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1. Einleitung

Krebs ist neben kardiovaskuldren Erkrankungen die zweithaufigste Todesursache in
Deutschland. Im Jahr 1999 waren in etwa 25% aller Todesfélle auf die Bildung von Krebs
zuruckzufuhren [Quelle: Statistisches Bundesamt, 2000].

Die Entstehung von Krebs wird Giberwiegend mit der Einwirkung einer Vielzahl exogener
Kanzerogene assoziiert, denen der Mensch in seinem natirlichen Umfeld, am Arbeits-
platz oder durch die Aufnahme von Lebensmitteln ausgesetzt ist. Im Mehrstufenprozess
der chemischen Kanzerogenese wirken exogene Risikofaktoren hauptsachlich in den
Stufen Initiation und Promotion. Die folgenden Schritte der Progression kénnen in zu-
nehmendem Maf auch unabhangig von exogenen Faktoren verlaufen. Der Prozess der
Tumorentstehung wird also meist durch auf3ere Einflisse initiiert und verlauft dann zu-
nehmend autonom.

Kanzerogene Stoffe werden in zwei Hauptgruppen unterteilt. Fur die Einteilung entschei-
dend ist ihr Verhalten gegentiber der DNA.

Die erste Gruppe umfasst die genotoxischen Kanzerogene. Sie sind in der Lage, die
DNA zu schadigen und in der Folge Mutationen auszulésen. Unterschieden werden di-
rekt wirkende genotoxische Kanzerogene, die aufgrund ihrer Struktur direkt mit der DNA
interagieren sowie indirekt wirkende genotoxische Kanzerogene, die erst nach metaboli-
scher Aktivierung reaktiv gegeniiber der DNA sind.

Zur zweiten Gruppe zéhlen die epigenetischen Kanzerogene, welche nicht mit der DNA
interagieren, sondern durch andere biologische Wirkungen das selektive Wachstum von
Tumorvorstufen fordern. Dazu z&hlen u. a. Cytotoxizitat, die eine gesteigerte Zellprolife-
ration auslést, chronische Entziindungsreaktionen, hormonelle und immunologische Ein-
flisse [Marquardt und Pfau, 2004].

Zur Risikoabschatzung von Kanzerogenen ist die Charakterisierung des zugrunde lie-
genden Wirkmechanismus entscheidend.

Konservativ betrachtet wird eine lineare Beziehung zwischen der Exposition mit genoto-
xischen Kanzerogenen, der Induktion von DNA-Schaden sowie der Manifestation muta-
gener Veranderungen zugrunde gelegt [Henderson et al., 2000].

Allerdings besitzen Saugerzellen in-vivo verschiedene Schutzmechanismen, die - sofern
sie nicht Uberlastet sind - der Entstehung und Manifestation dieser Verédnderungen ent-
gegenwirken kdnnen.

Dazu zahlt die chemische Detoxifizierung von Kanzerogenen durch deren Interaktion mit
anderen nukleophilen Zellbestandteilen als der DNA, wie z.B. Glutathion (GSH) oder Pro-

teine.
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Ist die Bindung des Kanzerogens an die DNA favorisiert, sind die Zellen ferner in der La-
ge, die veranderten Nukleotid-Basen durch verschiedene DNA-Reparaturmechanismen
aus der DNA zu entfernen.

Daraus ergibt sich theoretisch ein Schwellenwert, unterhalb dessen experimentell kein
signifikanter Anstieg der Mutationsrate detektierbar sein sollte [Baum et al., 2005a; Jen-
kins et al., 2005].

Fur nicht-genotoxische Kanzerogene konnte die Existenz solcher Schwellenwerte gezeigt
werden. Im Gegensatz dazu, wird flr genotoxische Kanzerogene angenommen, dass
aufgrund der direkten Interaktion mit der DNA und dem damit verbundenen Potential zur
Bildung von Mutationen, kein Schwellenwert existiert. Da das Risiko der Krebsinzidenz
zwar mit abnehmender Dosis einer genotoxisch-kanzerogenen Substanz unwahrscheinli-
cher, allerdings theoretisch niemals gleich null wird, kann fir genotoxische Kanzerogene

kein Schwellenwert angegeben werden [Kirsch-Volders et al., 2000; Barlow et al., 2006].

Unter der Annahme, dass Saugerzellen in-vivo allerdings bis zu einem gewissen Mal} in
der Lage sind, genotoxische Kanzerogene zu entgiften bzw. durch DNA-Reparatur die
Weitergabe der fehlerhaften Information an die Tochterzelle und damit die Entstehung
von Mutationen zu unterbinden, wird vermutet, dass auch fur genotoxische Kanzerogene

ein Dosisbereich existiert, in welchem der biologische Effekt nicht signifikant wird.
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2. Problemstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Genotoxizitat von Acrylamid (AA) und dessen re-
aktivem Metaboliten Glycidamid (GA) im Vergleich zu bekannten Kanzerogenen und ge-
notoxischen Agentien mit Hilfe verschiedener Modifikationen des Comet Assays sowie
mittels hPRT-Genmutations-Assay zu prifen. Vergleichend untersucht wurden das po-
tente Kanzerogen (x)-Benzo[a]pyren-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxid (x-BPDE), die a,3-
ungeséttigten Carbonylverbindungen Acrolein (Ac) und 2-Hexenal (Hex), die die DNA di-
rekt alkylieren sowie verschiedene N-Nitrosoverbindungen, welche durch metabolische
oder hydrolytische Aktivierung in DNA-alkylierende Intermediate tberfiihrt werden.
Insbesondere sollte der Zusammenhang zwischen DNA-Alkylierung, Detoxifizierung,
DNA-Reparatur (Comet Assay) und der Entstehung von Mutationen (hPRT-
Genmutations-Assay) untersucht werden.

Die Selektivitat des Comet Assays wurde durch verschiedene Modifikationen gesteigert.
Dies sind im Einzelnen die Variation des pH-Wertes wahrend DNA-Entwindung und E-
lektrophorese sowie die zusatzliche Verwendung des DNA-Reparaturenzyms Formami-
do-pyrimidin-DNA-glykosylase (FPG).

Als Zellsysteme wurden humanes Vollblut, isolierte Lymphozyten sowie fibroblastoide
V79 Zellen aus dem Lungengewebe des méannlichen chinesischen Hamsters verwendet.
Die Bestimmung der Genotoxizitat von N-Nitrosoverbindungen, die durch Phase | Enzy-
me des Fremdstoffmetabolismus aktiviert werden, erfolgte in primaren Rattenhepatozy-
ten.

Abb. 1 zeigt das der Arbeit zugrunde liegende Arbeitskonzept.
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Im Einzelnen sollten folgende Aspekte im Rahmen der Arbeit berticksichtigt werden:

e In humanem Vollblut sollte die Induktion von DNA-Strangbrichen durch AA und
GA im Vergleich zu den a,B-ungeséttigten Carbonylverbindungen Acrolein und 2-
Hexenal, den N-Nitroso-verbindungen a-Acetoxy-NDELA, MNU sowie vier ver-
schiedenen N-Nitroso-oxazolidinonen und dem potenten Kanzerogen z-
Benzo[a]pyren-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxid (+-BPDE) mit Hilfe des alkalischen
Comet Assays (+ FPG) bestimmt werden.

* In isolierten Lymphozyten sollte im Vergleich zu Vollblut untersucht werden, ob
das DNA-schadigende Potential der Substanzen in Abwesenheit detoxifizierender
Verbindungen verstarkt wird.

e Im Vergleich zu humanem Vollblut wurde in V79 Zellen die Induktion von DNA-
Schaden durch die oben genannten Verbindungen sowie durch das N-Nitrosamid
HENU mit Hilfe des alkalischen Comet Assays (+ FPG) untersucht.

* Durch Co-Inkubation mit Glutathion (GSH) sollte in V79 Zellen geklart werden, ob
ausgewahlte Substanzen durch GSH entgiftet oder im Fall von MNNG aktiviert
werden und dadurch das DNA-schadigende Potential beeinflusst werden kann.
Auch hier wurde der alkalische Comet Assay (+ FPG) verwendet.

» Die Variation des pH-Wertes wéhrend der DNA-Entwindung und Elektrophorese
im Comet Assay kann Informationen (ber die Art der erhaltenen DNA-
Strangbriiche geben und erlaubt u. a. die Unterscheidung in DNA-Einzel- (ESB)
und Doppelstrangbriiche (DSB) sowie insbesondere alkali-labile Stellen. Es wur-
den daher vergleichend zu den Ergebnissen des alkalischen Comet Assays, aus-
gewahlte Verbindungen auf ihre DNA-Strangbruch-Induktion im Comet Assay bei
pH 12,1 untersucht. Durch diese Modifikation sowie den zusatzlichen Einsatz von
FPG sollten Aussagen dariiber getroffen werden, ob DNA-Addukte an der N’-
Position von Guanin bevorzugt depuriniert oder zum Formamido-pyrimidin ring-
geoffnet werden.

» Da die Mutagenitat von Fremdstoffen mit der Fahigkeit zur Reparatur von DNA-
Modifikationen eng verbunden ist, wurde neben der Bestimmung des mutagenen
Potentials mittels hPRT-Genmutations-Assay auch die Persistenz der induzierten
DNA-Schaden bestimmt. Dies erfolgte mit Hilfe des alkalischen Comet Assays (+
FPG) durch Bestimmung der Kinetik der Reduktion von DNA-Strangbriichen
durch Nachkultivierung der inkubierten V79 Zellen in serumhaltigem Zellkulturme-

dium.
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3. Theoretische Grundlagen

3.1. Prinzipien der Risikobewertung

Die Regulatorische Toxikologie setzt sich mit Konzepten der Risikoabschatzung und des
Risikomanagements von Stoffen mit potentiell toxischen Wirkungen auseinander. Unter
Risikoabschatzung wird der Prozess von der Identifizierung des Gefahrdungspotentials
bis zur quantitativen Charakterisierung der Risiken bezeichnet. Der National Research

Council hat die Risikoabschéatzung in folgende Teilschritte untergliedert:

Beschreibung der toxischen Stoffeigenschaften (Hazard Identification),
* Dosis-/Wirkungsabschéatzung (Dose-Response Assessment)

» Expositionsabschatzung (Exposure Assessment)

Risiko-Charakterisierung (Risk Characterization) und Risikoabschatzung.

Risikoabschatzungen fir den Menschen auf der Basis von tierexperimentellen Befunden
sind meist auf Extrapolationen verschiedener Art angewiesen:

a) von experimentell hohen zu niedrigen Dosen

b) vom Tier zum Menschen

c) von kurzer auf lange Expositonsdauer.

Je besser der toxische Wirkmechanismus bekannt ist, desto genauer kénnen diese Fak-
toren abgeschatzt werden.

Zu unterscheiden sind Sicherheits- und Risikobeurteilung. Ziel der Sicherheitsbeurteilung
ist die Erstellung von Expositionsrichtwerten. Als Anhaltspunkte dienen der NOAEL (No
Observed Adverse Effect Level) oder eine ,benchmark” Dosis, deren extrapolierter Wert
einem akzeptablen Risiko entspricht. Im Gegensatz dazu erfolgt die Risikoabschatzung
im Zusammenhang mit erhéhten Expositionen. Durch Vergleich der Expositionsdosen mit
dem Verlauf der Dosis-Wirkungskurve kann das Mal3 einer Gefédhrdung eingestuft wer-
den.

Derzeit werden fur Stoffe mit toxikologisch abgeleitetem Schwellenwert (NOEL = No Ob-
served Effect Level) zwei unterschiedliche Konzepte zur Risikoabschéatzung diskutiert,
das Grenzwertkonzept und das Konzept des Sicherheitsabstandes (Margin of Safety =
MOS). Bei ersterem wird der experimentell ermittelte NOAEL durch Sicherheitsfaktoren
(meist 10 oder 100) dividiert und somit fir den Menschen gesundheitlich duldbare Werte,
z.B. der ADI (Acceptable Daily Intake)-Wert ermittelt. Der ADI-Wert beziffert die maximale
tagliche Aufnahmemenge einer Substanz von Fremdstoffen in Lebensmitteln, der ein

Mensch Uber die gesamte Lebensspanne ausgesetzt sein kann, ohne gesundheitliche
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Schaden davonzutragen. Im Gegensatz zum Grenzwertkonzept beruht das MOS-
Konzept nicht auf der Festlegung von akzeptablen Mengen, sondern auf der Bewertung
und Abschéatzung des Abstandes (Margin of Safety) zwischen der im Experiment noch
toxischen und der fiir den Menschen zu erwartenden einwirkenden Dosis. Beide Konzep-
te Dberlcksichtigen neben Intensitdt und Art der Schadigung auch die Dosis-
Wirkungsbeziehung sowie die Variabilitat der Kinetik innerhalb der untersuchten Spezies.
Im Gegensatz dazu, beruht die Risikobewertung genotoxischer Kanzerogene auf dem so
genannten Minimierungskonzept. Da das Risiko der Krebsinzidenz zwar mit abnehmen-
der Dosis einer genotoxischen und kanzerogenen Substanz unwahrscheinlicher, aller-
dings theoretisch niemals gleich null wird, kann flr genotoxische Kanzerogene kein
Schwellenwert angegeben werden. Ziel des Minimierungskonzeptes ist daher die Mini-
mierung der Exposition des Verbrauchers auf ein gesellschaftlich tolerierbares Risiko.
Ende 2005 legte die Europaische Behdrde fur Lebensmittelsicherheit (EFSA) einen Ent-
wurf zu einer harmonisierten Strategie fir die Risikobewertung von genotoxischen Kan-
zerogenen vor. Zuvor wurde in diesem Zusammenhang meist zur Anwendung des ALA-
RA (as low as reasonably achievable)-Prinzips geraten. Der Gehalt einer genotoxischen
und kanzerogenen Substanz in einem Produkt soll danach auf ein Niveau verringert wer-
den, wie dies mit vertretbarem (technologischen) Aufwand maéglich ist. Da dieses Prinzip
insbesondere im Hinblick auf die nicht mdgliche Unterscheidung verschiedener Risikoni-
veaus, deutliche Defizite aufweist, empfahl die EFSA die Einfuhrung eines Margin of Ex-
posure (MOE). Dieser wird als Abstand zwischen zwei Grof3en berechnet und stellt damit
das Verhdltnis zwischen einer kanzerogenen Effektdosis, abgeleitet aus der Dosis-
Wirkungskurve im Tierversuch, und der abgeschétzten menschlichen Aufnahme dar
[BfR, 2005].

Als geeigneten Bezugspunkt sieht die EFSA die untere statistische Vertrauensgrenze ei-
ner Benchmark-Dosis ("Benchmark Dose Lower Confidence Limit", BMDL), also die Do-
sis, die im Tierversuch eine Tumorinzidenz von 10% bewirkt. Liegt die MOE bei 210.000,
schatzt die EFSA das vorliegende kanzerogene Risiko eher niedrig ein. Je weiter die
MOE dagegen unter 10.000 liegt, desto groRRer scheint das Risiko und desto dringlicher
werden Minimierungsmaf3nahmen erforderlich. Im Fall von Acrylamid (AA) liegt die MOE
bei 1000. Im Vergleich dazu wird fur Aflatoxine und flichtige Nitrosamine ein Wert von
100.000 erreicht, fur Nitrofurane liegt die MOE bei 1.000.000.

Der Vorteil des MOE-Ansatzes besteht darin, dass zwischen Risiken verglichen werden
kann, die durch diese Substanzen hervorgerufen werden, und auf der jeweiligen Wir-
kungsstarke der Substanz sowie der mdglichen Expositionsniveaus in der Bevolkerung
beruhen. Der MOE-Ansatz bietet daher die Méglichkeit, Malinhahmen zu definieren, um

die Exposition gegentber diesen Substanzen so niedrig wie moglich zu halten.
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3.2. Chemische Kanzerogenese

3.2.1. Mehrstufenmodell der Kanzerogenese

Die Tumorentstehung (Kanzerogenese) stellt einen mehrstufigen Prozess dar, der in die
Phasen Initiation, Promotion und Progression unterteilt wird [Marquardt und Pfau, 2004;
Schulte-Hermann et al., 2004].

Neben erblichen Faktoren werden hauptsachlich &uRere Einflisse, so genannte Krebsri-
sikofaktoren fir die Tumorinitiation verantwortlich gemacht, die letztlich einen geneti-
schen Schaden (Mutation) in der betroffenen Zelle bewirken. Zu den Krebsrisikofaktoren
zéhlen neben Strahlung und Viren insbesondere die Exposition mit kanzerogenen
Fremdstoffen.

Wird ein in Folge genotoxischer Wirkungen entstandener DNA-Schaden nicht repariert
sondern manifestiert, so entsteht eine Mutation [Lutz, 1990; Ashby, 1995]. Eine Mutation
ist das Initiationsereignis hin zur Malignisierung einer Zelle, wobei mehrere Initiationser-
eignisse zusammenwirken kénnen. Als Folge einer Aktivierung von Protoonkogenen oder
der Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen erhalt die Zelle dadurch einen Wachs-

tumsvorteil.

