g
angegebenen Mengen Protein aufgetragen.

Zwischen Bandendichte und aufgetragener Proteinmenge Western Blot Standards (,3-MC
Mikrosomen*) wurde eine lineare Beziehung beobachtet (Abb. A82).
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Abb. A82: Western Blot Ergebnisse fiir den verwendeten Standard ,3-MC Mikrosomen®. In dieser Abbildung sind die relative
Bandendichte, die mittels WinCam ausgewertet wurden und die eingesetzte Proteinmenge des Standards ,3-MC
Mikrosomen* (in ug) gegeneinander aufgetragen.

7.2.3.2 CYP1A1-Induktion in PUBEC durch 2-Naphthylamin in Kombination mit
Benzo[a]pyren

Auch flr 2-Naphthylamin (2-NA) konnte keine CYP1A1-Induktion durch die alleinige Behandlung mit
dem Arylamin detektiert werden (Abb. A83, Spuren 3 — 5). Durch Co-Inkubation von PUBEC mit 1 uM
B[a]P und verschiedenen 2-NA-Konzentrationen wurde auch in diesen Versuchen CYP1A1 in allen
untersuchten Zelllysaten deutlich verstarkt induziert. Die Dichte der Proteinbanden nahm ebenfalls
deutlich mit steigenden 2-NA-Konzentrationen zu (Abb. A83, Spuren 7 - 9).
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Abb. A83: Western Blot Ergebnis flir 24 h lange Inkubation mit 2-Naphthylamin alleine oder in Kombination mit
Benzo[a]pyren. In den Spuren 2 — 9 wurden jeweils 2 g Zelllysat aufgetragen.

Die relative CYP1A1-Induktion durch 1 uM Benzo[a]pyren lag in diesen Versuchen nur bei 0,03,
wahrend in anderen Versuchen, die zuvor durchgeflinrt worden waren, die relative CYP1A1-Induktion
ca. 0,07 pro ug Zelllysat betrug. Durch Co-Inkubation von PUBEC mit 1 uM B[a]P und 3 oder 10 uM
2-Naphthylamin konnte im Mittel eine Uberadditive Erhohung der Proteinexpression beobachtet werden
(Abb. A84).



136 ANHANG

0,30 -
0,25 -+

0,20 -+

0,15 4
0,10 S
0,05 -
0,00 o T — - T - T T

DMSO 1NA 3NA 10 NA 1 uM B[a]P 1NA 3NA 10 NA
¢— +1uMBaP ———p»

relative CYP1A1-Induktion /
Mg Standard / g Zelllysat

Abb. A84: Relative CYP1A1-Induktion bezogen auf die Proteinmenge des mitgefiihrten Standards (,3-MC Mikrosomen®) und
die Menge eingesetzten Zelllysats nach 24 h langer Co-Inkubation mit 2-NA und 1 puM B[a]P (n = 2). Abgebildet sind
Mittelwerte und Standardabweichung.

Bei Betrachtung der Einzeldaten aus den verschiedenen Versuchen, féllt auf, dass die CYP1A1-
Induktion durch Benzo[a]pyren und das bindre Gemisch fiir die einzelnen Versuche unterschiedlich
stark ausgefallen ist (Abb. A85). In beiden Versuchen kam jedoch heraus, dass die Co-Inkubation mit
1 uM B[a]P und 1 uM 2-NA, wie auch schon flir 1 uM 4-ABP in Kombination mit 1 uM B[a]P gezeigt, zu
keiner Verstarkung der CYP1A1-Proteinexpression tiber den Effekt durch den PAK hinaus fihrte.
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Abb. A85: Einzelpunktdarstellung der relativen CYP1A1-Induktion bezogen auf die Proteinmenge des mitgefiihrten
Standards (,3-MC Mikrosomen®) und die Menge eingesetzten Zelllysats nach 24 h langer Co-Inkubation mit 2-NA und 1 uM
B[a]P. Die Ergebnisse aus individuellen Versuchen sind in unterschiedlichen Farben und mit verschiedenen Symbolen
dargestellt.
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7.2.3.3 Vergleich der CYP1A1-Induktion in PUBEC durch aromatische Amine in
Kombination mit Benzo[a]pyren

Der Induktionseffekt durch die Co-Inkubation von PUBEC mit 1 uM B[a]P und Arylaminen (1 — 10 uM)
war sehr ahnlich. Die Kurven fiir der relativen CYP1A1-Induktion nach Co-Inkubation mit B[a]P und
verschiedenen 4-ABP- oder 2-NA- Konzentrationen verliefen fast parallel (Abb. A86).

0,30 - —@— 4-ABP + 1 uM B[alP —m— 2NA + 1 uM B[alP
025 -
0,20 -
0,15 -
010 ]
0,05 ?
0,00

relative CYP1A1-Induktion /
Mg Standard / ug Zelllysat

1 uM B[a]P 1 10 100

Konzentration TuM1

Abb. A86: Vergleich der CYP1A1-Induktion in PUBEC nach 24 h langer Inkubation mit 1 uM Benzo[a]pyren und einem
aromatischen Amin (AA) — 4-Aminobiphenyl (tlirkis) bzw. 2-Naphthylamin (violett) — in verschiedenen Konzentrationen alleine
sowie in Kombination miteinander. Samtliche Werte sind auf die CYP1A1-Induktion durch 1 uM B{a]P bezogen worden.

Abgebildet sind Mittelwert und Standardabweichung.

7.24 Weitere FACS Ergebnisse
7.241 FACS Ergebnisse fiir 4-Aminobiphenyl

Nach 24 h langer Inkubation mit 4-Aminobiphenyl wurde keine aufféllige Veranderung der CYP1A1-
Induktion in individuellen Zellen beobachtet. Die prozentualen Anteile CYP1A1-positiver Zellen nach
Behandlung mit 1, 3, 10 und 50 uM 4-ABP lagen im Bereich der Anteile nach DMSO-Inkubation (Abb.
A87).
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Abb. A87: Prozentualer Anteil CYP1A1-positiver Zellen nach 24 h langer Inkubation mit 4-Aminobiphenyl (n = 3). Abgebildet
sind Mittelwerte und Standardabweichung.

7.2.4.2 FACS Ergebnisse fiir frisch isolierte Schweineharnblasenepithelzellen am Tag 0

Am Tag 0 waren die aus frischen Harnblasen isolierten, noch nicht kultivierten Zellen unterschiedlich
stark CYP1A1-induziert. Direkt nach Isolierung der Zellen wurden prozentuale Anteile von 10 bis zu
70% CYP1A1-positive Zellen gefunden, die aus individuellen Harnblasen gewonnen worden waren
(Abb. A88).
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Abb. A88: CYP1A1-Induktion in frisch isolierten PUBEC. Abgebildet sind die Anzahlen CYP1A1-positiver PUBEC-Zellen, die
aus einzelnen Blasen aus verschiedenen Préparationen (a, b, ¢, d und e) bestanden.
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7.3  Statistik

7.31

Statistik zum COMET Assay

Im Folgenden sind die mittels SPSS errechneten p-Werten fiir jede Konzentration aufgetragen. Es wur-

den jeweils die Werte der einzelnen Konzentrationen mit denen der entsprechenden Losemittelkontrol-

len verglichen.