Exposition mit genotoxischem
Kanzerogen

l

DNA-Addukte

l

fehlende oder unzureichende
Reparatur

l

Mutation Selekti_o_n__ Mutation
Wachstum initiierter Selektion
Zellen
Initiation initiierte Promotion Pra- Progression _
Normales latente neoplastischer Maligner
Gewebe > Tochterzelle > Zellklon — > Tumor

Abb. 2. Mehrstufenmodell der Kanzerogenese [modifiziert nach Marquardt und Pfau,
2004; Schulte-Hermann et al., 2004]
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Im ersten Schritt, der Initiation , erfolgt eine irreversible Konversion einer Normalzelle in
einen ,pradmalignen” Zustand. Prinzipiell ist die Initiation ein seltenes Ereignis und betrifft
nur einzelne, im Gewebe verstreut liegende Zellen; ihre phanotypischen Auswirkungen
sind zunachst gering. Die Initiation kann bereits nach einmaliger Applikation eines geno-
toxischen Agens erfolgen, dies allerdings nur in proliferationsfahigen Zellen.

Erst durch den Einfluss bestimmter wachstumsstimulierender Faktoren tritt die Kanzero-
genese in die Promotion sphase ein, in der sich die initiierte Zelle zu teilen beginnt (se-
lektive, klonale Expansion). Zur Promotion ist stets ein langerer Zeitraum erforderlich, der
bis zu mehreren Jahren andauern kann. Ein bedeutendes Merkmal der Promotion ist die
selektive Expansion initiierter Zellen, welche zur Vergréf3erung der praneoplastischen
Zellpopulation, zur Bildung gutartiger Tumore und zum erhéhten Risiko fir die Progressi-
on maligner Tumore fuhrt.

Der finale Schritt der mehrstufigen Kanzerogenese ist die Progression . Hierbei werden
die wahrend der beiden vorangegangenen Stufen gebildeten Praneoplasien und gutarti-
ge Tumore in maligne Tumore umgewandelt. Wesentliche Ursache der Progression ist
die genetische Instabilitdt der Tumorzelle (,Mutator-Phanotyp®), die vor allem auf dem
Verlust oder der Beschadigung von an der DNA-Reparatur beteiligten Genen beruht.
Phanotypische Eigenschaften, die wahrend der Promotion erworben werden, sind das
uneingeschrankte Vermehrungspotential maligner Zellen, eine Umprogrammierung des
Stoffwechsels zugunsten wachstumsfordernder Faktoren und Metastasierung [Schulte-
Hermann et al., 2004].

3.2.2. Biochemische Grundlagen der DNA

In Saugerzellen liegt die DNA als Doppelstrang von zwei Ketten aus Desoxyribosemole-
kulen vor, die Uber ihre 3'- und 5’-Hydroxylgruppen mit Phosphorsaure verestert sind
(Abb. 3). Jede Desoxyribose tragt tber eine glykosidische Bindung eine der beiden Pu-
rinbasen Guanin oder Adenin bzw. eine der Pyrimidinbasen Thymin und Cytosin. Im
Doppelstrang ist jede Base des einen Strangs Uber Wasserstoffbriicken mit einer Base
des komplementaren Strangs verknipft. Ein Nukleotidpaar besteht aus einem Purin und
einem Pyrimidin (GC und AT), wobei AT-Basenpaare mit zwei und GC-Basenpaare mit
drei Wasserstoffbriicken gekoppelt sind.

Bei der Replikation der DNA, welche in der S-Phase des Zellzyklus erfolgt, wird der Dop-
pelstrang in die beiden Einzelstrange getrennt. Jeder einzelne dient daraufhin als Matrize

fur die Synthese eines neuen komplementéaren Strangs.
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Abb. 3: Helikale und chemische Struktur der DNA

3.2.3. DNA-Alkylierung und -Reparatur
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Genotoxische Verbindungen kdnnen entweder direkt oder nach metabolischer Aktivie-

rung als elektrophile Spezies mit der DNA interagieren. Diese Alkylierung kann sowohl

mono- als auch bifunktionell (inter- oder intrastrand crosslink) sein. Monofunktionell alky-

lierende Agentien bilden an verschiedenen Positionen der DNA-Basen und / oder an der
Phosphatgruppe des DNA-RUckgrates N- bzw. O-alkylierte DNA-Addukte. In Abb. 4 sind

die Angriffspunkte monofunktionell alkylierender Agentien an der DNA dargestellt. Hierbei

sind anhand von Nummerierungen und Pfeilen die bevorzugten Positionen der DNA-

Alkylierung angegeben.
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Abb. 4: Nukleophile Zentren der DNA

Ein bedeutender Unterschied der durch Alkylierung induzierten DNA-Addukte ist ihre
Stabilitat. Wahrend stabile Addukte, wie z.B. O®-alkyl-Guanin nur bei der DNA-Reparatur
entfernt werden koénnen, fiihrt u. a. die Bindung von Alkylantien an die N’- oder N°-
Position der Purinbasen durch Destabilisierung der glykosidischen Bindung zu instabilen
DNA-Addukten. Durch spontane Abspaltung der veranderten Base (Depurinierung) wird
der DNA-Strang an dieser Stelle geschwéacht und es kann zum DNA-Strangbruch kom-
men.

Im Folgenden werden die Eigenschaften von fur diese Arbeit wesentlichen DNA-

Addukten sowie die jeweils relevanten Reparaturmechanismen dargestellt.

3.2.4.  N-Alkylierung

3.2.4.1. N’-Guanin-Addukte

Die N’-Position am Guanin ist die nukleophilste Stelle der heterozyklischen DNA-Basen
und bietet somit fur Elektrophile geeignete Vorraussetzungen zur kovalenten Bindung
[Gates et al., 2004 (rev.)]. Fiir das mutagene und cytotoxische Potenzial des N’-Guanin-
Addukts sind insbesondere die daraus resultierenden Folgeprodukte apurinische / apyri-
midinische Stellen (AP Stellen) und Formamido-pyrimidine (FaPy) relevant [Loeb et al.,
1986; Tudek et al., 2003].

3.2.4.1.1. Apurinische / apyrimidinische Stellen (A P Stellen)

Durch Alkylierung der N’-Position erhalt der Guanin-Ring eine formal positive Ladung.
Diese wandelt die Base in eine gute Abgangsgruppe im Rahmen einer Hydrolyse des
Sn1-Typs um und fuhrt somit zur Schwéchung der glykosidischen Bindung (Abb. 5).

Base

Base
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Ausgehend von dieser Depurinierung entstehen apurinische / apyrimidinische Stellen (AP
Stellen), die toxisch und mutagen sind [Loeb et al., 1986].

In vergleichbarer Weise verhalten sich auch DNA-Addukte an N°-G, N'-A oder N°-A [Ga-
tes et al., 2004 (rev.)].

T
N
. ) S
R N
'lr
Vi NH R Ve NH .
DNA — | —
_— DNA
N =
N NH, | N N NH DNA
O O 2
Y \/—7
! 7
DNA DNA
H,0 l
DNA OH

DNA-Strangbruch AP Stelle AP Stelle

ringgedffnete Aldehyd-Form zyklisches Acetal

Abb. 5: Bildung von AP Stellen aus N’-G-Addukten

AP Stellen kommen hauptsachlich als zyklisches Acetal 1 vor, welches im Gleichgewicht
mit der ring-gedffneten Aldehyd-Form 2 steht. Der Verlust des aziden a-Protons in Nach-
barschaft zur Carbonyl-Gruppe in 2 kann zu einem DNA-Strangbruch via Eliminierung
der 3'-Phosphat-Gruppe fuhren [Lindahl et al., 1972].

Unter physiologischen Bedingungen ist die Depurinierung von N’-G-Addukten die domi-
nante Reaktion. Allerdings ist die Geschwindigkeit der Depurinierung von N’-Alkylguanin
je nach Art der Alkylierung stark unterschiedlich (zwischen 3 und 150 h bei 37<C, pH 7)
[Gates et al., 2004 (rev.)]:

i) Elektronenziehende Gruppen erleichtern die Depurinierung, indem sie die Ei-

genschaft der alkylierten Base als Abgangsgruppe verbessern
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i) Elektronenziehende Substituenten am Zucker (wie OMe, 2’-OH) destabilisie-
ren den Oxocarbeniumion-ahnlichen Ubergangszustand 3, welcher zur Depu-
rinierung fahrt und verlangsamen somit diesen Reaktionsweg

i) Depurinierung ist langsamer in Doppelstrang- als in Einzelstrang-DNA

3.2.4.1.2. Imidazol-Ring6ffnung zu Formamido-pyrimi  dinen (FaPy)

Ein weiteres Folgeprodukt alkylierter N’-G-Addukte sind Formamido-pyrimidine (FaPy).
Deren Bildung wird durch basische Bedingungen begiinstigt. N’-Alkylguanine unterliegen
haufig einem Angriff von Hydroxiden am C® des Guanins. Hierbei kommt es zur Bildung
von FaPy, in welchem der Imidazolring des alkylierten Guanins gedffnet ist [Chetsanga et
al., 1982].

Der mogliche zugrunde liegende Mechanismus ist Abb. 6 schematisch dargestellt.
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Abb. 6: Bildung von FaPy aus N’-G-Addukten

Unter physiologischen Bedingungen ist die glykosidische Bindung im FaPy chemisch
stabil [Chetsanga et al., 1982]. Dies bedeutet, dass FaPy nicht wie N’-Alkyl-G hydroly-
tisch aus der DNA entfernt wird. Tats&chlich konnte in-vivo nachgewiesen werden, dass
die L&sionen Uber langere Zeit persistent in der DNA vorliegen kdnnen [Kadlubar et al.,
1984]. Die Persistenz ist auch von biologischer Bedeutung, da FaPy als cytotoxisch und
mutagen angesehen wird [Tsuda et al., 2003].

Die Ringoffnung wird ahnliche wie die Depurinierung durch die Anwesenheit elektronen-
ziehender Gruppen am N’ begiinstigt, allerdings sind die Substituenteneffekte bei der
Ringoffnung bedeutend groRer als bei der Depurinierung. Im Gegensatz zur Depurinie-
rung begiinstigen elektronenziehende Gruppen am Zucker die Umwandlung von N’-

Alkylguanin in FaPy [Gates et al., 2004 (rev.)].
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3.2.4.2. Base Excision Repair (BER)

Schaden an DNA-Basen als Folge von Deaminierung, Oxidation und Alkylierung werden
hauptséchlich durch Enzyme der Base Excision Repair (BER) entfernt. BER wird durch
DNA-Glykosylasen initiiert, die beschadigte Basen erkennen, diese durch Hydrolyse der
glykosidischen Bindung zwischen der Base und dem Zucker-Phosphat-Riickgrat aus der
DNA herausschneiden und so eine AP Stelle als Produkt hinterlassen (Abb. 9)
[Christmann et al., 2003 (rev.); Scharer, 2003]. Man unterscheidet hierbei Typ I-
Glykosylasen, die die verénderte Base unter Einfihrung einer AP Stelle abspalten, sowie
bifunktionelle Typ 1I-Glykosylasen [Christmann et al., 2003 (rev.)]. Diese schneiden nach
Entfernen der modifizierten DNA-Base durch ihre zusatzliche 3’-Endonuklease-Aktivitat
die AP Stelle unter Einfihrung eines DNA-Strangbruchs aus der DNA. Beispiele fur Typ
[I-Glykosylasen sind das E. coli Reparaturenzym Formamido-pyrimidin-DNA-glykosylase
(FPG) sowie sein humanes funktionelles Homologon OGG1 [He et al., 2002]. Die Einfih-
rung eines DNA-Strangbruchs nach Reaktion einer Typ I-Glykosylase tibernehmen spezi-
fische AP Endonukleasen (z.B. APE1) [Wilson et al., 2001].

Es existieren zwei Arten von Mechanismen bei DNA-Glykosylasen. Typ I-Glykosylasen
bendtigen ein Wassermolekil als Nukleophil, um die N-glykosidische Bindung zu spalten
und eine AP Stelle zu bilden (vgl. Abb. 7). Ein Wassermolekul in der aktiven Stelle wird
durch eine konservierte Carboxylseitenkette des Enzyms deprotoniert und so positioniert,

dass es die beschadigte Base am anomeren Zentrum ersetzen kann [Scharer, 2003].

DNA-O 4\8 DNAO . B
o o DNA-O
- < 3 (o]
O-DNA O—H N__O—H
/ O-DNA / OH
H H O-DNA

Enzym

Abb. 7: Reaktionsmechanismus von Typ I-Glykosylasen [modifiziert nach Scharer, 2003]

Typ lI-Glykosylasen (vgl. Abb. 8) nutzen eine Aminogruppe des Enzyms als Nukleophil
zur intermediaren Erzeugung einer Schiff’schen Base, die in einer basenkatalysierten [3-
Eliminierung unter Spaltung der C3-O-Bindung zwischen der AP Stelle und dem Zucker-

phosphat reagiert [Dodson et al., 1994].
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Abb. 8: Reaktionsmechanismus von Typ II-Glykosylasen [modifiziert nach Scharer,
2003]

DNA-Glykosylasen besitzen gemeinsame Merkmale. So greifen sie auf einen Nukleotid-
Flipping-Mechanismus zuriick, durch den das Zielnukleotid aus der DNA-Doppelhelix in
die aktive Stelle des Enzyms, an der die Katalyse stattfindet, herausgeschwungen wird.
Die anschliel3ende Insertion der Nukleotide wird in ,Short-Patch” (SP) und ,Long Patch“-
Reparatur (LP) unterschieden (Abb. 9), wobei der SP-Weg den haufigsten und einfachs-
ten Reparaturweg darstellt. Beide Wege unterscheiden sich nur in der Anzahl der ausge-
tauschten Nukleotide und der verwendeten Enzyme [Scharer et al., 2003].

Im Verlauf des SP-Reparaturweges fugt die Polymerase B (Pol B) ein Nukleotid abfol-
gend zur abasischen Stelle ein. AnschlieBend schliel3t die DNA-Ligase 1l die Liicke und
beendet damit die Reparatur.

Innerhalb des LP-Reparaturweges fiigen die Polymerase d/e und assoziierte Replikati-
onsfaktoren zwei bis sechs Nukleotide nachfolgend zur abasischen Stelle ein. Die daraus
resultierenden tberhdngenden Oligonukleotide werden durch die Flap-Endonuklease
(FEN-1) abgetrennt und die verbleibende Liicke durch die DNA-Ligase | geschlossen
[Christmann et al., 2003 (rev.)].
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Abb. 9: Mechanismus der Base Excision Repair (BER) [nach Christmann et al., 2003
(rev.)] (APEL1: AP Endonuklease 1; FEN-1: Flap-Endonuklease; Pol (3/d/e: Poly-
merase [/d/¢; Lig I/lll: Ligase I/111)

3.2.5.  O-Alkylierung

3.25.1. 0°%Guanin-Addukte

Neben der N-Alkylierung besteht fur Sy1- bzw. Sy2-alkylierende Verbindungen auch die
Mdglichkeit zur Alkylierung an den Sauerstoff-Atomen von Purinen oder Pyrimidinen. Ei-
ne der kritischsten O-alkylierten DNA-L&sionen ist hierbei jene am O°-Guanin. Obwohl
die Bindung von Alkylantien an O°G im Vergleich zu parallel alkylierten Positionen nur
einen sehr geringen Anteil am Gesamt-DNA-Addukt-Spektrum von meist unter 10%
ausmacht, wird ihnen aufgrund ihrer teils mehrere Tage anhaltenden Persistenz in der
DNA [Beranek, 1990] sowie der bevorzugten, schnellen Basenpaarung mit Thymin wéh-
rend der DNA-Replikation [Loveless, 1969] eine bedeutende Rolle in der Mutagenitat und
Cytotoxizitat von DNA-alkylierenden Verbindungen zugesprochen. Werden O°-G-T Fehl-
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paarungen nicht repariert, kann es zur Induktion von GC—AT Transitions-Mutationen

kommen [Margison et al., 2002].

3.2.5.2. Reparatur durch O °-Methyl-Guanin-Methyl-Transferase
(MGMT)

In E.coli ist die Resistenz gegen O°-alkylierende Agentien mit der Induktion des Genpro-
dukts Ada verbunden [Sedgwick et al., 2002 (rev.)]. In Saugerzellen wird die Reparatur
dieser DNA-L&sionen durch das Ada-Analogon, der O°-Methyl-Guanin-Methyl-Transfe-
rase (MGMT) bestimmt. Das humane MGMT-Gen ist in der Chromosomenbande 10926
lokalisiert und besteht aus einem nicht-codierenden und vier codierenden Exons, welche
ein Protein aus 207 Aminosauren mit einer molekularen Masse von 24 kDa codieren [Ta-
no et al., 1990]. Das Reparaturprotein transferiert suizidal Alkyl-Gruppen von modifizier-
ten Guanin-Basen in einer Ein-Schritt-Reaktion auf einen internen Cystein-Rest in sei-
nem aktiven Zentrum [Christmann et al., 2003 (rev.)]. Dieser Prozess inaktiviert das Pro-
tein, welches anschlieRend durch Ubiquitinierung zerféllt [Srivenugopal et al., 1996].
Strukturstudien zufolge befindet sich das aktive Zentrum von MGMT im Inneren des Pro-
teins und somit in einem gewissen Abstand zur DNA-Bindungsoberflache [Daniels et al.,
2000: Wibley et al., 2000]. Es wird angenommen, dass das Protein durch ,Nukleotid-
Flipping“ die entsprechende Base und das Nukleophil im aktiven Zentrum von MGMT zu-

sammenbringt.