7.3.1.1 Konventioneller COMET Assay

Inkubation mit 4-Aminobiphenyl

Inkubationsdauer  Testsubstanz = Konzentration p-Wert Signifikanz Anzahl (n)
3h 4-Aminobiphenyl 100 nM 1,000 nicht signifikant 2
3h 4-Aminobiphenyl 1 uM 1,000 nicht signifikant 2
3h 4-Aminobiphenyl 10 uM 0,667 nicht signifikant 2
3h 4-Aminobiphenyl 50 uM 0,333 nicht signifikant 2
3h 4-Aminobiphenyl 100 uM 0,667 nicht signifikant 2
3h 4-Aminobiphenyl 500 uM 0,700 nicht signifikant 3
5h 4-Aminobiphenyl 100 nM 0,343 nicht signifikant 4
5h 4-Aminobiphenyl 1 uM 0,400 nicht signifikant 3
5h 4-Aminobiphenyl 10 uM 0,548 nicht signifikant 5
5h 4-Aminobiphenyl 50 uM 0,421 nicht signifikant 5
5h 4-Aminobiphenyl 100 uM 0,485 nicht signifikant 6
oh 4-Aminobiphenyl 500 uM 0,700 nicht signifikant 3
24 h 4-Aminobiphenyl 100 nM 1,000 nicht signifikant 3
24 h 4-Aminobiphenyl 1 uM 1,000 nicht signifikant 4
24 h 4-Aminobiphenyl 10 uM 0,841 nicht signifikant 5
24 h 4-Aminobiphenyl 50 uM zytotoxisch 5
24 h 4-Aminobiphenyl 100 uM zytotoxisch 6
24 h 4-Aminobiphenyl 500 uM zytotoxisch 3
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Inkubation mit Benzo[a]pyren
Inkubationsdauer  Testsubstanz  Konzentration p-Wert Signifikanz Anzahl (n)
3h Benzo[a]pyren 10 nM 0,310 nicht signifikant )
3h Benzo[a]pyren 100 nM 0,394 nicht signifikant 6
3h Benzo[a]pyren 1 uM 0,240 nicht signifikant 6
3h Benzo[a]pyren 5 UM 0,886 nicht signifikant 4
3h Benzo[a]pyren 10 uM 0,038 signifikant 8
3h Benzo[a]pyren 50 uM 0,114 nicht signifikant 4
3h Benzo[a]pyren 100 uM 0,008 sehr signifikant 9
5h Benzo[a]pyren 10 nM 0,818 nicht signifikant 6
5h Benzo[a]pyren 100 nM 0,535 nicht signifikant 7
5h Benzo[a]pyren 1 uM 0,318 nicht signifikant 7
5h Benzo[a]pyren 5 uM 0,222 nicht signifikant S
5h Benzo[a]pyren 10 uM 0,035 signifikant 10
5h Benzo[a]pyren 50 uM 0,093 nicht signifikant 6
5h Benzo[a]pyren 100 uM 0,002 sehr signifikant 1
24 h Benzo[a]pyren 10 nM 0,886 nicht signifikant 4
24 h Benzo[a]pyren 100 nM 0,548 nicht signifikant S
24 h Benzo[a]pyren 1 uM 0,013 signifikant 11
24 h Benzo[a]pyren 5uM 0,002 sehr signifikant 7
24 h Benzo[a]pyren 10 uM 0,000 hoch signifikant 13
24 h Benzo[a]pyren 90 uM 0,001 sehr signifikant 9
24 h Benzo[a]pyren 100 uM 0,000 hoch signifikant 11
Inkubation mit DimethylInitrosamin
Inkubationsdauer  Testsubstanz Konzentration  p-Wert Signifikanz ~ Anzahl (n)
24 h DimethylInitrosamin 1 uM 1,000 nicht signifikant 3
24 h Dimethylnitrosamin 3 UM 1,000 nicht signifikant 3
24 h Dimethylnitrosamin 10 uM 0,548 nicht signifikant 5
24 h Dimethylnitrosamin 30 uM 1,000 nicht signifikant 3
24 h Dimethylnitrosamin 100 uM 1,000 nicht signifikant 5
24 h Dimethylnitrosamin 300 uM 0,400 nicht signifikant 3
24 h DimethylInitrosamin 1mM 0,700 nicht signifikant 3
24 h Dimethylnitrosamin 3 mM 1,000 nicht signifikant 3
24 h Dimethylnitrosamin 10 mM 0,400 nicht signifikant 3
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Inkubation mit Acrylnitril
Inkubationsdauer  Testsubstanz Konzentration  p-Wert Signifikanz ~ Anzahl (n)