G
M 'V'T_\ MGMT—\

o S- S—CH,
3
o o)
N \N N
</ | - = </ | NH
P P
T N NH, T N NH,
drR drR

Abb. 10: Reparaturmechanismus der O°-Methyl-Guanin-Methyl-Transferase (MGMT)
[modifiziert nach Schérer, 2003]

MGMT entfernt neben Methyl-, auch Ethyl-Gruppen an der O°-Position des Guanins, letz-
tere allerdings mit geringerer Reaktionsgeschwindigkeit [Yarosh, 1985]. Die Entfernung
von substituierten Ethyl-Gruppen, wie Hydroxyethyl-Reste durch MGMT konnte in-vitro
nachgewiesen werden [Pegg et al., 1984]. Weiterhin ist beschrieben, dass O°-
Carboxymethyl-Guanin-Addukte im Gegensatz zu methylierten O®-Guanin-Addukten

nicht von bakterieller oder Sauger-O®-MGMT repariert werden [Shuker et al., 1997].
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Die Expression von MGMT schiitzt in-vitro vor Alkylierungs-induzierten Genmutationen,
Chromosomen-Abberationen und Schwesterchromatid-Austausch-Ereignissen (SCE)
[Kaina et al., 1991].

MGMT-defiziente Zellen in-vitro, wie z.B. fibroblastoide V79 Zellen [Yarosh et al., 1985]
sind nicht in der Lage O°-G-Addukte zu reparieren und sind somit sensitiv gegeniiber al-
kylierenden Agentien. Diese gesteigerte Sensitivitat konnte auch in-vivo an MGMT-
knock-out Mausen gezeigt werden [Tsuzuki et al., 1996]. Im Gegensatz dazu, fuhrt eine
Uberexpression an MGMT in M&usen zu einer Reduktion der Tumorenrate und inhibiert

die Tumorpromotion [Becker et al., 2003].

3.2.6. ,Bulky adducts*

Sterisch anspruchsvolle Alkylantien, die mit den Basen der DNA interagieren, fuhren zur
Bildung so genannter ,bulky adducts”. Eine Alkylierung kann hierbei sowohl an den N- als
auch O-Positionen der DNA-Basen erfolgen. Beispiele fur ,bulky adducts“-induzierende
Alkylantien sowie die hauptsachlich gebildeten DNA-Addukte sind in Tab. 1 aufgefihrt.
Folge dieser Addukt-Bildung ist eine massive Distorsion der DNA-Struktur, was wiederum
zur Storung normaler zellularer Funktionen, wie Transkription und Replikation fahrt
[Friedberg et al., 1995]. Die Reparatur dieser Addukte erfolgt mittels Nucleotid Excision
Repair (NER) (vgl. 3.2.6.1) [Friedberg et al., 2001 (rev.)]. Da diese Reparatur allerdings
im Vergleich zu anderen Reparaturmechanismen (z.B. BER; 3.2.4.2) relativ langsam ist
[Braithwaite et al., 1998], erhdht sich das Risiko der Persistenz dieser DNA-Addukte und
folglich deren Mutagenitat [Suzuki et al., 2002].

Alkylantien DNA-Addukt
7, 12-Dimethyl-(benzo[a]anthracen) (DMBA) N%G; C:.-G
1-Naphtylamin (1-NA) 0°%-G
Alflatoxin B, (AFB,) N'-G
Benzo[a]pyren-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxid (BPDE) NG

Tab. 1: Beispiele fur ,bulky adducts“-induzierende Alkylantien

3.2.6.1. Nucleotid Excision Repair (NER)

An der Nucleotid Excision Repair (Nukleotidausschneidereparatur; NER) sind ca. 30 Pro-
teine beteiligt. Sie wird untergliedert in die beiden Wege globale Genom-Reparatur
(GGR) und Transkriptions-gekoppelte Reparatur (TCR). GGR ist grof3tenteils Transkripti-

ons-unabhangig und entfernt Lasionen von der nicht-transkribierten Doméne des Ge-
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noms und dem nicht-transkribierten Strang der transkribierten Region [Christmann et al.,
2003 (rev.)]. TCR entfernt verschiedene RNA-Polymerase-blockierende DNA-Schaden
vom transkribierten Strang des aktiven Gens. Mit Ausnahme von XPC-hHR23B werden
alle Gene, die an der NER beteiligt sind, auch fur die TCR ben6étigt. Dariiber hinaus greift
die TCR auf zusatzliche Gene zurick, z.B. auf CSA und CSB, die in der GGR nicht erfor-
derlich sind. Wahrend die Doppelinzisions- und Reparaturschritte der TCR vermutlich
denen der GGR gleichen, erfolgt die initiale Schadenserkennung bei TCR durch eine blo-
ckierte RNA-Polymerase [Scharer, 2003].

Im Gegensatz zur TCR ist die GGR detailliert untersucht. Sie verlauft wie in Abb. 11 dar-

gestellt.
/ .bulky adduct”
I TT T T IV I T O T T, o o TTTTTTTTTT07T
Initiale
Schadenserkennung +
I NI ENE NN
Binden von TFIIH +
Offnen der Helix

EEENEENNNEEENEEEN

Offnen der Helix
Schadensverifizierung *

Reparatursythese

Ligation f“, ............. e

J!IJ!‘JJlI||IJIJJ||I|-|.-|||||||||I I

Abb. 11: Mechanismus der GGR der Nucleotid Excision Repair (NER) [Schérer, 2003]
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Zunachst identifizieren die Komplexe XPC-HR23B und RPA-XPA den DNA-Schaden.
Nach Erkennung des Schadens bindet der Transkriptionsfaktor TFIIH, der aus sieben
verschiedenen Proteinen (u. a. XPB, XPD) besteht, an die Position der DNA-L&sion.
TFIIH besitzt eine DNA-Helikase-Aktivitat und ist fiir die Entwindung der DNA (Offnen der
Helix) im Umfeld des DNA-Schadens verantwortlich. Nach Bildung dieses offenen Kom-
plexes erfolgt das Herausschneiden des DNA-Schadens Uber eine Doppelinzision an
festgesetzten Positionen in Nachbarschaft zur DNA-L&sion. Die Reparatursynthese ver-
l&uft anschlieend unter Beteiligung von Pol & und Pol €. Eine DNA-Ligase | versiegelt
den reparierten DNA-Strang und schlie3t die Reparatur ab [Christmann et al., 2003

(rev.)].

3.3. Mutationen

Mutationen sind genetische Veranderungen der DNA-Sequenz. Zu unterscheiden sind

drei Arten von Mutationen:

) Genom-Mutationen (numerische Anderung des Chromosomensatzes)
1)) Chromosomen-Mutationen (Veranderungen von Form und Struktur von
Chromosomen)

1)) Gen- oder Punktmutationen (Intragenetische Mutationen)

Genmutationen sind stoffliche Anderungen eines Gens, die auf die Tochterzelle libertra-
gen werden. Punktmutationen liegen dann vor, wenn die Anderung nur ein einziges Ba-
senpaar betrifft [Eisenbrand & Metzler, 2005].

3.3.1. Genmutationen

3.3.1.1. Basenpaar-Substitutions-Mutation

Im Verlauf dieser am haufigsten auftretenden Genmutation wird die genetische Informati-
on dadurch geandert, dass ein urspriingliches Nukleotid eines Triplett-Codons durch ein
anderes ersetzt wird. Es kann sich hierbei entweder um eine ,Missense“-Mutation (sinn-
verandernde Mutation), also dem Austausch einer Aminosaure bei der Translation han-
deln, oder um eine ,Nonsense“-Mutation (sinnentstellende Mutation), bei der ein Stop-
Codon entsteht. AuBBerdem konnen ,Nonsense“-Mutationen in den Introns (nicht-
codierende Abschnitte der DNA) Fehler beim Splicing bewirken. Als Splicing wird ein
wichtiger Schritt der Weiterverarbeitung der RNA bezeichnet, der im Zellkern von Euka-
ryoten stattfindet und bei dem aus der pra-RNA die reife mRNA entsteht. Der Schritt ist

Teil der Proteinbiosynthese. Als dritte Mdglichkeit kann es sich auch um eine stille
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(stumme) Mutationen oder neutrale Mutationen handeln, bei der eine DNA-Base verén-
dert wurde, aber weiterhin die gleiche Aminoséaure kodiert wird.

Als Translation bezeichnet man den Ersatz eines Purin- bzw. Pyrimidin-Nukleotids durch
ein anderes. Unter Transversion versteht man den Austausch durch den jeweils anderen
DNA-Basen-Typ.

3.3.1.2. Basenpaar-Deletions-Mutation

Unter Deletion versteht man bei der Genmutation den Verlust eines oder mehrerer Ba-
senpaare. Sie fuhrt zur Verschiebung des Leserasters (frameshifts).

Man unterscheidet zwei Typen des Deletion:

) »out of frame“-Deletion: Es entsteht kein funktionsfahiges Protein
1)} in frame“-Deletion: Hierbei entsteht ein Protein mit Restfunktion, da das Leseras-

ter erhalten bleibt.

3.3.1.3. Basenpaar-Insertions-Mutation

Hierunter versteht man bei der Genmutation den Einbau von Sequenzen in die DNA.
Auch dies fuhrt zu einer Leserasterverschiebung (frameshifts), soweit nicht Triplett-

Codons eingebaut werden. Dieser Mutationstyp ist &uf3erst selten.

3.4. a,B-ungesattigte Carbonylverbindungen

3.4.1. Acrylamid

3.4.1.1. Verwendung und Vorkommen von Acrylamid

Acrylamid (2-Propenamid; AA) ist ein farb- und geruchloser, kristalliner Feststoff mit ei-
nem Schmelzpunkt von 84,5C. Es ist l6slich in Wass er, Aceton und Ethanol und wird

mittels Hydration aus Acrylonitril gebildet.
0
H,N
CH,

Abb. 12: Strukturformel von Acrylamid (2-Propenamid)
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AA findet Anwendung als Zementbinder sowie in der Herstellung von Polymeren und Ge-
len. Polyacrylamid-Polymere und Copolymere werden zur Papierherstellung, in der Tex-
tilindustrie sowie als Flockungsmittel in der Trink- und Abwasseraufbereitung verwendet.
In der Biochemie wird AA zur selektiven Modifizierung von SH-Gruppen in strukturellen
und funktionellen Proteinen verwendet. Polyacrylamid-Gele dienen der elektrophoreti-
schen Trennung von Proteinen und anderen Komponenten [Friedman, 2003].

Des Weiteren ist AA Bestandteil von Zigarettenrauch.

3.4.1.2. Acrylamid in Lebensmitteln

Die Entdeckung von AA als Bestandteil von erhitzten, starkehaltigen Lebensmitteln er-
folgte 2002 eher zufallig. Ursache war die Fehlanwendung eines Dichtungsmittels, in
dem AA offensichtlich unvollstandig polymerisiert vorlag, im Tunnelbau im schwedischen
Hallandsas (1997). In der Folge kam es durch eine starke Belastung des Grundwassers
mit monomerem AA zu Fischsterben sowie neurologischen Storungen bei Rindern, die
die Substanz Uber das Trinkwasser aufgenommen hatten. Eingehende Untersuchungen
der betroffenen Tunnelarbeiter auf Hamoglobin-Addukte mit AA ergaben, dass nicht nur
die exponierten Arbeiter eine deutliche Belastung aufwiesen, sondern auch in der aus
Nichtrauchern bestehenden, nicht beruflich exponierten Kontrollgruppe eine erhéhte AA-
Hintergrundbelastung festzustellen war [Bergmark et al., 1997; Tornqvist et al., 1998].
Eine Tierversuchsstudie an Ratten mit gebratenen Lebensmitteln sowie die Detektion von
deutlich geringeren AA-Hamoglobin-Addukten in Wildtieren fiihrte schlieRlich zur Uberle-
gung, dass AA mdglicherweise beim Erhitzen von Lebensmitteln entstehen kénnte [Tare-
ke et al., 2000].

In Untersuchungen zum Bildungsmechanismus von Acrylamid in Lebensmitteln konnte
folgende Reaktion ermittelt werden: Acrylamid entsteht in starkehaltigen Lebensmitteln
aus Asparagin bei Temperaturen tber 120C bei der nicht-enzymatischen Braunung
(Maillard Reaktion) [Mottram et al., 2002; Becalski et al., 2003].

N L {{1 A<

Asparagin Schiff'sche Base Acrylamid

Abb. 13: Bildungsmechanismus von Acrylamid [Zyzak et al., 2003]
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Hierbei interagiert die Aldehyd-Gruppe eines reduzierenden Zuckers (z. B. Glucose) tber
eine N-glykosidische Bindung mit der Aminosaure Asparagin. Die hieraus entstehende
Schiff’'sche Base wird beim Erhitzen in Acrylamid Uberfuhrt [Stadler et al., 2002]. Durch
massenspektroskopische Untersuchung konnte gezeigt werden, dass die drei C-Atome
sowie das N-Atom von Acrylamid aus der Aminosaure Asparagin stammen [Zyzak, 2003,
Yaylayan et al., 2003].

Zyzak et al. [2003] identifizierten 3-Amino-Propionamid (3-APA) als Zwischenprodukt der
der Bildung von AA aus Asparagin. Modellversuche mit 3-Aminopropionamid zeigten die
thermische Bildung von Acrylamid in hoher Ausbeute durch Eliminierung von Ammoniak
(Abb. 14). Mit einer Methode zur quantitativen Bestimmung von 3-Aminopropionamid
wurde erstmalig diese Verbindung in Lebensmitteln nachgewiesen und deren Gehalt be-
stimmt. Weiter konnte gezeigt werden, dass 3-Aminopropionamid sowohl biochemisch
als auch thermisch gebildet werden kann. Die biochemische Bildung erfolgt durch enzy-
matische Decarboxylierung von Asparagin, die thermische Bildung entweder Uber den

"Amadori-Weg" oder Uber den Strecker-Abbau von Asparagin [Granvogl et al., 2004].

0
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Acrylamid

Abb. 14: mdglicher Bildungsmechanismus von AA aus 3-APA

Die Acrylamid-Gehalte variieren innerhalb der verschiedenen Arten von belasteten Le-

bensmitteln stark [BMVEL, 2002]. In Tab. 2 sind einige ausgewahlte Gehalte dargestellt.

untépszli:hr:ter Range Median
Warengruppe Produkte [AA in pg/kg] [AA in pg/kg]
Backwaren aus Mirbeteig 143 5-1458 118
Kaffee (gerdstet) 167 101-935 268
Kartoffelchips 159 5-4215 363
Knéckebrot 93 5-1715 276
Pommes frites 388 5-2310 212
Lebkuchen 449 5-6141 233

Tab. 2 : Acrylamid Gehalte in Lebensmitteln [pug/kg] [BVL, 2005]
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3.4.1.2.1. Expositionsabschéatzung

Fur Nichtraucher und beruflich nicht-exponierte Personen erfolgt die Exposition mit AA
hauptséachlich Gber die Nahrung.

Auf der Grundlage durchschnittlicher Aufnahmemengen an AA-haltiger Nahrung lasst
sich eine tagliche Aufnahme von 0,4-0,9 pg/kg KG/Tag kalkulieren [Dybing et al., 2005].
Neben der Expositionsabschatzung auf der Basis von Lebensmittel-Belastung und
-Konsum besteht des Weiteren die Mdglichkeit der Biomarker-gestiitzten Abschatzung
der Exposition. So leiteten Tareke et al. [2002] aus AA-Hamoglobin-Addukten als Bio-
marker eine humane Exposition von 1,7 pg/kg KG/Tag. Die dreifache Erh6hung des Ex-
positionswertes liegt moglicherweise an der in dieser Studie vergleichsweise geringen
Kohortengrofe.

Die AA-Exposition durch Lebensmittel ist vermutlich bei Kindern und Jugendlichen hdher
als bei Erwachsenen. Hierfur verantwortlich sind neben den unterschiedlichen Ernah-
rungsgewohnheiten vor allem das geringere Korpergewicht und das damit verbundene
erhdhte Verhaltnis an Aufnahme pro kg KG/Tag [BfR, 2003].

3.4.1.3. Toxikokinetik von Acrylamid

3.4.1.3.1. Aufnahme und Verteilung

Die Aufnahme von AA in den Organismus erfolgt entweder nach Aufnahme AA-haltiger
Lebensmittel Giber den Gastrointestinal-Trakt oder bei beruflich exponierten Personen o-
ral, dermal oder inhalativ.

Anhand von verschiedenen Tierversuchsstudien lasst sich eine schnelle Absorption und
Verteilung von AA im Organismus vermuten. In einer von Miller et al. [1982] durchgefihr-
ten Studie an Fischer-344 Ratten wurden nach oraler Gabe von 10 mg/kg KG *C-
markiertem AA innerhalb eines Tages ca. 90% der eingesetzten Dosis in verschieden
Organen, Geweben und Kérperfliissigkeiten gefunden. Die héchsten Gehalte an **C-AA
wurden in Muskulatur (48% der Dosis), Haut (15% der Dosis) und im Vollblut (12% der
Dosis) nachgewiesen. Wahrend AA im Plasma innerhalb weniger Stunden abgebaut
wird, bleibt der Gehalt im Vollblut stabil. Miller et al. begriinden dies mit der méglicher-
weise effektiven Bindung von AA an Hamoglobin oder andere nukleophile Blutbestandtei-
le in den Erythrozyten. Ahnliche Ergebnisse lieferten auch Fitterungsstudien an Spra-

gue-Dawley Ratten [Kadry et al., 1999], Hunden und Minischweinen [Ikeda et al., 1987].
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3.4.1.3.2. Metabolismus von Acrylamid

In einer Funktionalisierungsreaktion (Phase | Metabolismus) wird AA durch CYP450-
haltige Monooxygenasen zu Glycidamid (2,3-Epoxypropanamid; GA) epoxidiert [Calle-
man et al., 1990; Sumner et al., 1992]. In einer Futterungsstudie mit ['**C]-AA an CYP450
2E1-null- und Wildtyp-Mause wiesen Sumner et al. [1999] CYP450 2E1 als hauptsachlich
verantwortliches Isoenzym nach. Das Auftreten von GA gegenuber AA erfolgt im Plasma

daher zeitversetzt [Barber et al., 2001].

Phase |
(Funktionalisierung) o
CYP450 2E1 | |
— H,N
Sumner et al., 1999
o
Glycidamid NH3+ o
Phase I
-0 NH 0
(Detoxifizierung) NH/Y
GST-vermittelte o o} o-

Konjugation mit GSH
Glutathion (GSH)

OY\/SG OY\(SG o
NH, NH; OH mH

AA-GSH-Addukt isomerische GA-GSH-Addukte

Abb. 15: Phase I- und II-Metabolismus von AA

Der hauptsachliche Weg der Entgiftung von AA und GA ist die Glutathion-S-Transferase
(GST)-vermittelte Kopplung an Glutathion (y-Glutamylcysteinglycin; GSH) [Hashimoto et
al., 1988; Odland et al., 1994]. GSH ist ein verbreitetes Tripeptid und nimmt direkt oder
indirekt Einfluss auf verschiedene biologische Prozesse und spielt besonders bei der De-
toxifizierung von Fremdstoffen eine wichtige Rolle. Die Bildung von GSH erfolgt aus L-
Glutamat katalysiert durch die Enzyme y-Glutamylcystein-Synthetase und GSH-
Synthetase [Meister et al., 1983].

Die Detoxifizierung von AA und GA mittels GSH-Konjugation verlauft berwiegend in Le-
ber, Niere, Gehirn und den Erythrozyten [Dixit et al., 1982]. Beiswanger et al. [1993] de-
tektierten eine Depletion von GSH durch AA auf 60% im Vergleich zur Kontrolle nach
einmaliger Gabe von AA (100 mg/kg) an Ratten. Im zellfreien System bei 37<C depletiert
AA (100 mM) GSH (3 mM) nahezu vollstandig innerhalb weniger als 1h. Die Geschwin-

-1

digkeitskonstante 2. Ordnung konnte auf 0,021 M™s™ abgeleitet werden [Tong et al.,

2004].
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Nach der Konjugation von AA und GA mit GSH werden Mercaptursauren gebildet, die

wiederum mit dem Urin ausgeschieden werden (s. 3.4.1.3.4).

3.4.1.3.3. Interaktion mit Makromolekilen

AA und sein Metabolit GA sind beide in der Lage, mit verschiedenen Makromolekilen zu
interagieren. Abb. 16 zeigt die gebildeten Addukte nach Interaktion mit Amino- und Thiol-
Gruppen zu Hamoglobin- und Protein-Addukten sowie die durch GA induzierten DNA-
Addukte. Die Reaktivitdt von AA gegeniber der DNA ist im Vergleich zu GA ca. 100-
1000-fach geringer [Friedman, 2003].
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Abb. 16: Interaktion von AA und GA mit Makromolekilen

) Interaktion mit der DNA

Gegenuber DNA-Basen verhalt sich AA wesentlich reaktionstrager als GA [Friedman,
2003]. So konnten Solomon et al. [1985] zwar Addukte von AA mit 2’-Desoxynukleosiden
(N°-dAde, N3-dCyt, N*- und N’-dGua) in-vitro nachweisen, dies allerdings erst nach Inku-
bationszeiten von 40 Tagen. Bei der Reaktion von GA mit 2’-Desoxyguanosin wurde das
N’-(2-carbamoyl-2-hydroxyethyl)-guanin (N’-G) als dominierendes Addukt in-vitro identi-
fiziert [Segerback et al., 1995]. Zusétzlich zu den Addukten am N’-G (72%) reagiert GA
mit der DNA zum N3-(2-carbamoyl-2-hydroxyethyl)-adenin (N3-A) (12%) und N*-(2-
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carbamoyl-2-hydroxyethyl)-adenin (N*-A) (<1%) in-vitro [Gamboa da Costa et al., 2003].
Backman et al. [2004] identifizierten im zellfreien System ein Addukt von GA mit Thymin
N3-(2-carbamoyl-2-hydroxyethyl)-thymidin (N*-GA-dThd) sowie drei Addukte mit Cytidin.
Hierbei wurden zwei Addukte als Diastereomere von N°3-(2-carboxy-2-hydroxyethyl)-
cytidin (N>-GA-Cyd-1 und N®-GA-Cyd-2) identifiziert. Als weiteres Addukt wurde N°-(2-
carboxy-2-hydroxyethyl)-uridin (N*-GA-Urd) nachgewiesen.

Die Entstehung der Addukte an Guanin und Adenin konnte in-vivo bestéatigt werden.
Nach i. p. Verabreichung von [**C]-markiertem AA an Ratten und Mause wurde N’-G als
hauptséchliches Addukt gefunden [Segerback et al., 1995]. Die ferner beobachtete
gleichmaRige Verteilung in verschiedenen Organen der Ratten lasst auf eine gute Vertei-
lung von GA im Organismus schlief3en. In adulten, mannlichen C3H/HeNMTV- und weib-
lichen C57B1/CN-Mausen fanden Gamboa Da Costa et al. [2003] nach einmaliger Appli-
kation (i.p.) in den untersuchten Organen Leber, Lunge und Niere vergleichbar hohe Ad-
dukt-Level (N’-G und N3-A). Ebenfalls wurde festgestellt, dass das N’-G zu einem etwa
100-fachen Uberschuss im Vergleich zu N3-A gebildet wird. Doerge et al. [2005] identifi-
zierten nach einmaliger oraler Gabe von AA (50 mg/kg) oder wiederholter Dosis (1
mg/kg/Tag) an Mause und Ratten das oben beschriebene Addukt-Spektrum. Ahnliche
Ergebnisse erhielten auch Maniere et al. [2005] nach einmaliger Gabe von AA (18, 36
oder 54 mg/kg KG) an Ratten. Zudem wurde eine relativ gleichméaflige Verteilung der

Addukte in den untersuchten Organen Gehirn, Testes und Leber festgestellt.

1)) Interaktion mit Hamoglobin

Sowohl AA als auch GA interagieren mit nukleophilen Seitenketten von Proteinen oder
Hamoglobin (Hb). Der Nachweis dieser Addukte findet insbesondere aufgrund der langen
Lebensdauer von Hb in den Erythrozyten (ca. 120 Tage im Menschen) Anwendung als
Expositionsbiomarker. Die erhaltenen Hb-Addukt-Levels bieten eine Grundlage fir toxi-
kokinetische Berechnungen sowie Kalkulationen Uber Aufnahme und Blutkonzentration.
Anwendung findet die Methode u. a. zum Nachweis der Arbeitsplatzexposition [Berg-
mark, 1993 & 1997; Calleman, 1994, Licea-Perez et al., 1999; Hagmar et al., 2001; Kjuus
et al., 2004; Paulsson et al., 2005] und lieferte erste Hinweise auf die Bildung von AA in
erhitzten Lebensmitteln durch Verwendung in einer Fitterungsstudie mit gerosteten Le-
bensmitteln an Ratten [Tareke et al., 2000 und 2002].

Calleman et al. [1990] konnten sowohl in-vivo an Ratten als auch in-vitro die Reaktion
von AA und GA mit der stark nukleophilen Thiolgruppe von Cystein im Hamoglobin und
die damit verbundene Bildung von Acrylamid- bzw. Glycidamid-Cystein-Addukten (AA-
Cys-Hb; GA-Cys-Hb) nachweisen. Hierbei ist die Affinitat von AA gegeniiber Hb etwa

dreifach hoher als die von GA und verlauft im Gegensatz zu GA in Abhéngigkeit zur Do-
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sis linear [Bergmark et al., 1991]. Cystein im Hb von Ratten besitzt gegentiber Elektrophi-
len eine etwa 2-fach hohere Reaktivitat als humanes Cystein [Torngvist et al., 2002]. Zum
Nachweis der Reaktivitdt von AA und GA gegeniber Hb in humanem Vollblut eignet sich
daher eher der Nachweis der Bildung von Hb-Addukten am N-terminalen Valin.

In diesem Zusammenhang gelang Bergmark et al. [1993] eine Vereinfachung und Steige-
rung der Sensitivitdt im Nachweis von Hb-Addukten in Humanblut durch Verwendung des
Edman-Abbaus. Hiermit konnte die Interaktion von AA und GA mit der terminalen Ami-
nogruppe des endstandigen Valins im Hamoglobin und die Bildung entsprechender Hb-
Addukte (AA-Val-Hb; GA-Val-Hb) in AA-exponierten Arbeitern gezeigt werden. Des Wei-
teren konnten in verschiedenen Tierversuchsstudien zum Metabolismus von AA ebenfalls
AA-Val-Hb- und GA-Val-Hb-Addukte detektiert werden [Paulsson et al., 2002; Sumner et
al., 2003; Fennell et al., 2003].

Aus verschiedenen Studien ergibt sich ein humaner Hintergrundgehalt an AA-Val-Hb fir
Nichtraucher von ca. 30 pmol/g Hb (Dybing et al., 2005 (rev.)]. Bergmark et al. [1993]
fanden ein Addukt-Verhaltnis von AA-/GA-Val-Hb von 1:1. Unter der Annahme, dass AA
mit der Aminogruppe des Valins ca. dreimal langsamer reagiert als GA, kann eine Um-
setzungsrate von ca. 30% fir GA angenommen werden. Vesper et al. [2006] bestimmten
ein ahnliches Addukt-Verhaltnis von 129 pmol/g Hb AA-Val-Hb zu 97 pmol/g Hb GA-Val-
Hb.

3.4.1.3.4. Ausscheidung

In Studien an Ratten wurde die Halbwertszeit von AA mit 1,4-1,9 h bestimmt [Miller et al.,
1982; Crofton et al., 1996]. Ein geringer Anteil wurde nach mehreren Wochen in Blut und
Gewebe nachgewiesen [ldeka et al., 1987].

Die Ergebnisse verschiedener Fitterungsstudien zeigen, dass die Ausscheidung Uber
den Urin den Hauptweg der Elimination von Acrylamid darstellt (ca. 55-70% der einge-
setzten Dosis). Ca. 6% der eingesetzten Dosen wurden im Faces wieder gefunden [Miller
et al., 1982; lkeda et al., 1987; Sumner et al., 2003]. Die Ausscheidung von AA erfolgt
zweiphasig. In der ersten Phase werden AA und AA-Metabolite bereits nach ca. 5 h aus-
geschieden; die zweite Phase nach ca. 8 Tagen umfasst Protein-Addukte und AA-Depots
in den Geweben [Miller et al., 1982].

AA ist in der Lage, die Placenta-Schranke von Ratten, Mausen, Hasen, Hunden und
Schweinen zu Uberwinden [Calleman, 1996] und kann bereits 24 h nach oraler Gabe an
trachtige Mause im Fotus nachgewiesen werden [Marlowe et al., 1986]. Des Weiteren
konnte an mannlichen Mausen eine Akkumulation im Fortpflanzungstrakt gezeigt werden
[Marlowe et al., 1986].
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Nach Interaktion von AA und GA mit Glutathion (GSH) entstehen Mercaptursauren, die
mit dem Urin ausgeschieden werden. Als Hauptmetabolit wurde das aus AA hervorge-
hende N-Acetyl-S-(2-aminocarbonylethyl)-cystein (Ac-AA-Cys) in Fisher-344 Ratten und
B6C3F; Mausen identifiziert (67 resp. 41% des Metabolitengehaltes) [Miller et al., 1982;
Sumner et al., 1992]. Da GSH an die C-Atome 2 und 3 von GA binden kann, sind zwei
GA-Mercaptursauren formulierbar. In Fisher-344 Ratten und B6C3F; Mausen wurden N-
Acetyl-S-(2-aminocarbony-2-hydroxylethyl)-cystein (Ac-3GA-Cys) mit einem Gehalt von
16 resp. 9% und N-Acetyl-S-(1-aminocarbony-2-hydroxylethyl)-cystein (Ac-2GA-Cys) (21
resp. 12%) nachgewiesen [Sumner et al., 1992]. Des Weitern konnte gezeigt werden,
dass auch unverandertes GA (6 resp. 17%) und AA (<2%) sowie Glyceramid (GD) (<5%)
mit dem Urin der untersuchten Ratten und Mause ausgeschieden werden [Miller et al.,
1982; Sumner et al., 1992]. Die Bildung dieser Derivate ist in Abb. 17 dargestellt.

In einer weiteren Studie detektierten Sumner et al. [1997] nach wiederholter oraler Gabe
(5 Tage) von C-AA an M&use eine Zunahme der Mercaptursaure-Ausscheidung im
Vergleich zu den nach einmaliger Gabe erhaltenen Raten. Daraus schloss man eine ge-
steigerte GSH-Neusynthese oder GST-Aktivitat durch mehrfache Applikation.

Ein Vergleich der Applikationswege oral, i. p., dermal und inhalativ von **C-AA an Ratten
und Mause bestatigte die Ausscheidung tber den Urin als Hauptweg der Elimination
(Ratte: i. p. 62% und oral 53% der Dosis; dermal 44% der absorbierten Dosis; inhalativ
31% der eingesetzten Radioaktivitat/ Mause: inhalativ 27% der eingesetzten Radioaktivi-
tat) [Sumner et al., 2003]. Unabhéngig von der Applikationsart spielt die Ausscheidung
Uber den Faces eine untergeordnete Rolle (<5%). Nach inhalativer und dermaler Applika-
tion ist jedoch nach 24 h der grofite Anteil der dermal absorbierten (53%) oder inhalierten

(46%) Dosis an *C-AA in den Geweben oder Organen nachweisbar.
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Auch in verschiedenen Humanstudien wurde die Bildung von AA- und GA-
Mercaptursauren nachgewiesen. In einer Studie an AA-exponierten Arbeitern fand man
S-(2-Carboxyethyl)-cystein im Urin [Calleman et al., 1994]. Fennell et al. [2005] zeigten,
dass nach oraler Gabe von 0,5-3 mg/kg KG AA 86% der im Urin nachgewiesenen Mer-
captursauren auf vorherige GSH-Konjugation von AA und GA zurickzufihren sind. Zu-
satzlich zu den bereits im Tierversuch detektierten Mercaptursduren zeigten Fennell et al.
[2005] die Bildung von N-Acetyl-S-(3-amino-3-oxopropyl)-cystein-S-oxid (14% des Gehal-
tes an Metaboliten).

Der Vergleich des Urins von Rauchern und Nichtrauchern lieferte fur erstere vierfach ho-
here Werte fir Ac-AA-Cys und Ac-3GA-Cys (127 pg/l:29 pg/l (Ac-AA-Cys) und
19ug/l:5ug/l (Ac-3GA-Cys)) [Boettcher et al., 2005a]. In einer weiteren Untersuchung
wurde der Hintergrundgehalt von nicht beruflich oder durch Rauchen exponierten Pro-
banden an Ac-AA-Cys und Ac-3GA-Cys auf 5-338 ug/L Ac-AA-Cys resp. <LOD-45 pg/L
Ac-3GA-Cys bestimmt [Boettcher et al., 2005b]. Die Ausscheidung von AA- und GA-
Mercaptursduren verlauft in zwei Phasen. Nach einmaliger Gabe von d*-AA (13pg/kg
KG) uber das Trinkwasser an Probanden wurde 8-18 h nach Applikation zunachst Ac-
AA-Cys, und nach 22 h- mehrere Tage Ac-3GA-Cys im Urin nachgewiesen. In Uberein-
stimmung mit Rattenstudien konnte nach 24 h 51% der eingesetzten Dosis im Urin als
Mercaptursaure-Derivat wieder gefunden werden. Auch hier erwies sich Ac-AA-Cys als
Hauptmetabolit [Boettcher et al., 2006].

Fuhr et al. [2006] untersuchten die Bildung von AA- und GA-Mercaptursauren nach Auf-
nahme von AA durch die Nahrung (0,94 mg AA). Die Untersuchungen zeigten, dass die
Dosis grolitenteils absorbiert wird. Im Urin wurden sowohl die durch Boettcher et al.
[2005] beschriebenen Mercaptursauren, als auch freies AA, allerdings kein GA nachge-
wiesen. Die Gehalte an GA-Mercaptursauren lagen quantitativ etwa 2-fach unterhalb der
in Ratten gemessenen Werte sowie 4-fach tiefer als in Mausen. Insgesamt fanden sich
nach 72 h ca. 60% der eingesetzten Dosis im Urin wieder. Auch hier fand die Ausschei-
dung in mehreren Phasen statt.

Die Ausscheidung von N-Acetyl-S-(2-aminocarbonylethyl)-cystein als hauptsachlichem
Metaboliten lasst grundsatzlich vermuten, dass die Detoxifizierung gemeinsam mit der E-
limination von unverandertem AA, effizienter als die Bildung des reaktiven Metaboliten
GA stattfindet.
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3.4.1.4. Toxikologie von Acrylamid

3.4.1.4.1. Neurotoxizitat

Die Neurotoxizitat von AA konnte in Studien an beruflich exponierten Personen nachge-
wiesen werden. Als Symptome wurden Muskelschwéache der Beine, Verlust von Tastsinn
und Schmerzempfinden sowie Taubheit von Handen und Fissen festgestellt. Eine lange-
re Exposition mit AA fuhrte zu schwerwiegenderen Symptomen, einschlief3lich cerebraler
Dysfunktionen gefolgt von peripherer Neuropathie [Calleman et al., 1994; Crofton et al.,
1996; Hagmar et al., 2001].