24 h Acrylnitril 1 uM 1,000 nicht signifikant 2
24 h Acrylnitril 10 uM 0,400 nicht signifikant 3
24 h Acrylnitril 30 uM 0,667 nicht signifikant 2
24 h Acrylnitril 100 uM 0,700 nicht signifikant 3
24 h Acrylnitril 300 uM 1,000 nicht signifikant 3
24 h Acrylnitril 1 mM — zytotoxisch 3
Co-Inkubation mit 4-Aminobiphenyl + 1 uM Benzo[a]pyren
Inkubationsdauer ~ Testsubstanz ~ Konzentration p-Wert Signifikanz ~ Anzahl (n)
24 h 4-Aminobiphenyl 1 uM 0,485 nicht signifikant 6
24 h 4-Aminobiphenyl 3 uM 1,000 nicht signifikant 3
24 h 4-Aminobiphenyl 10 uM 0,421 nicht signifikant 5
24 h 4-Aminobiphenyl 50 uM — zytotoxisch 3
24 h Benzo[a]pyren 1 uM 0,818 nicht signifikant 6
24 h 1 UM Benzo[a]pyren
+ 4-Aminobiphenyl 1 uM 0,699 nicht signifikant 6
24 h 1 UM Benzo[a]pyren
+ 4-Aminobiphenyl 3 uM 0,400 nicht signifikant 3
24 h 1 UM Benzo[a]pyren
+ 4-Aminobiphenyl 10 uM 0,937 nicht signifikant 6
24 h 1 UM Benzo[a]pyren
+ 4-Aminobiphenyl 50 uM — zytotoxisch 3
Inkubation mit Zigarettenrauchkondensat
Inkubationsdauer Testsubstanz ~ Konzentration p-Wert Signifikanz Anzahl (n)
3h Kondensat 10 ng/ml 1,000 nicht signifikant 3
3h Kondensat 100 ng/ml 1,000 nicht signifikant 3
3h Kondensat 1 ug/ml 0,700 nicht signifikant 3
3h Kondensat 10 pg/ml 0,700 nicht signifikant 3
5h Kondensat 10 ng/ml 0,700 nicht signifikant 3
5h Kondensat 100 ng/ml 1,000 nicht signifikant 3
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5h Kondensat 1 pg/ml 0,400 nicht signifikant 3
5h Kondensat 10 pg/mi 0,400 nicht signifikant 3
24 h Kondensat 10 ng/ml 0,841 nicht signifikant S
24 h Kondensat 100 ng/ml 0,841 nicht signifikant 5
24 h Kondensat 1 pg/ml 0,310 nicht signifikant 5
24 h Kondensat 10 pg/ml 0,151 nicht signifikant S
7.3.1.2 Modifizierter COMET Assay mit Reparaturenzym
24 h Inkubation mit 4-Aminobiphenyl
Siehe Tabelle zur Co-Inkubation mit 4-Aminobiphenyl + 1 uM Benzo[a]pyren.
24 h Inkubation mit Benzo[a]pyren
Testsubstanz Konzentration Fpg/Puffer p-Wert Signifikanz ~ Anzahl (n)
Benzo[a]pyren 1 uM Puffer 0,200 nicht signifikant 3
Benzo[a]pyren 3 uM Puffer 0,100  nicht signifikant 3
Benzo[a]pyren 5 uM Puffer 0,200 nicht signifikant 3
Benzo[a]pyren 10 uM Puffer 0,100 nicht signifikant 3
Benzo[a]pyren 30 uM Puffer 0,100  nicht signifikant 3
Benzo[a]pyren 50 uM Puffer 0,100 nicht signifikant 3
Benzo[a]pyren 100 uM Puffer 0,100 nicht signifikant 3
Benzo[a]pyren 1 uM Fpg 0,333 nicht signifikant 2
Benzo[a]pyren 3 UM Fpg 0,100 nicht signifikant 3
Benzo[a]pyren 5 uM Fpg 0,100 nicht signifikant 3
Benzo[a]pyren 10 uM Fpg 0,700  nicht signifikant 3
Benzo[a]pyren 30 uM Fpg 0,100 nicht signifikant 3
Benzo[a]pyren 50 uM Fpg 0,100 nicht signifikant 3
Benzo[a]pyren 100 pM Fpg 0,100  nicht signifikant 3
Benzo[a]pyren 1 uM ATl [%] 0,667 nicht signifikant 2
Benzo[a]pyren 3 uM AT [%] 0,200 nicht signifikant 3
Benzo[a]pyren 5 UM AT [%] 0,400 nicht signifikant 3
Benzo[a]pyren 10 uM ATl [%] 0,100 nicht signifikant 3
Benzo[a]pyren 30 uM ATl [%] 0,400 nicht signifikant 3
Benzo[a]pyren 50 uM AT [%] 0,400 nicht signifikant 3
3

Benzo[a]pyren 100 uM AT [%] 0,400 nicht signifikant
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24 h Co-Inkubation mit 4-Aminobiphenyl + 1 uM Benzo[a]pyren

Testsubstanz Konzentration Fpg/Puffer  p-Wert Signifikanz ~ Anzahl (n)

4-Aminobiphenyl 1 uM Puffer 0,400 nicht signifikant 3
4-Aminobiphenyl 3 uM Puffer 1,000 nicht signifikant 3
4-Aminobiphenyl 10 uM Puffer 0,667 nicht signifikant 2
Benzo[a]pyren 1uM Puffer 0,400 nicht signifikant 3

1 UM Benzo[a]pyren
+ 4-Aminobiphenyl 1 uM Puffer 0,700 nicht signifikant 3

1 uM Benzo[a]pyren
+ 4-Aminobiphenyl 3 UM Puffer 0,400 nicht signifikant 3

1 uM Benzo[a]pyren
+ 4-Aminobiphenyl 10 uM Puffer 0,400 nicht signifikant 3
4-Aminobiphenyl 1 uM Fpg 0,700 nicht signifikant 3
4-Aminobiphenyl 3 uM Fpg 1,000 nicht signifikant 3
4-Aminobiphenyl 10 uM Fpg 0,333 nicht signifikant 2
Benzo[a]pyren 1uM Fpg 0,200 nicht signifikant 3

1 UM Benzo[a]pyren
+ 4-Aminobiphenyl 1 uM Fpg 0,100 nicht signifikant 3

1 uM Benzo[a]pyren
+ 4-Aminobiphenyl 3 uM Fpg 0,100 nicht signifikant 3

1 uM Benzo[a]pyren
+ 4-Aminobiphenyl 10 uM Fpg 0,100 nicht signifikant 3
4-Aminobiphenyl 1 uM AT [%] 0,400 nicht signifikant 3
4-Aminobiphenyl 3 uM ATI[%] 1,000 nicht signifikant 3
4-Aminobiphenyl 10 uM ATl [%] 1,000 nicht signifikant 2
Benzo[a]pyren 1 uM ATI[%] 0,400 nicht signifikant 3

1 uM Benzo[a]pyren
+ 4-Aminobiphenyl 1 uM ATI[%] 0,100 nicht signifikant 3

1 UM Benzo[a]pyren
+ 4-Aminobiphenyl 3 uM AT [%] 0,400 nicht signifikant 3

1 UM Benzo[a]pyren
+ 4-Aminobiphenyl 10 uM AT [%] 0,200 nicht signifikant 3
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24 h Inkubation mit Zigarettenrauchkondensat