Nach Applikation von subakuten bzw. subchronischen Dosen an Ratten kam es in beiden
verwendeten Dosisgruppen zu Schwéache und Ataxie der Hinterlaufe (Koordinationssto-
rung von Muskelbewegungen) [Barber et al., 2001].

Anhand von histopathologischen Untersuchungen an Ratten konnte gezeigt werden,
dass AA in verschiedenen Dosierungen zunédchst die Nervenendigungen in verschiede-
nen Gehirn- und Rickenmarksregionen beeintrachtigt und in der Folge das gesamte A-
xon schadigt. Zusatzlich konnten Schadigungen der Synapsen von Peripherem und Zent-
ralem Nervensystem sowie der Purkinje Zellen des Kortex nachgewiesen werden [Leh-
ning et al., 2002a und 2002b].

Costa et al. [1992; 1995] konnten anhand verschiedener neurologischer Tests zeigen,
dass GA nahezu keine neurotoxischen Effekte besitzt, sondern vielmehr die in Ratten
beobachteten Storungen auf AA zurlckzufiihren sind.

Der Mechanismus der Neurotoxikologie von AA wird bislang auf zwei verschiedenen
Hypothesen begriindet: Inhibition des Kinase-basierenden Axon-Transports oder direkte
Inhibition der Neurotransmission [Friedman, 2003 (rev.)].

Der aus Rattenstudien abgeleitete NOAEL (No Observed Adverse Effect Level) fur AA
von 0,5 mg/kg KG/Tag [Friedman et al., 1995] wird von der WHO [2002] auch auf Grund-

lage weiterer Studien an Versuchstieren und Mensch als ausreichend angesehen.

3.4.1.4.2. Reproduktionstoxizitat

Die Reproduktionstoxizitat von AA konnte in verschiedenen Ein- und Zwei-Generationen-
Studien an Ratten nachgewiesen werden. Hierbei zeigten sich nach oraler Applikation
von AA Uber das Trinkwasser eine verringerte Anzahl der Nachkommen und hohe Abort-
rate bei behandelten und unbehandelten Weibchen, die mit behandelten Mannchen ge-
paart worden waren. Des Weiteren konnte in behandelten Mannchen eine signifikant ver-
ringerte Spermienzahl und -qualitat festgestellt werden. Ferner waren Geburtsgewicht

und Gewichtszunahme der Nachkommen negativ beeinflusst, wobei ungeklart ist, ob dies
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auf die Exposition im Uterus oder wahrend der Laktation zurlickzufuhren ist [NICNAS,
2002].

Auch GA konnte als reproduktionstoxisch identifiziert werden. In einer Studie von Costa
et al. [1992] an Ratten induzierte GA eine Gewichtsabnahme der Nebenhoden und hatte
Einfluss auf Spermienanzahl und -viabilitat.

Die Bedeutung von AA und GA auf Fertilitat, Nachkommenentwicklung und Stillperiode
beim Menschen ist bislang noch nicht nachgewiesen [NICNAS, 2002].

Der NOAEL fir die Reproduktionstoxizitat von AA liegt hach Angaben der WHO [2002]
bei 2 mg/kg KG/ Tag.

3.4.1.4.3. Genotoxizitat und Mutagenitat

Die Genotoxizitat und Mutagenitat von AA und GA ist in verschiedenen Studien unter-

sucht worden.

) Genotoxizitat und Mutagenitat in-vitro

AA induziert Chromosomen-Aberrationen in somatischen Zellen und Keimzellen [Adler et
al., 1990; Pacchierotti et al., 1994]. In-vitro induziert AA Mikrokerne im Knochenmark und
der Mils von Mausen [Adler et al., 1988; Backer et al., 1989] sowie in den Spermatiden
von Ratten [Lahdetie et al., 1994] und Mausen, worin die Mikrokerne als zentromer-
positiv identifiziert werden konnten [Collins et al., 1992]. In humanem Vollblut in-vitro in-
duzieren weder AA noch GA Mikrokerne in Lymphozyten [Baum et al., 2005b].

Im UDS Assay (,unscheduled DNA synthesis assay”) in Rattenhepatozyten ist AA nur ge-
ring aktiv, GA inaktiv [Barfknecht et al., 1988]. Ferner induziert AA Schwester-Chromatid-
Austausch-Ereignisse (SCE) in der Milz von M&usen [Backer et al., 1989] und in V79H3
Zellen des Chinesischen Hamsters [Tsuda et al., 1993].

AA induziert DNA-Schaden in Bacillus subtilis [Tsuda et al., 1993] und humanen, isolier-
ten Lymphozyten [Blasiak et al., 2004].

In Salmonella typhimurium (TA98, TA100, TA1535, TA1537), E. coli [Tsuda et al., 1993]
und Klebsiella pneumoniae [Knaap et al., 1988] ist AA nicht mutagen. Im Gegensatz da-
zu, zeigt GA positive Ergebnisse in Salmonella typhimurium TA100 und TA1535, ist al-
lerdings in Klebsiella pneumoniae wie AA negativ [Dearfield et al., 1995].

AA induziert Mutationen am tk (Thymidin-Kinase)- und hPRT (Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase)-Gen in Lymphomzellen (L5178Y/TK+/-) der Maus [Moore et
al., 1987; Dearfield et al., 1995]. Allerdings wurden keine Mutationen am hPRT-Locus in
V79H3 Zellen des Chinesischen Hamsters nachgewiesen [Tsuda et al., 1993]. AA ist

deutlich mutagen in transgenen embryonalen fibroblastoiden Zellen der Maus, wobei
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hauptséchlich G — C Transversionen und A — G Transitionen nachgewiesen wurden
[Besaratinia et al., 2003].

1)) Genotoxizitat und Mutagenitat in-vivo

Nach i. p. Applikation an Mause (bis 100 mg/kg KG/Tag) induziert AA Mikrokerne in den
Erythrozyten. Der beobachtete geringe DNA-Gehalt in den Mikrokernen lasst auf das
Fehlen ganzer Chromosomen, d.h. auf keinen aneugenen Effekt von AA schlieRen
[Abramsson-Zetterberg, 2003]. Des Weiteren erhoht AA die Anzahl der peripheren Mik-
rokerne in mannlichen CBA Mausen nach i. p. Gabe von AA [Paulsson et al., 2002]. In
den Knochenmark-Erythrozyten von Sprague-Dawley Ratten wurde dieser Effekt nicht
beobachtet [Paulsson et al., 2002]. Auch nach Applikation von GA an Mause und Ratten
zeigte sich eine Erhéhung der Mikrokernrate, was Paulsson et al. [2003] zum Schluss
fuhrte, dass GA als Metabolit von AA fir die Mikrokern-Induktion verantwortlich gewesen
sein musste.

Nach i. p. Applikation an CYP2E1-null-Mausen induziert AA keine Mikrokerne im Blut. Im
Gegensatz dazu ist die Mikrokernrate in Wildtyp-Mausen deutlich erhéht [Ghanayem, et
al., 2005a].

In somatischen Zellen induziert AA nach i. p. Applikation an Wildtyp-Mause DNA-
Schéden. Dies konnte in CYP2E1-null-M&usen nicht beobachtet werden [Ghanayem, et
al., 2005a].

Nach Gabe einer einmaligen Dosis AA (18-54 mg/kg KG/Tag) an Ratten wurde eine er-
hohte DNA-Migration mittels Einzelzell-Gelelektrophorese (Comet Assay) in Gehirn und
Testes festgestellt. Dahingegen war die DNA in der Leber, dem Knochenmark und der
Nebenniere nur gering geschadigt [Maniere et al., 2005].

Klaunig et al [2005] fanden in Fisher-344 Ratten, die mit AA (0, 2, oder 15 mg/kg
KG/Tag) fur 7, 14, oder 28 Tage behandelt wurden, eine Zunahme der DNA-Synthese in
Schilddrise, Hodenmesothelium und Nebennierenmark in allen eingesetzten Dosen und
Zeitpunkten. Des Weiteren zeigte sich in diesen Organen eine gesteigerte DNA-
Schadigung, die mittels Comet Assay detektiert wurde. Beide Effekte konnten in der Le-
ber nicht nachgewiesen werden.

In neugeborenen Mausen, die pranatal mit AA exponiert wurden, induziert AA Mutationen
[Neuhauser-Klaus et al., 1989]. Des Weiteren wurde die Induktion von Mutationen durch
AA in den Keimzellen von weiblichen Mausen, die mit Wildtyp-Mausen gepaart wurden,
allerdings nicht in solchen, die mit CYP2E1-null-Mausen gepaart wurden, gezeigt [Gha-
nayem et al., 2005b]. Dies beweist den Einfluss von CYP2E1 auf den Metabolismus von

AA und der damit verbundenen Bildung von GA.
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Nach Applikation von AA und GA (0-500 mg/l) tber das Trinkwasser an Big Blue Mause
wurde in den Lymphozyten eine erhdhte hPRT-Mutationsfrequenz festgestellt. Dies war
hautsachlich auf G:C — T:A Transversionen und -1/+1 Frameshifts zurtickzufiihren [Man-
janatha et al., 2006].

3.4.1.4.4. Kanzerogenitat

Die Kanzerogenitat von AA ist in verschiedenen Tier- und humanen Kohortenstudien un-
tersucht worden. Insgesamt wurden bisher zwei Langzeit-Studien an Fisher-344 Ratten
wurden und zwei Kurzzeit-Studien an Mausen durchgefihrt. Aktuell fihrt die FDA eine
weitere Kanzerogenitatsstudie in Ratten durch, deren Ergebnisse 2008 erwartet werden.
In einer Kurzzeit-Studie zur Initiation und Promotion von Hauttumoren an weiblichen
Sencar-Mausen fanden Bull et al. [1984a] in Tieren, die zusatzlich zu sechs Dosen AA
(12,5-50 mg/kg KG; i.p., p.o., dermal) eine einmalige Dosis des Tumorpromotors Tetra-
decanoylphorbolacetat (TPA) in Aceton erhalten hatten, die Initiation von Adenomen der
Haut. Nach i.p. Applikation von 1-30 mg/kg KG AA an mannliche und weibliche A/J-
Mause Uber einen Zeitraum von acht Wochen wurde die Initiation von Lungenadenomen
in beiden Geschlechtern gezeigt [Bull et al., 1984a]. Vergleichbare Resultate lieferte auch
eine Studie an ICR-Swiss Mausen (6,25-25 mg/kg KG AA) [Bull et al., 1984b].

1986 verdffentlichten Johnson et al. Ergebnisse einer Langzeittierstudie an mannlichen
und weiblichen Fisher-344 Ratten. Uber zwei Jahre war den Tieren AA (0-2 mg/kg
KG/Tag) Uber das Trinkwasser verabreicht wurden. Jeweils in der hdchsten Dosisgruppe
wurde eine leichte Gewichtsreduktion, eine deutlich erhdhte Mortalitdt wahrend der letz-
ten 4 Versuchsmonate sowie das Auftreten unspezifischer Tumore beobachtet.

In einer vergleichbaren Langzeittierstudie von Friedman et al. [1995] an mannlichen und
weiblichen Fisher-344 Ratten wurde diesen Uber das Trinkwasser AA (0-2 mg/kg KG/Tag
(Mannchen; 0-3 mg/kg KG/Tag (Weibchen)) verabreicht. Auch hier fand man eine erhéh-
te Mortalitat (M&nnchen ab 17. Monat; Weibchen im 24. Monat) in der jeweils hdchsten
Dosis-Gruppe.

In beiden Studien treten mit einer Inzidenz von 16 resp. 18%, fur Fisher-344 Ratten spe-
zifische [Friedman et al., 1999] Skrotum-Mesotheliome auf. Deren Entstehung beruht
maoglicherweise nicht auf der Induktion genotoxischer Effekte durch AA, sondern ist vor-
aussichtlich auf Verdnderungen des Hormonhaushaltes sowie die Beeinflussung hormo-
neller Wachstumsfaktoren durch AA zuriickzufuhren [Friedman et al., 1999]. Fir Skro-
tum-Mesotheliome kann daher ein NOEL (No Observable Effect Level) von 0.5 mg/kg

angegeben werden.
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Geschlecht & Dosis
Studie [mg/kg KG/Tag ] Tumoren

Johnson et al., 1986 30,5 Skrotum-Mesotheliome

Hyperplasie des harten Gaumens

32,0 Skrotum-Mesotheliome
Schilddriisen-Adenome
Nebennieren-Tumore

Hyperplasie des harten Gaumens

@20 Mammatumore
Uterus-Tumore

Adenome der klitoralen Drise
Tumore im ZNS
Schilddrisen-Adenome

Papillome an Gaumen, Lippe und Zunge

Friedman et al., 1995 32,0 Skrotum-Mesotheliome

Schilddrisen-Adenome

21,0 Mammatumore

@ 3,0 Mammatumore

Schilddriisen-Adenome

Tab. 3: AA-induzierte Tumorarten in mannlichen und weiblichen Fisher-344 Ratten

Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurde AA von der International Agency for Research
on Cancer (IARC) der WHO als Stoff, der beim Menschen wahrscheinlich kanzerogen ist
[IARC, 1994], eingestuft. Entsprechend dazu erfolget die Einstufung der Senatskommis-
sion zur Prufung gesundheitsschéadlicher Arbeitstoffe von AA als Stoff, der beim Men-

schen als kanzerogen anzusehen ist (Gruppe Il 2).

In verschiedenen Kohortenstudien an exponierten Arbeitern wurde die Kanzerogenitéat
von Acrylamid untersucht. In einer Studie von Sobel et al. [1986] wurden 371 Arbeiter
aus der AA-verarbeitenden Industrie Uber den Zeitraum von 24 Jahren (1955-1979) beo-
bachtet. Man fand erhéhte Tumorraten der Atemwege und des Gastrointestinal-Trakts.
Allerdings konnte kein eindeutiger Zusammenhang zwischen erhéhtem Krebsrisiko und
der AA-Exposition der Arbeiter festgestellt werden, da zusatzlich eine Aufnahme von an-

deren Kanzerogenen erfolgte. Auch in einer zweiten Studie an 8854 Arbeitern konnte ei-
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ne Erhdhung der Atemwegstumorrate festgestellt werden [Collins et al., 1992]. Diese
Studie wurde jedoch 1999 durch eine erneute Auswertung der Daten durch Marsh et al.
[1999] relativiert. Marsh et al. wiesen auf eine positive Korrelation zwischen kumulativ
auftretender Exposition mit AA und der Entstehung von Pankreas-Tumoren hin. Proble-
matisch an den vorliegende Studien sind insbesondere zwei Punkte: zum einen waren
lediglich ein Viertel der Arbeiter langer als 10 Jahre mit AA exponiert, zum zweiten war
die Exposition mit AA der Kohortenmehrheit im Vergleich zur Kontrolle zu gering.

In einer Zweitanalyse einer urspringlich von Augustsson [1999] durchgefuhrten Fall-
Kontroll-Studie an 591 schwedischen Patienten mit Tumoren an Dick- und Enddarm, Nie-
re und Blase (Korrelation von Krebs und heterozyklischen aromatischen Aminen) unter-
suchten Mucci et al. [2003] einen Zusammenhang zwischen der Aufnahme von AA durch
die Nahrung und dem Auftreten von Tumoren. Es zeigte sich kein kausaler Zusammen-
hang zwischen den genannten Tumoren und der Aufnahme von AA-haltigen Lebensmit-
teln. In einer Stellungnahme des Bundesinstituts fir Risikobewertung (BfR) [2003] wurde
die Studie allerdings aufgrund erheblicher Mangel kritisiert. Beispiele dafur waren u. a.
mangelhafte Protokollierung der Verzehrsgewohnheiten und unzureichende Berticksich-
tigung anderer Krebs-induzierender Faktoren (z.B. Rauchen).

Auch Pelucchi et al. [2003] untersuchten die Korrelation von AA-Aufnahme durch Le-
bensmittel und Krebs. Zu ihren Erndhrungsgewohnheiten befragt wurden Patienten mit
Tumoren in Mundhéhle und Rachen, Speiserdhre, Kehlkopf, Dick- und Enddarm, Brust
und Eierstocken. Auch hier konnte keine Assoziation zwischen AA-Aufnahme und dem
Auftreten der Tumore gefunden werden.

2004 werteten erneut Mucci et al. eine Fall-Kontroll-Studie von Lindblad [1997] zum Ein-
fluss der Erndhrung auf die Entstehung von Nierenkrebs aus. Auch hier wurde keine po-
sitive Korrelation zwischen AA-reicher Erndhrung und Nierenzellkrebs gefunden. Eben-
falls kein Zusammenhang konnte mit dem Auftreten von kolorektalen Tumoren bei Frau-

en gefunden werden [Mucci et al., 2006].
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3.4.2.  2-Alkenale (Acrolein und 2-Hexenal)

3.4.2.1. Vorkommen und Gehalte in Lebensmitteln

2
Acrolein 2-Hexenal

Abb. 18: Strukturformeln von Acrolein und 2-Hexenal

2-Alkenale kénnen als Zwischenprodukt der Maillard-Reaktion und beim Strecker-Abbau
von Aminosauren gebildet werden. Vornehmlich allerdings entstehen die Verbindungen
bei Zerstdrung der Zellstruktur in vielen pflanzlichen Geweben. Hierbei werden ungesat-
tigte Fettsauren durch Lipoxygenasen enzymatisch-oxidativ gespalten, die entstehenden
Fettsaurehydroperoxide werden weiter durch Lyasen abgebaut. Kurzkettige Vertreter, wie
z.B. Acrolein (Ac) kénnen auch bei Verbrennungs- und Erhitzungsprozessen entstehen.
Sie kommen daher nicht nur in Lebensmitteln (z.B. erhitzten Olen) vor, sondern sind u. a.

auch Bestandteil von Zigarettenrauch und Abgasen.