Testsubstanz Konzentration Fpg/Puffer p-Wert Signifikanz ~ Anzahl (n)
Zigarettenrauchkondensat 10 ng/ml Puffer 1,000 nicht signifikant 3
Zigarettenrauchkondensat 100 ng/ml Puffer 1,000  nicht signifikant 3
Zigarettenrauchkondensat 1 pg/ml Puffer 0,400 nicht signifikant 3
Zigarettenrauchkondensat 10 pg/ml Puffer 0,100  nicht signifikant 3
Zigarettenrauchkondensat 10 ng/ml Fpg 1,000  nicht signifikant 3
Zigarettenrauchkondensat 100 ng/ml Fpg 1,000 nicht signifikant 2
Zigarettenrauchkondensat 1 pg/ml Fpg 0,400  nicht signifikant 3
Zigarettenrauchkondensat 10 pg/ml Fpg 0,00  nicht signifikant 3
Zigarettenrauchkondensat 10 ng/ml ATl [%] 1,000 nicht signifikant 3
Zigarettenrauchkondensat 100 ng/ml AT [%] 1,000 nicht signifikant 2
Zigarettenrauchkondensat 1 pg/ml AT [%] 1,000  nicht signifikant 3
Zigarettenrauchkondensat 10 pg/ml ATl [%] 0,200 nicht signifikant 3

7.3.2 Statistik zum Mikrokern-Test

Tabellen zu den mit Hilfe von SPSS 13.0 errechneten Signifikanzen flir den Mikrokern-Test. Es wurden
jeweils die Werte der einzelnen Konzentrationen mit denen der entsprechenden Losemittelkontrollen
verglichen.

30 h Inkubation mit 4-Aminobiphenyl

Testsubstanz Konzentration p-Wert Signifikanz Anzahl (n)
4-Aminobiphenyl 100 nM 0,700 nicht signifikant 3
4-Aminobiphenyl 1 uM 0,310 nicht signifikant 5
4-Aminobiphenyl 3 UM 0,222 nicht signifikant S
4-Aminobiphenyl 10 uM 0,095 nicht signifikant S
4-Aminobiphenyl 30 uM zytotoxisch S
4-Aminobiphenyl 100 uM zytotoxisch S
4-Aminobiphenyl 300 uM zytotoxisch 4
4-Aminobiphenyl 1 mM zytotoxisch 4
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30 h Inkubation mit Benzo[a]pyren

Testsubstanz Konzentration p-Wert Signifikanz Anzahl (n)
Benzo[a]pyren 100 nM 0,421 nicht signifikant 5
Benzo[a]pyren 300 nM 0,333 nicht signifikant 2
Benzo[a]pyren 1 uM 0,004 sehr signifikant 7
Benzo[a]pyren 3 UM 0,029 signifikant 4
Benzo[a]pyren 5uM 0,008 sehr signifikant 5
Benzo[a]pyren 8 uM 0,333 nicht signifikant 2
Benzo[a]pyren 10 uM 0,038 signifikant 7
Benzo[a]pyren 30 uM 0,333 nicht signifikant 2
Benzo[a]pyren 50 uM 0,100 nicht signifikant 3
Benzo[a]pyren 100 uM 0,016 signifikant 5
Benzo[a]pyren 500 uM 0,333 nicht signifikant 2

30 h Inkubation mit Dimethylnitrosamin

Testsubstanz Konzentration p-Wert Signifikanz Anzahl (n)
Dimethylnitrosamin 1 uM 0,886 nicht signifikant 4
Dimethylnitrosamin 3 uM 0,690 nicht signifikant 5
Dimethylnitrosamin 10 uM 0,310 nicht signifikant 5
Dimethylnitrosamin 30 uM 0,841 nicht signifikant 5
Dimethylnitrosamin 100 uM 0,151 nicht signifikant 5
Dimethylnitrosamin 300 uM 0,400 nicht signifikant 3
Dimethylnitrosamin 1mM 1,000 nicht signifikant 3
Dimethylnitrosamin 3 mM 0,700 nicht signifikant 3
Dimethylnitrosamin 10 mM 0,200 nicht signifikant 3

30 h Inkubation mit Acrylnitril

Testsubstanz Konzentration p-Wert Signifikanz Anzahl (n)
Acrylnitril 10 nM 1,000 nicht signifikant 2
AcryInitril 100 nM 0,200 nicht signifikant 3
Acrylnitril 1 uM 0,700 nicht signifikant 3
Acrylnitril 3 UM 0,667 nicht signifikant 2
Acrylnitril 10 uM 0,333 nicht signifikant 2
Acrylnitril 30 uM 0,667 nicht signifikant 2
Acrylnitril 100 uM 0,667 nicht signifikant 2
Acrynitril 1 mM zytotoxisch 2
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30 h Co-Inkubation mit 4-Aminobiphenyl + 1 uM Benzo[a]pyren

Testsubstanz Konzentration p-Wert Signifikanz Anzahl (n)
4-Aminobiphenyl 1 uM 0,343 nicht signifikant 4
4-Aminobiphenyl 3 UM 0,686 nicht signifikant 4
4-Aminobiphenyl 10 uM 0,486 nicht signifikant 4

Benzo[a]pyren 1 uM 0,200 nicht signifikant 4

1 UM Benzo[a]pyren

+ 4-Aminobiphenyl 1 uM 0,114 nicht signifikant 4

1 UM Benzo[a]pyren

+ 4-Aminobiphenyl 3 uM 0,114 nicht signifikant 4

1 UM Benzo[a]pyren

+ 4-Aminobiphenyl 10 uM 0,114 nicht signifikant 4
30 h Inkubation mit Zigarettenrauchkondensat

Testsubstanz Konzentration p-Wert Signifikanz Anzahl (n)

Zigarettenrauchkondensat 1 ng/ml 1,000 nicht signifikant 3
Zigarettenrauchkondensat 10 ng/ml 0,200 nicht signifikant 3
Zigarettenrauchkondensat 100 ng/ml 0,400 nicht signifikant 3
Zigarettenrauchkondensat 1 pg/ml 0,200 nicht signifikant 3
Zigarettenrauchkondensat 10 pg/ml 1,000 nicht signifikant 2
7.3.3 Statistik zur Western Blot Analyse
24 h Inkubation mit Benzo[a]pyren

Testsubstanz Konzentration p-Wert Signifikanz Anzahl (n)

Benzo[a]pyren 10 nM 0,667 nicht signifikant 2

Benzo[a]pyren 100 nM 1,000 nicht signifikant 2

Benzo[a]pyren 500 nM 0,009 sehr signifikant 6

Benzo[a]pyren 1 uM 0,008 sehr signifikant S

Benzo[a]pyren 3 uM 0,029 signifikant 4

Benzo[a]pyren 5 uM 0,008 sehr signifikant 5

Benzo[a]pyren 10 uM 0,008 sehr signifikant S

Benzo[a]pyren 30 uM 0,029 signifikant 4

Benzo[a]pyren 50 uM 0,029 signifikant 4
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24 h Co-Inkubation mit 4-Aminobiphenyl + 1 uM Benzo[a]pyren

Testsubstanz Konzentration p-Wert Signifikanz Anzahl (n)
4-Aminobiphenyl 1 uM 0,886 nicht signifikant 4
4-Aminobiphenyl 3 UM 1,000 nicht signifikant 2
4-Aminobiphenyl 10 uM 0,486 nicht signifikant 4
4-Aminobiphenyl 50 uM — zytotoxisch 3

Benzo[a]pyren 1 uM 0,029 signifikant 4

1 UM Benzo[a]pyren
+ 4-Aminobiphenyl 1 uM 0,029 signifikant 4
1 UM Benzo[a]pyren
+ 4-Aminobiphenyl 3 UM 0,333 nicht signifikant 2
1 UM Benzo[a]pyren
+ 4-Aminobiphenyl 10 uM 0,029 signifikant 4
1 UM Benzo[a]pyren
+ 4-Aminobiphenyl 50 uM — zytotoxisch 3
24 h Co-Inkubation mit 2-Naphthylamin + 1 uM Benzo[a]pyren