Das ,Blatteraldehyd” 2-Hexenal (Hex) kommt als natirliche Aromakomponente in Gehal-
ten von meist unter 100 mg/kg in Obst und Gemdise, wie Apfeln, Bananen, Gurken u. a.
vor [Drawert et al., 1973; Goélzer et al., 1996].

Acrolein wurde in Spirituosen und Rotwein sowie als Bestandteil von Friichten, wie bei-
spielsweise Himbeeren, Trauben und Erdbeeren und Gemisen, wie Kohl und Méhren in
teilweise sehr geringen Mengen (< 10 mg/kg) nachgewiesen. Des Weiteren kommt es in
tierischen Lebensmitteln, wie Fisch und Kase vor [Feron et al., 1991] und wird beim Er-
hitzen von Pflanzendlen auf tGber 240C gebildet [Fe ron et al., 1991; Collin et al., 1993].
Fur 2-Alkenale ist eine Expositionsabschatzung fur den Mensch aufgrund teils sehr un-
terschiedlicher Ernahrungsgewohnheiten schwierig. Kalkulationen liegen im Bereich von
1-13 mg/Person [Glaab et al., 2001]. Da die Verbindungen allerdings auch endogen im
Verlauf der Lipidperoxidation gebildet werden kénnen [Uchida et al., 1998], muss von ei-
ner permanenten Exposition mit 2-Alkenalen ausgegangen werden [Ghissassi et al.,
1995; Bartsch et al., 1999; Nair et al., 2000].

3.4.2.2. Biotransformation

Die Biotransformation von 2-Alkenalen erfolgt tiber die in Abb. 19 dargestellten Reakti-

onswege. Durch Aldehyddehydrogenasen (AIDH) werden 2-Alkenale zu Alkensauren o-
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xidiert. Durch anschliel3ende B-Oxidation werden kurzerkettigen Carbonsauren gebildet
[Schuhmacher et al., 1990]. Des Weiteren kann eine Alkoholdehydrogenase (ADH)-
vermittelte Reduktion zum entsprechenden Alkenol erfolgen. Durch direkte oder GST-
katalysierte Reaktion mit Glutathion (GSH), entweder direkt oder nach Epoxidierung,
kommt es zur Entgiftung, wobei das Glutathionkonjugat in die entsprechende Mercaptur-
saure Uberfuhrt, und diese dann mit dem Urin ausgeschieden wird [Schuhmacher, 1990;
Eisenbrand et al., 1995]. Hierbei lauft die enzym-katalysierte Interaktion mit GSH etwa
500-mal schneller ab, als die nicht-enzymatische [Schuhmacher, 1990; Eisenbrand et al.,
1995]. Fur Acrolein wurde gezeigt, dass die GST-Isoenzyme der P Familie die Umset-
zung mit GSH am starksten katalysieren [Berhane et al., 1990].
R\‘/\/O
SG

T GST/GSH

R/\/\OH ADH R/\/\O ﬂ R/\/COOH

-

l CYP 450
R
\v/\o
Abb. 19: Biotransformation von 2-Alkenalen

Die Umsetzung von Acrolein mit Rattenlebermikrosomen fiihrte durch Epoxidierung zur
Bildung von Glycidaldehyd [Patel et al., 1980], das von der IARC [1985] als kanzerogen

eingestuft worden ist.

3.4.2.3. Cytotoxizitat

Mit steigender Kettenlange (C5-C9) nimmt die Cytotoxizitat sowohl in Bakterien (Salmo-
nella typhimurium TA 104) [Marnett et al., 1985] als auch in Saugerzellen ab [Canonero
et al., 1990].

Im Gegensatz dazu nimmt die Cytotoxizitat in-vivo mit steigender Kettenlange (C3-C6)
zu. Daten zur akuten Toxizitat nach oraler Applikation an Maus und Ratte sind als LDs in

Tab. 4 angegeben.
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Substanz Organismus | oraler LD 5o [mg/kg] Referenz

Acrolein Ratte 46 IARC, 1985
Maus 28

2-Hexenal Ratte 850-1130 Gaunt et al., 1971
Maus 1550-1750 Moreno, 1973

Tab. 4: Daten zur akuten Toxizitat von Acrolein und 2-Hexenal

3.4.2.4. Genotoxizitat und Mutagenitat

Im Ames-Test ist Ac mutagen in Salmonella typhimurium TA 104 resp. TA 1535 [Hales,
1982; Marnett et al, 1985]. Das mutagene Potential in E. coli ist hingegen nur schwach
[Hemminki et al, 1980].

Acrolein induziert in-vitro Schwesterchromatid-Austausch-Ereignisse (SCE) [Au et al.,
1980] und DNA-Einzelstrangbrtiche [Grafstrom et al., 1986, 1988] in humanen Bronchia-
lepithelzellen. In Nukleotid-Excision-Repair (NER)-defizienten Fibroblasten ist Ac deutlich
mutagen [Curren et al., 1988].

2-Hexenal ist mutagen in Bakterien und V79 Saugerzellen, allerdings nur in relativ hohen,
teils cytotoxischen Konzentrationen [Marnett et al., 1985; Canonero, 1990; Eder et al.,
1993]. Wahrend eine Depletion von Glutathion bereits bei relativ niedrigen Konzentratio-
nen von 10-50 uM beobachtet wird [Glaab et al., 2001], erfolgt die Induktion von DNA-
Schéden erst bei deutlich h6heren Konzentrationen. In V79-Zellen und CaCo 2-Zellen
waren DNA-Schaden (Comet Assay) ab 150 uM, in primaren Rattenhepatozyten ab
200 pM detektierbar [Janzowski et al., 2000]. Eine erhdhte oxidative DNA-Schéadigung
wurde in V79 Saugerzellen ab 100 uM nachgewiesen [Glaab et al, 2000].

2-Hexenal erzeugt signifikant DNA-Schéaden in Kolonzellen der Ratte ab 400 pM. In pri-
maren Zellen der Magenschleimhaut der Ratte war 2-Hexenal nur schwach aktiv
(>800 pM). In humanen Kolonzellen erzeugte 2-Hexenal ab 400 pM DNA-Schaden [GoI-
zer et al., 1996; Janzowski et al., 2000].

Dittberner et al. [1995] zeigten eine dosisabhéngige Induktion von Schwesterchromatid-
Austausch-Ereignissen (SCE) und Mikrokernen in humanen Lymphozyten und Namalva
Zellen durch 2-Hexenal (5-250 pM).

3.4.25. Interaktion mit der DNA

2-Alkenale sind in der Lage, effektiv mit der DNA zu interagieren und Addukte zu bilden.
Bevorzugt findet diese Reaktion am Guanin statt. Fir Acrolein ist auch die Bindung an
Adenin beschrieben [Eder et al., 1993b; Gdlzer et al., 1996]. Abb. 20 zeigt die méglichen

Addukte von Acrolein und 2-Hexenal.
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DNA-Addukte der beiden hier untersuchten Substanzen sind in Tab. 5 angegeben.
OH O R (e}
N N
QJI\> QJI\>
R N \N N\ HO N \N N\
H drR : dR
1,2-Cyklisches-dG-Addukt (A) 1,2-Cyklisches-dG-Addukt (B)
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7,8-Cyklisches-dG-Addukt 1,N?,7,8-Bicyklisches-dG-Addukt
Abb. 20: dG-Addukte von 2-Alkenalen [Eder et al., 1993b]
1,2-cyklisches dG-Addukt . 27.8-
cyKliscnes ! 7,8-cyklisches . 1’N. 7.8
Substanz R dG-Addukt bicyklisches
A B dG-Addukt
Acrolein -H + + - +
2-Hexenal | -(CH,),-CH; + - + -

Tab. 5: dG-Addukte von Acrolein und 2-Hexenal
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3.5. Polyzyklische Aromatische Kohlenwasserstoffe ( PAK)

Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) sind formal mehrkernig konden-
sierte Ringsystem. Sie sind hochlipophil, in Wasser nahezu unldslich und gering fllichtig.
Die hauptsachliche Exposition mit PAK erfolgt am Arbeitsplatz dermal oder tber Inhalati-
on. Die durchschnittliche Bevolkerung nimmt PAK Uberwiegend Uber belastete Nah-
rungsmittel und in deutlich geringeren Mengen Uber das Trinkwasser auf [Scientific
Committee on Food (SCF), 2002hb].

PAK kommen als anthropogene Verunreinigungen in der Umwelt ubiquitar vor. Sie wer-
den bei der unvollstandigen Verbrennung (iiber 700C ) von organischem Material, insbe-
sondere von Holz, Kohle und Mineral6l gebildet und wurden daneben auch in Autoabga-
sen und Zigarettenrauch nachgewiesen. Als Spurenkontaminanten sind PAK auf3erdem
in Lebensmitteln vorhanden. Hierbei werden sie u. a. wahrend der Lebensmittelherstel-
lung, insbesondere beim R&uchern und Grillen in Lebensmittel eingebracht oder gebildet
[Guillen et al., 1997; Phillips, 1999]. Ferner wurde eine Kontamination von Gemiuise durch
Ablagerung von PAK-haltigen Staubpartikeln an der Oberflache festgestellt [SCF, 2002b].

3.5.1. Benzo[a]pyren (B[a]P)

Unter der Vielzahl an PAK ist Benzo[a]pyren (B[a]P) die am besten untersuchte Verbin-
dung und wird haufig als Marker fur das Vorkommen von PAK in der Umwelt und in Le-

bensmitteln verwendet.

Bay-Region

Abb. 21: Strukturformel von Benzo[a]pyren (B[a]P)

Fur die Belastung von Lebensmitteln mit PAK existieren in Deutschland gesetzlich Rege-
lungen. Fir geraucherte Fleischwaren und Kase gilt ein Grenzwert fir B[a]P von 1 ppb.
Traditionell geraucherte Fleisch- und Fischwaren dirfen nach einer EU-Richtlinie Grenz-
werte von 1 bzw. 5 pug/kg B[a]P nicht Uberschreiten. Des Weiteren gilt ein Hoéchstwert der
Trinkwasserbelastung von 0,2 ppb (Summe PAK). In Tab. 6 sind exemplarisch Gehalte

von B[a]P in Lebensmitteln dargestellt.
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Lebensmittel B[a]P [ug/kg] Referenz
Schweinefleisch (gerauchert) 0,2-2,5 Gomaa et al., 1993
Fisch (gerauchert) 0,01-0,9 Karl et al., 1993
Fleisch (gegrillt) 0,1-1,5 Lodovici et al., 1995
Speisedl 0,6 Lodovici et al., 1996

Tab. 6: Gehalt von B[a]P in ausgewéhlten Lebensmitteln

Nach Angaben des Scientific Committee on Food (SCF) [2002b] betragt die mittlere tagli-
che Aufnahme an B[a]P fir einen erwachsenen Nichtraucher durchschnittlich 0,05-0,29
Hg/Tag. Die zusatzliche Aufnahme an B[a]P fiir einen Raucher (20 Zigaretten/Tag) wird

auf weitere 210 ng/Tag kalkuliert.

3.5.1.1. Aufnahme, Verteilung und Exkretion

Anhand von Tierversuchsstudien wurde gezeigt, dass B[a]P rasch (1-6 h) absorbiert wird
[IPCS, 1998]. Detektierbare Mengen an B[a]P konnten in einer Vielzahl von Organen ge-
funden werden, insbesondere solchen mit einem hohen Anteil an Fettgewebe. Des Wei-
teren kann B[a]P im Darm resorbiert, von hier aus Uber die Pfortader in die Leber trans-
portiert und dort metabolisiert werden. B[a]P passiert die Placenta-Schranke und kann im
Foétus nachgewiesen werden. Die Ausscheidung erfolgt Gber Urin, Faces und Galle, wo-
bei letztere den Hauptausscheidungsweg darstellt (60%) [IPCS, 1998; SCF, 2002b].

3.5.1.2. Metabolismus

Wie alle PAK ist auch B[a]P ein Prakanzerogen, das durch metabolische Aktivierung in
seine biologisch aktive Form Uberfuhrt wird. Inzwischen wurden Gber 20 verschiedene
B[a]P-Metaboliten identifiziert, die an Makromolekile binden, wobei das Benzo[a]pyren-
7,8-dihydrodiol-9,10-epoxid (BPDE) das ultimale Kanzerogen ist. Prinzipiell erfolgt die

Aktivierung in einem mehrstufigen Prozess, der in Abb. 22 schematisch dargestellt ist.
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Abb. 22: stereospezifische Metabolisierung von B[a]P zum ultimalen Kanzerogen

BPDE und Detoxifizierung (modifiziert nach Peltonen und Dipple, 1995)

In einer CYP450-vermittelten Oxidation (Phase 1) an den Positionen 4, 5-, 7, 8- oder 9, 10
werden reaktive Epoxide gebildet. An dieser Oxidation beteiligte Cytochrome sind u. a.
das CYP1Al, welches die hochste Aktivitat aufweist sowie in geringerem Ausmalf
CYP1A2, CYP3A4 und CYP2C [Bauer et al., 1995]. Die gebildeten Epoxide werden an-
schlielend entweder unter Beteiligung einer Epoxidhydrolase (EH) zu trans-
Dihydrodiolen hydratisiert oder auf nicht-enzymatischem Weg zu Phenolen isomerisiert,
welche wiederum zu Chinonen weiteroxidiert werden kdnnen. Die Entgiftung der Metabo-
lite erfolgt durch Konjugation mit Glutathion (GSH) und Sulfatierung. Generell stellt die
Entstehung der Dihydrodiole den kritischen Schritt der metabolischen Aktivierung dar.
Unter Beteiligung von CYP450 kann eine Weiteroxidation, welche beim 7,8-DH dominie-
rend ist, zum Epoxid erfolgen. Das hierbei entstehende Benzo[a]pyren-7,8-dihydrodiol-
9,10-epoxid (BPDE) ist das ultimale Kanzerogen. Dieses ist in der Lage, effektiv mit

nukleophilen Bereichen der DNA zu interagieren. Eine Entgiftung von BPDE erfolgt ent-
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weder durch GST-vermittelte Konjugation mit GSH [Sundberg et al., 2002] oder hydroly-
tisch zum Tetraol.

Die Biotransformation von PAK erfolgt stereoselektiv in optisch aktive Produkte. Im Fall
von BPDE werden vier Isomere mit zwei Enantiomeren je eines Diastereomers gebildet.
In CYP450-aktiven Rattenlebermikrosomen erfolgt hauptsachlich die Bildung des (+)-7,8-
Epoxids (90%), welches wiederum EH-vermittelt ins (+)-7,8-Dihydrodiol und durch an-
schlielBende erneute Oxidation in das ultimale Kanzerogen (+)-anti-Benzo[a]pyren-7,8-
dihydrodiol-9,10-epoxid ((+)-BPDE) Uberfuhrt wird [Conney et al., 1994 (rev.)]. Dieses
Uberwiegend gebildete Isomer gilt auch als das hauptséchlich DNA-alkylierende sowie

mutagene und Tumor-induzierende Agens.

3.5.1.3. DNA-Interaktion

Eine Vielzahl der PAK bindet nach metabolischer Aktivierung kovalent an die DNA. Be-
sonders vicinale Hydrodiol-epoxide mit einer Bay-Region weisen eine gesteigerte Reakti-
vitdt gegeniiber den DNA-Basen auf [Levin et al., 1982]. Eine Bay-Region liegt dann vor,
wenn das kondensierte Ringsystem eine Bucht und somit ein sterisch gehinderte Region
bildet (vgl. Abb. 21).

BPDE bindet kovalent an die DNA, bevorzugt an exozyklische Amino-Gruppen von Gua-
nin und Adenin unter Ausbildung so genannter ,bulky adducts” [Peltonen et al., 1995].
Diese Addukte verursachen strukturelle Ver&dnderungen der DNA und somit Stérungen
von normalen zellularen Funktionen, wie Transkription und Replikation [Friedberg et al.,
1995]. Die Bindung an die DNA erfolgt {iber eine cis- oder trans-Addition des N*-G (96%)
oder in geringerem Ausmafl des N°-A, N’-G und N3-A an die C*-Position von BPDE
[Cheng et al., 1989; Geacintov et al., 1997]. Dabei werden Uberwiegend trans-Addukte
gebildet. Insbesondere DNA-Addukte mit N’ des Guanins und N? des Adenins weisen ei-
ne erhdhte Instabilitat auf. Sie werden entweder spontan unter Ausbildung von apurini-
schen / apyrimidinischen Stellen (AP Stellen) depuriniert [Ochi et al., 1986] oder resultie-
ren in ring-getffneten Basen (vgl. 3.2.4.1).

Abb. 23 zeigt die Bindung des starksten Kanzerogen (+)-anti-BPDE und schwéacheren

Kanzerogen (-)-anti-BPDE an Guanin-Basen.
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Abb. 23:  Struktur der Guanin-Addukte von (-)-anti-BPDE und (+)-anti-BPDE

(+)-anti-BPDE bildet zu mehr als 90% das enatiomere Produkt (+)-trans-anti-BPDE-N?-
dG [Cheng et al., 1989]. Das Enantiomer (-)-anti-BPDE reagiert tiberwiegend zu (-)-trans-
BPDE-N?-dG-Addukten (63%) und in kleineren Konzentrationen zu (-)-cis-BPDE-N?-dG-
Addukten (22%) und (-)-trans-BPDE-N°-dA-Addukten (15%) [Geacintov et al., 1997].

In einer Kurzzeitinkubation von humanen fibroblastoiden Zellen (MRC5CV1) verursachte
()-BPDE eine deutliche Induktion von DNA-Schaden [Hanelt et al., 1997]. Diese basie-
ren vermutlich auf Mutations-Induzierten DNA-Schaden, aus AP Stellen instabiler DNA-
Addukten [Sage et al., 1984; Ochi et al., 1986] oder auf Reparaturprozessen [Speit et al.,
1996]. Im Verlauf einer 24-stiindigen Nachinkubation wurde eine deutliche Reduktion der
DNA-Schaden im Comet Assay beobachtet [Hanelt et al., 1997]. Die Reparatur stabiler
N2-BPDE-Addukte erfolgt in E.coli [van Houten et al., 1990] und S&ugern [Gunz et al.,
1996; McLeod et al., 1991; Yang et al., 1982] durch Nucleotid Excision Repair (NER; vgl.
3.2.6.1). Dagegen werden instabilere Addukte, wie z.B. N’-G und N*-A [Ochi et al., 1986]
durch Base Excision Repair (BER; vgl. 3.2.4.2) repariert [Braithwaite et al., 1998; 1999].

3.5.1.4. Mutagenitat

BPDE ist sowohl in Salmonella typhimurium als auch in verschiedenen Zelllinien muta-
gen [Wood et al., 1977; Hanelt et al., 1997; Wei et al., 199; 1993]. Hierbei ist (+)-BPDE
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ca. elfmal mutagener wie (-)-BPDE [Wei, et al., 1994], allerdings ist das Ausmal3 der mu-
tagenen Wirkung der gebildeten cis- oder trans-Addukte abhangig von der Art der einge-
setzten Zelllinien. So sind in E. coli die cis-Addukte mutagener als die trans-Addukt, wah-
rend in COS 7-Zellen die trans-Addukte mutagener als die cis-Addukte sind [Fernandes
et al., 1998].

Beobachtete Mutationen mit (+)-anti-BPDE sind G - T- [Eisenstadt et al., 1982], G - A-,
G - C-und A- T-Transversionen [Wei et al., 1991; 1993; Kozack et al., 1997; Dong et al.,
2004], die in Abhangigkeit der eingesetzten Konzentration in unterschiedlicher Verteilung
auftreten. In steigenden Konzentrationen nimmt der Anteil an GC - TA-Transversionen
zu, wahrend AT - CG-Transversionen seltener auftreten [Wei et al., 1991; 1993]. Mutati-
onen durch Exon-Deletionen und frameshifts spielen eine untergeordnetere Rolle [Wei et
al., 1991; 1993].

Die Entstehung von BPDE-induzierten Mutationen im Verlauf des Zellzyklus resultiert zu
einem 3-fach hoheren Mal3e aus der friihen S-Phase als aus der frihen G1-Phase. Somit
ist moglicherweise die S-Phasen-Replikation verantwortlich flr das Auftreten von Mutati-
onen, da hier im Vergleich zur G-Phase nur wenige Addukte repariert werden kénnen
[Chen et al., 1990]. Des Weiteren haben BPDE-induzierte Mutationen Einfluss auf das
Tumor-Suppressor-Gen p53 [Denissenko et al., 1996], welches fur die globale Genom
Reparatur (GGR) von NER bedeutend ist (vgl. 3.2.6.1) [Lloyd et al., 2000]. p53 besitzt die
Eigenschaft, verdnderte genomische DNA zu erkennen und den Zellzyklus so lange zu
stoppen, bis der Schaden repariert wurde oder der programmierte Zelltod (Apoptose)
stattgefunden hat [Hartwell et al., 1995].

Neben der Reparatur der BPDE-induzierten DNA-Schaden sind auch die Art der betrof-
fenen DNA-Sequenz sowie die lokale Konformation der Addukt-Stelle bedeutend fir die
Mutagenitat [Lobanenkov et al., 1986; Rill et al., 1990; Jenstrom et al., 1994; Wei et al.,
1995; Jelinsky et al., 1995; Huang et al., 2003].
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3.6. N-Nitrosoverbindungen

Viele N-Nitrosoverbindungen sind potente Kanzerogene. Hinsichtlich ihrer Struktur und

Wirkungsweise gliedern sie sich in zwei Gruppen: N-Nitrosamine und N-Nitrosamide.

R Y:< 0
| . _//
N /N N
R
Nitrosamine Nitrosamide
Y X Substanzklasse
@] Alkyl, Aryl N-Nitrosamide
O NH,, NHR, NR> N-Nitrosharnstoffe
0] RO N-Nitrosocarbamate
NH NH,, NHR, NR, N-Nitrosoguanidine

Abb. 24: Nitrosamine und —amide [Janzowski et al., 2000]

N-Nitrosamine, denen eine Aminstruktur zugrunde liegt, sind im Allgemeinen sehr stabile
Verbindungen. Nitrosierte Harnstoffe, Carbamate und Guanidine, die zur Gruppe der N-
Nitrosamide zusammengefasst werden, sind dagegen chemisch reaktiv und unter physio-

logischen Bedingungen relativ instabil [Janzowski et al., 2000].

3.6.1. N-Nitrosamine

3.6.1.1. Entstehung und Vorkommen

N-Nitrosamine entstehen aus der Reaktion von Aminvorstufen mit nitrosierenden Spe-
zies. Im wassrigen, sauren Milieu ist die salpetrige Saure HNO,; die eigentliche nitrosie-
rende Spezies (Abb. 25). Es wird im Sauren aus Nitritsalzen gebildet und in Nitrosoan-
hydrid (N.O3) Uberfiihrt. Dieses ist bei einem pH-Wert von 2-8 das potenteste nitrosie-

rende Agens.
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Abb. 25: Mechanismus der Nitrosierung von sekundaren Aminen

Wesentlich beeinflusst wird die Geschwindigkeit der N-Nitrosamin-Bildung durch die Ba-
sizitat des Amins und den pH-Wert der Reaktionslésung. Allgemein werden schwach ba-
sische Amine schneller nitrosiert als starker basische. Die Nitrosierungsgeschwindigkeit
mit Nitrit ist bei einem pH-Wert von 3-4 maximal [Janzowski et al., 2000]. Sekundéare A-
mine werden in der Regel schneller nitrosiert als tertidre. Die Nitrosierung primérer Amine
fuhrt zur Bildung instabiler, reaktiver Diazoniumion-Intermediate, die im Wa&ssrigen zu Al-
koholen abreagieren.

Die humane Exposition setzt sich zusammen aus endogen gebildeten N-Nitrosaminen
und deren exogenen Aufnahme z.B. Uber die Nahrung oder am Arbeitsplatz. Unter endo-
gener Belastung versteht man die Bildung von N-Nitrosaminen im Korper durch die Re-
aktion nitrosierbarer Verbindungen, wie Aminen, Amiden oder Aminosauren mit nitrosie-
renden Agenzien. Das nitrosierende Agens Nitrit kann hierbei aus Nitrat, das in Lebens-
mitteln in teils hohen Konzentrationen vorkommt, im Gastrointestinal-Trakt reduziert wer-
den. Am Beispiel des nicht kanzerogenen N-Nitrosoprolins (NPRO) konnte der Mecha-
nismus der endogenen Nitrosierung geklart werden. Neben der chemischen Nitrosierung
im Magen (saures Milieu), sind Bakterien des Verdauungstraktes an der Bildung von N-
Nitrosaminen aus Nitrat bzw. Nitrit und Aminen beteiligt [Wagner et al., 1984; Stillwell et
al., 1991].

Die exogene Exposition ist unterteilt in die verbrauchsbedingte Aufnahme von N-
Nitrosaminen durch Lebensmittel, Tabakerzeugnisse, Kosmetika und Bedarfsgegenstan-
de sowie eine moglicherweise berufsbedingte Exposition an Arbeitsplatzen u. a. in der

Metall-, Gummi- und Lederverarbeitenden Industrie [K6hl und Eisenbrand, 2004].
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3.6.1.2. Aufnahme und Verteilung

Die Aufnahme von N-Nitrosaminen erfolgt inhalativ, dermal oder Uber den Gastrointesti-
nal-Trakt, wobei die Aufnahme erheblich zwischen den einzelnen Bereichen variieren
kann. Weiterhin bedeutend ist das Auftreten endogen gebildeter N-Nitrosamine.

N-Nitrosamine werden rasch im Blut verteilt und unterliegen v. a. in niedrigen Konzentra-

tionen einer schnellen Metabolisierung [Janzowski et al., 2000].

3.6.1.3. Metabolismus

Die Aktivierung erfolgt bei den meisten N-Nitrosaminen Uber metabolische Hydroxylie-
rung in a-C-Position (Abb. 26), die durch CYP450-abhéngige Monooxigenasen kataly-
siert wird. Das durch a-C-Hydroxylierung gebildete proximale Kanzerogen N-Nitrosoalkyl-
a-hydroxyalkylamin ist instabil und zerféllt spontan unter Freisetzung eines Aldehyds. So
entsteht ein hochreaktives Alkyldiazohydroxid, welches wiederum zerféllt, indem das ent-
sprechende Diazonium-Intermediat zurtickbleibt. Dieses kann anschliel3end mit biologi-
schen Makromolekilen (DNA, RNA, Proteinen) unter Bildung kovalenter, teils stabiler
Addukte reagieren [Bellac et al., 1996; Shu et al., 1996].

Ro

1
R ~
enzymatische Zk \:o /o
// Hydroxyllerung N/ i' N/

<N_N )\ RZJ

R, MonoalkyInitrosamin

Dialkylnitrosamin H

R, OH ]
Prékanzerogen / ¢ ultimale Kanzerogene
N—/N

Alkyldiazohydroxid

o

Reaktion mit DNA, RNA, Proteinen

Abb. 26: Metabolische Aktivierung von N-Nitrosodialkylaminen [Janzowski et al., 2000]
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3.6.1.4. N-Nitroso-diethanolamin (NDELA)

NDELA ist eine nichtflichtige, kanzerogene N-Nitrosoverbindung. Es entsteht durch
Nitrosierung von Di- oder Triethanolamin [Loeppky et al., 1998]. Es kommt in Kosmetik-
produkten, Haushaltsreinigern, Tabakerzeugnissen, Pestiziden und vor allem in der Me-
tall-verarbeitenden Industrie durch die Kontamination mit Kithimitteln vor [Janzowski et al,
2000].

3.6.1.4.1. Metabolismus und Interaktion mit der DNA

NDELA wird oxidativ in aktive Intermediate Uberfiihrt. Die metabolische Aktivierung kann
auf zwei Wegen erfolgen. In in-vitro Experimenten konnte gezeigt werden, dass eine
Oxidation sowohl in a- als auch in B-Position erfolgen kann [Loeppky et al., 2002a] (Abb.
27).

Durch CYP2E1-vermittelte Hydroxylierung des a-C-Atoms [Loeppky et al., 2002] wird zu-
nachst das aulierst instabile a-Hydroxy-NDELA 1 gebildet, welches spontan in Glycolal-
dehyd 2 und ein hochreaktives, DNA-alkylierendes 2-Hydroxyethyl-diazoniumion 3 zer-
fallt [Dennehy et al., 2005].

Zum anderen kann auch eine Metabolisierung via (-C-Oxidation erfolgen. Das hierbei
entstehende Aldehyd-Isomer 4 steht im Gleichgewicht mit dem zyklischen N-Nitroso-2-
hydoxymorpholin (NHMOR) 5, das eine direkte mutagene und genotoxische Wirkung be-
sitzt [Loeppky et al., 1998]. Durch Alkoholdehydrogenase (ADH)-vermittelte Oxidation
kann es auch zur Entstehung von N-Nitroso-hydroxyethylglycin (NHEG) 6 kommen [Den-
kel et al., 1986]. Eine Weiteroxidation von Glycolaldehyd und NHMOR fihrt zur Bildung
von Glyoxal 7, welches ebenfalls mit der DNA interagieren kann [Dennehy et al., 2005;
Loeppky et al., 2005].

In-vivo wurde gezeigt, dass NDELA im Wesentlichen unverdndert Gber den Urin ausge-
schieden und nur zu etwa 10-20% metabolisiert wird [Farrelly et al., 1987]. Als einzigen
Metaboliten fand man NHEG [Airoldi et al., 1983].

In Namalva Zellen in-vitro induziert NDELA 2-Hydroxyethyl-Addukte am O°® des Guanins.
Diese Addukte konnten nach Behandlung der Zellen mit dem Metabolit NHMOR nicht
nachgewiesen werden [Scherer et al., 1991], welches stattdessen hauptsachlich 1,N*
Glyoxal-Addukte mit Guanin bildet [Loeppky et al., 2002b].

In in-vivo-Untersuchungen an Ratten wurde auch die Induktion von N’-Addukten am
Guanin gezeigt [Farrelly et al., 1987]. Das Verhéltnis zwischen N’- und O°-Addukten war

hierbei in etwa 2:1.
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Neben der Interaktion der hochreaktiven Diazoniumionen mit den Guanin-Basen der
DNA kommt auch eine mdgliche Bindung an die Phosphodiester des Zucker-Phosphat-
Ruckgrates der DNA in Frage. Die Entstehung solcher 2-Hydroxyethyl-Phosphotriester
konnte bereits mit anderen vergleichbar reaktiven Verbindungen (z. B. N-(2-hydroxy-
ethyl)-N-nitroso-harnstoff (HENU)) gezeigt werden [Conrad et al., 1996; Miller et al.,
1987]. Besonderheit dieser Addukte ist ihre extrem hohe Instabilitdt mit einer Halbwerts-
zeit von unter 1min bei pH 12,5 und der damit verbundenen spontanen Entstehung von
DNA-Strangbriichen [Conrad et al., 1986; Eisenbrand et al., 1986]. Ursachlich scheint
hierbei die Bildung eines instabilen Dioxaphospholanringes zu sein, der aus der DNA un-
ter Entstehung eines Strangbruches entfernt wird. Die Umformung dieser Addukte in
DNA-Strangbriche ist in Abb. 28 schematisch dargestellt.

3 C i 1
OH !

dT 3

\o dT\O

/ O H.,O
O:IL—O - | N ’
| _O_T\ — > dT + dTp(he) oder (he)pdT
0 (e}

ar” ~©

5 dT

5

Abb. 28: Umwandlung eines 2-Hydroxyethyl-Phosphotriesters in  einen DNA-
Strangbruch  (dTP(he): (2’-Deoxythymidin)-3'-(2-hydroxyethyl)-phosphat;
(he)pdT: (2'-Deoxythymidin)-5'-(2-hydroxyethyl)-phosphat) [Mdaller et al.,
1987].

3.6.1.4.2. Toxizitat

Die akute Toxizitdt von NDELA ist im Vergleich zu anderen N-Nitrosaminen mit einem
LDso von >7500 mg/kg (Ratte) relativ gering [Janzowski et al., 2000].

NDELA induziert nach p.o. Administration Giber das Trinkwasser an Ratten und syrischen
Hamster hepatozellulare Karzinome und Adenome und Blastome in den Nasenhéhlen
[Preussmann et al., 1982; Hilfrich et al., 1978]. NDELA ist dagegen negativ in Mutageni-
tats-Assays, wie dem Ames-Test an Salmonella typhimurium mit und ohne Aktivierung
[Rao et al., 1979; Gilbert et al., 1979, Lee et al., 1979; Lijinsky et al., 1983]. Allerdings
waren die NDELA-Metabolite NHMOR, NHEG und Glycolaldehyd mutagen in Salmonella
typhimurium TA 100 [Denkel et al., 1986]. Die Induktion von DNA-Strangbrtichen (ESB)
durch NDELA wurde sowohl in-vitro als auch in-vivo belegt. In primaren Rattenhepatozy-
ten in-vitro induzieren NDELA [Schmezer et al., 1987] und NHMOR ESB [Denkel et al.,
1986], wahrend NHEG in diesem Testsystem inaktiv ist [Denkel et al., 1986]. Vergleich-
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bare Effekte wurden auch in der Leber von Ratten nach oraler Applikation beobachtet
[Denkel et al., 1986; Sterzel et al., 1986; Preat et al., 1987].

Der Einfluss der Alkoholdehydrogenase (ADH) auf die metabolische Aktivierung von
NDELA konnte durch deren Inhibition mittels Ethanol gezeigt werden. So war die Indukti-
on von DNA-Strangbriichen durch NDELA nach Inhibition komplett unterdriickt, wohinge-
gen die Aktivitdt von NHMOR nur leicht beeinflusst wurde [Denkel et al., 1987].

Des Weiteren zeigte NDELA in 2E1-transfizierten V79 Zellen cytotoxische und mutagene
Eigenschaften [Janzowski et al., 1996]. Dies unterstitzt die Vermutung einer mdglichen
Beteiligung von CYP2EL1 an der Metabolisierung von NDELA.

In humanen Lymphozyten in-vitro induziert NDELA dosisabhangig Chromosomen-
Abberationen, Schwester-Chromatid-Austausch-Ereignisse (SCE), Mikrokerne mit und
ohne Aktivierung [Dittberner et al., 1988; Henn et al., 1989] sowie ESB [Kleinsasser et
al., 2000]. Dahingegen induziert NDELA in Namalva Zellen in-vitro keine ESB. Dies war
nur durch Behandlung der Zellen mit den aktiven Metaboliten zu beobachten [Scherer et
al., 1991].