Testsubstanz Konzentration p-Wert Signifikanz Anzahl (n)
2-Naphthylamin 1 uM 0,667 nicht signifikant 2
2-Naphthylamin 3 uM 0,667 nicht signifikant 2
2-Naphthylamin 10 uM 1,000 nicht signifikant 2

Benzo[a]pyren 1 uM 0,333 nicht signifikant 2

1 UM Benzo[a]pyren

+ 2-Naphthylamin 1 uM 0,333 nicht signifikant 2
1 UM Benzo[a]pyren

+ 2-Naphthylamin 3 uM 0,333 nicht signifikant 2
1 UM Benzo[a]pyren

+ 2-Naphthylamin 10 uM 0,333 nicht signifikant 2
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24 h Inkubation mit Zigarettenrauchkondensat

Testsubstanz Konzentration p-Wert Signifikanz Anzahl (n)
Kondensat 10 ng/ml 0,333 nicht signifikant 2
Kondensat 100 ng/ml 0,100 nicht signifikant 3
Kondensat 1 pg/ml 0,200 nicht signifikant 4
Kondensat 5 pg/ml 0,333 nicht signifikant 2
Kondensat 10 pg/ml 0,029 signifikant 4

7.3.4 Statistik zur Durchflusszytometrie

24 h Inkubation mit Benzo[a]pyren

Testsubstanz Konzentration p-Wert Signifikanz Anzahl (n)
Benzo[a]pyren 1nM 0,667 nicht signifikant 2
Benzo[a]pyren 10 nM 0,100 nicht signifikant 3
Benzo[a]pyren 100 nM 0,114 nicht signifikant 4
Benzo[a]pyren 500 nM 0,100 nicht signifikant 3
Benzo[a]pyren 1 uM 0,000 hoch signifikant 8
Benzo[a]pyren 3 UM 0,008 sehr signifikant 5
Benzo[a]pyren 5 uM 0,029 signifikant 4
Benzo[a]pyren 10 uM 0,000 hoch signifikant 8
Benzo[a]pyren 30 uM 0,100 nicht signifikant 3
Benzo[a]pyren 50 uM 0,008 sehr signifikant 5

24 h Co-Inkubation mit 4-Aminobiphenyl + 1 uM Benzo[a]pyren

Testsubstanz Konzentration p-Wert Signifikanz Anzahl (n)
4-Aminobiphenyl 1 uM 1,000 nicht signifikant 3
4-Aminobiphenyl 3 UM 1,000 nicht signifikant 3
4-Aminobiphenyl 10 uM 0,400 nicht signifikant 3
4-Aminobiphenyl 50 uM — zytotoxisch 3

Benzo[a]pyren 1 uM 0,100 nicht signifikant 3

1 UM Benzo[a]pyren
+ 4-Aminobiphenyl 1 uM 0,100 nicht signifikant 3
1 UM Benzo[a]pyren
+ 4-Aminobiphenyl 3 uM 0,100 nicht signifikant 3
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1 UM Benzo[a]pyren

+ 4-Aminobiphenyl 10 uM 0,100 nicht signifikant 3

1 UM Benzo[a]pyren

+ 4-Aminobiphenyl 50 uM zytotoxisch 3

24 h Inkubation mit Zigarettenrauchkondensat
Testsubstanz Konzentration p-Wert Signifikanz Anzahl (n)

Kondensat 10 ng/ml 1,000 nicht signifikant 2
Kondensat 100 ng/ml 0,686 nicht signifikant 4
Kondensat 1 pg/ml 0,008 sehr signifikant 5
Kondensat 5 pg/ml 0,100 nicht signifikant 3
Kondensat 10 pg/ml 0,002 sehr signifikant 6
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