3.6.1.4.3. a-Acetoxy-NDELA

Bei a-Acetoxy-NDELA handelt es sich um eine synthetisch hergestellte, aktive Form von
NDELA. Es handelt sich um eine stabilisierte Vorlauferverbindung des instabilen NDELA-
Intermediates a-Hydroxy-NDELA. Die Synthese erfolgt aus NHMOR [Dennehy et al.,
2004; Park et al., 1998].

Die Aktivierung von a-Acetoxy-NDELA erfolgt nicht-enzymatisch mittels Hydrolyse zu-
nachst in a-Hydroxy-NDELA unter Abspaltung der Acetyl-Gruppe. Dieses, auch wéhrend
der a-Hydroxylierung von NDELA gebildete instabile Zwischenprodukt, zerfallt im An-
schluss spontan in Glycolaldehyd und ein hochreaktives, DNA-alkylierendes 2-
Hydroxyethyl-Diazoniumion [Dennehy et al., 2005; Loeppky et al., 2005] (Abb. 29).

AcO //o H,O HO /o f N=N
N—N —_— N—N Y o—/_

HO HO 2-Hydroxyethyl-
a-Acetoxy-NDELA Diazoniumion

Abb. 29: Hydrolyse von a-Acetoxy-NDELA [maodifiziert nach Park et al., 1998]
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Wie bei NDELA ist auch hier eine Interaktion des reaktiven Diazoniumions mit den Gua-
nin Basen der DNA an den Positionen O° und N’ sowie eine 2-Hydroxyethylierung des
Zucker-Phosphat-Ruckgrates zu vermuten. Da das gebildete Glycolaldehyd nur unter en-
zymatischer Katalyse zum Glyoxal iiberfiihrt werden kann, kann die Bildung von 1,N?-

Glyoxal-Addukten mit Guanin weitgehend ausgeschlossen werden.

3.6.1.5. N-Nitroso-oxazolidinone

Die in dieser Arbeit verwendeten N-Nitroso-oxazolidinone sind in Abb. 30 dargestellt.
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oxazolidin-5-on oxazolidin-5-on

Abb. 30: N-Nitroso-oxazolidinone

3.6.1.5.1. Méogliche Entstehung und Vorkommen

Fur einige N-Nitroso-oxazolidinone (z.B. N-Nitroso-oxazolidin-5-on (NOZ-5) sowie die
beiden methylierten Analoga) kann eine endogene Bildung durch Nitrosierung (s.
3.6.1.5.2) primarer Amine und Aminosauren in der Anwesenheit von Aldehyden ange-
nommen werden.

Uber die Nahrung werden Aminosauren und Aldehyde aufgenommen. Formell gesehen
ist die Aminogruppe von Aminosauren ein primares Amin. Die Reaktion von Aminen mit
Aldehyden fuhrt zur Bildung von Iminen (vgl. Abb. 31).

Unter physiologischen Bedingungen liegen die meisten Aminosauren und Amine proto-
niert mit einem pKa >10 vor. Dagegen kénnen Imine als freie Base mit einem pKa <7 e-

xistieren.
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Abb. 31: Nitrosierung primarer Amine in der Anwesenheit von Aldehyden

Verbindungen mit einem protonierten Stickstoff-Atom sind nicht reaktiv gegenlber nitro-
sierenden Verbindungen. Folglich werden Imine bei gleichem pH-Wert deutlich schneller
nitrosiert als Amine und Aminosauren (vgl. Abb. 31). Es wird angenommen, dass es
durch die Nitrosierung eines Imins einer Aminosaure im Magen zur Ausbildung reaktiver

N-Nitroso-oxazolidinone kommen kann (vgl. Abb. 32) [Loeppky, perstnliche Mitteilung].
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N-Nitroso-oxazolidin-5-on (NOZ-5)

Abb. 32: Bildung von N-Nitroso-oxazolidin-5-on

N-Nitroso-oxazolidin-2-on (NOZ-2) wurde als Referenzverbindung zu NOZ-5 untersucht.
Die endogene Bildung von NOZ-2 ist unwahrscheinlich. In Salmonella typhimurium ist
NOZ-2 als mutagen beschrieben. Im Nagermodell ist NOZ-2 potent kanzerogen mit den

Zielorganen Leber und Vormagen [Lijinsky 1983, 1992; Mirvish et al., 1988].
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3.6.1.5.2. Endogene Nitrosierung

Die endogene Transformation von Aminen in nitrosierte Derivate ist ein gut untersuchtes
Ph&nomen in Versuchstieren und Mensch und ist wesentlich mit der Aufnahme von Nitrat
Uber die Nahrung (hauptsachlich tber Gemiise und Gemiseprodukte) und dessen endo-
gener Reduktion zu Nitrit verbunden. Etwa 25 % des resorbierten Nitrats werden aktiv in
den Speichel sezerniert, bis zu 7% in der Mundhohle, Gberwiegend durch mikrobielle Re-
duktasen innerhalb von 24 h zu Nitrit reduziert und mit dem Speichel in den Magen
transportiert. Etwa 90% des Nitrits im Magen resultieren aus der Reduktion von Nitrat
[Mirvish et al., 1994]. Die Uberfiihrung sekundarer Amine in N-Nitrosoverbindungen
konnte anhand einer Coadministration von sekunddren Aminen und Nitrit an Ratten
erstmals 1969 durch Sander und Birkle nachgewiesen werden. Im Menschen wurde die-
ser Mechanismus durch die Identifizierung von N-Nitrosoprolins (NPRO) als Metabolit im
Urin gezeigt [Oshima et al., 1981]. Trotz vieler Indizien, die fur die endogene Nitrosierung
von Aminen z. B. im Magen sprechen, ist die Identifizierung der dabei gebildeten N-
Nitrosamine aufgrund deren schnellen Metabolisierung schwierig. Neben dem Nachweis
von Urin-Metaboliten ist u. a. die Identifizierung von DNA-Addukten von reaktiven Inter-
mediaten dieser N-Nitrosamine eine geeignete Mdglichkeit zur Bestatigung von deren
Entstehung. Shuker et al. [1997] zeigten, dass die menschliche DNA O°-
carboxymethylierte bzw. O°-methylierte Guanin-Basen enthalt. Die dafiir verantwortlichen
alkylierenden Agentien entstammen der einfachsten Aminosaure Glycin nach deren mag-
licherweise endogenen Nitrosierung. Ebenfalls fand man heraus, dass O°-
Carboxymethyl-Guanin-Addukte im Gegensatz zu methylierten O°®-Guanin-Addukten von
bakterieller oder Sauger-O°-Alkylguanin-Alkyltransferase nicht repariert werden. In-vitro
wiesen Harrison et al. [1999] O°®-Carboxymethyl- sowie O°-Methyl-Guanin-Addukten in
einem Verhéltnis von 10:1 nach Inkubation von Kalbsthymus-DNA mit nitrosierten Glycin-
Derivaten nach. In einer Verzehrsstudie an mannlichen Probanden, die lber einen Zeit-
raum von 43 Tagen eine fleischreiche Diat zu sich nahmen, wurden ebenfalls die ge-
nannten Addukte im Blut nachgewiesen [Cupid et al., 2004]. Des Weiteren wurde Diazo-
acetat als reaktives Zwischenprodukt der Metabolisierung in-vitro nachgewiesen. Man
vermutete, ausgehend von diesem Intermediat, die Bildung von Diazomethan sowie von
Carboxymethyl-Diazoniumionen, die beide mit der DNA unter Ausbildung von DNA-
Addukten interagieren. In HT29 Zellen in-vitro konnte durch Inkubation mit Diazoacetat
ebenfalls die Entstehung von O°-Carboxymethyl-Guanin-Addukten gezeigt werden [Lewin
et al., 2006]. Die mdgliche Entstehung von Diazomethan aus Diazoacetat erklart mogli-
cherweise auch die bereits von Shuker et al. [1997] nachgewiesene Bildung von O°-
Methyl-Guanin-Addukten.
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Zur Klarung eines mdoglichen Zusammenhangs von endogener Nitrosierung durch den
Konsum an rotem Fleischs und der Entstehung von Kolonkrebs wurde eine Verzehrstu-
die mit Probanden Uber 21 Tage durchgefiihrt. Diese nahmen in dieser Zeit im Gegen-
satz zu einer vegetarischen Kontrollgruppe hohe Mengen an rotem Fleisch zu sich. Es
gelang, eine signifikant erhohte endogene Bildung von N-Nitrosoverbindungen (ATNC;
apparent total nitroso-compounds) durch den Verzehr von rotem Fleisch nachzuweisen.

Ferner fand man O°-Carboxymethyl-Guanin-Addukte im Féces [Lewin et al., 20086].

3.6.1.5.3. Metabolismus und Interaktion mit der DN A

N-Nitroso-oxazolidinone werden vermutlich mittels hydrolytischer Ring6ffnung an den rot
markierten Positionen in reaktive, DNA-alkylierende Intermediate (Abb. 33) tGberfuhrt. Die
Hydrolyse der N-Nitroso-oxazolidinone verlauft schnell mit Halbwertszeiten von wenigen

Minuten [Loeppky, personliche Mitteilung].
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Abb. 33: Aktivierung von N-Nitroso-oxazolidinonen durch Hydrolyse
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Durch Hydrolyse von NOZ-2 wird vermutlich, wie im Fall von NDELA (vgl. 3.6.1.4), ein 2-
Hydroxyethyl-Diazoniumion gebildet. Es kann angenommen werden, dass NOZ-2 wie
NDELA die DNA an den Positionen O° und N’-Guanin sowie an den Phosphodiestern
des Zucker-Phosphat-Strangs unter Ausbildung instabiler Phosphotriester alkyliert.

Die hydrolytische Aktivierung von NOZ-5 sowie dessen 2-methyliertes Analogon 2-Me-
NOZ-5 ist Uber 2 verschiedene Reaktionswege postulierbar. Wie unter Abb. 33 darge-
stellt, ist eine Ring6ffnung mit anschlieRender Abspaltung von Form- bzw. Acetaldehyd in
ein DNA-alkylierendes Carboxymethyl-Diazoniumion postulierbar. In Analogie zu der von
Cupid et al. [2004] beschriebenen Aktivierung von nitrosiertem Glycin (vgl. 3.6.1.5.2)
kann auch fur diese beiden Verbindungen die Bildung von Diazoacetat als Zwischenpro-
dukt angenommen werden. Ausgehend hiervon ware dann die Entstehung eines Carbo-
xymethyl-Diazoniumions sowie eine mdgliche Umwandlung von Diazoacetat in Diazo-
methan denkbar (Abb. 34).
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Abb. 34: alternative Aktivierung von NOZ-5 und 2-Me-NOZ-5

Die Carboxymethylierung der DNA kann an verschiedenen Stellen erfolgen. Neben der
bereits beschriebenen Position O°-Guanin besteht auch wie bei anderen ebenfalls DNA-
carboxymethylierenden Verbindungen (z.B. Azaserin oder N-Nitrosocholylglycin) die
Mdoglichkeit zur Interaktion mit N’-Guanin und N3-Adenin [Harrison et al., 1997; Shuker et
al., 1997; Zurlo et al., 1982] unter Ausbildung instabiler DNA-Addukte. Die ebenfalls mdg-
liche Methylierung der DNA erfolgt aller Voraussicht nach konkurrierend mit der Carbo-

xymethylierung an den hierfir beschriebenen Positionen. Neben der Interaktion mit den
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DNA-Basen ist des Weiteren die Bindung der methylierenden / carboxymethylierenden
Intermediate an die Phosphatgruppen des DNA-Ruckgrats unter Ausbildung von
Phosphotriestern denkbar. Methyl-Phosphotriester verbleiben stabil in der DNA und fih-
ren nicht wie die 2-hydroxyethylierten Analoga zu DNA-Strangbriichen [Conrad et al.,
1996; Muller et al., 1987]. Die Stabilitat moglicher Carboxymethyl-Phosphotriester ist in
der Literatur nicht beschrieben.

Die Hydrolyse von 4-Me-NOZ-5 (Abb. 33) fuhrt vermutlich zur Bildung eines Carboxye-
thyl-Diazoniumions als DNA-alkylierendem Agens. FUr andere carboxyethylierende Ver-
bindungen (z. B. B-Propiolacton oder 1-Nitroso-5,6-dihydrouracil) ist eine Interaktion mit
der DNA beschrieben. Bei der Reaktion von B-Propiolacton mit Kalbsthymus-DNA in-vitro
konnten 1-(2-Carboxyethyl)-Adenin, 3-(2-Carboxy-ethyl)-Thymin, 3-(2-Carboxyethyl)-
Cytosin sowie 7-(2-Carboxyethyl)-Guanin als hauptséchliches DNA-Addukt nachgewie-
sen werden [Segal et al., 1981]. Die (iberwiegende Bildung von N’-Addukten des Gua-
nins nach Interaktion mit carboxyethylierenden Agentien wurde sowohl in-vitro als auch

in-vivo nach Behandlung mit 1-Nitroso-5,6-dihydrouracil bestatigt [Mirvish et al., 1985].

3.6.1.6. N-(3,3-dimethylbutyl)-L- a-aspartyl-L-phenylalanin (NAPA)

N-(3,3-dimethylbutyl)-L-a-aspartyl-L-phenylalanin (NAPA; Abb. 35) ist ein Derivat des
Dipeptids Phenylalanin und Asparaginsaure mit der 7.000-13.000-fachen StRkraft der
Saccharose. Nach Angaben der FDA [2002] liegt die geschatzte tagliche Aufnahme (EDI;
estimated daily intake) bei 0,1 mg/kg KG/Tag fur Erwachsene bzw. 0,17 mg/kg KG/Tag
fur Kleinkinder bis 5 Jahre. JECFA legte 2003 den ADI (acceptable daily intake) auf
2 mg/kg KG/Tag fest.

Ph Ph

o
Zz—2Z2=0
o

NH
Me3C/\/ NH co,Me Me3C/\/ NH co,Me

NAPA NO-NAPA

HOOC HOOC

Abb. 35: Struktur von NAPA und NO-NAPA

NAPA wird teilweise im Dunndarm resorbiert. Der erste Schritt der anschlieenden Me-
tabolisierung ist eine schnelle Esterspaltung durch Esterasen. Der hierbei entstehende
Metabolit wird schnell aus dem Plasma entfernt und tiber Galle oder Urin ausgeschieden.
In Tierversuchsstudien an Ratten, Mausen und Hunden, in denen teilweise die 100-fache

Konzentration des ADI appliziert wurden, wurden keine neurotoxischen, akut-toxische,
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subchronische, reproduktionstoxischen oder kanzerogene Effekte durch NAPA festge-
stellt. Auch in Humanstudien (Kurz- und Langzeitexposition) waren durch NAPA keine
signifikanten Effekte detektierbar. NAPA zeigte hier ferner keine Effekte auf Glucose-
oder Insulin-Spiegel im Plasma [FDA, 2002].

Die sekundare Amin-Struktur von NAPA lasst vermuten, dass es mdglicherweise zu einer
metabolischen Bildung eines N-Nitrosamins aus NAPA kommen kann. Diese Nitrosierung
zu N-Nitroso-NAPA (NO-NAPA) konnte sowohl endogen durch nitrosierende Spezies im

Gastrointestinal-Trakt, als auch in verschiedenen Lebensmitteln erfolgen.

3.6.2. N-Nitrosamide

N-Nitrosamide sind im Gegensatz zu N-Nitrosaminen deutlich instabiler. Ihre Aktivierung
in DNA- bzw. Phosphatriickgrat-alkylierende Agentien verlauft durch spontanen Zerfall

ohne Enzymbeteiligung.

3.6.2.1. N-Nitrosoharnstoffe

Als Vertreter der N-Nitrosoharnstoffe wurden 1-Methyl-1-nitrosoharnstoff (MNU) und 1-(2-
Hydroxyethyl)-1-nitrosoharnstoff (HENU) untersucht.
Beide Verbindungen werden spontan durch Hydrolyse in alkylierende Agentien Uberfuhrt,

die leicht mit nukleophilen Zentren der DNA interagieren.
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Abb. 36: Aktivierung von MNU und HENU

MNU zerfallt spontan in ein Methyl-Diazoniumion, welches DNA-Basen in-vitro und in-
vivo alkyliert [Smith et al., 1988; Wurdeman et al., 1989; Fong et al., 1990]. Als haupt-
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sachliches DNA-Addukt (ca. 66%) tritt hierbei das N’-Methyl-Guanin auf [Beranek et al.,
1980; Wurdeman et al., 1989]. Eine DNA-Adduktbildung am 0° des Guanins wurde eben-
falls beobachtet. Trotz des geringen Anteils am von MNU induzierten DNA-Addukt-
Spektrum von etwa 10%, werden diese Lasionen fur die mutagene Wirkung von MNU
verantwortlich gemacht. Weitere DNA-Addukte sind mit der N3-Position von Guanin und
Adenin beschrieben [Beranek et al., 1980; Kelly et al., 1998]. Letztere sind wie die DNA-
Addukte am N’-Guanin instabil und fithren spontan zu AP Stellen.

HENU zerfallt wie das bereits beschriebene N-Nitrosamin NDELA durch Hydrolyse in ein
DNA-alkylierendes 2-Hydroxyethyl-Diazoniumion. Diese reaktiven Zwischenprodukte in-
teragieren mit der DNA vornehmlich an den Positionen N’ und O° von Guanin.

Fur beide Verbindungen ist weiterhin eine Interaktion mit den Phosphat-Gruppen des
DNA-Rickgrates beschrieben (12-17%) [Conrad et al., 1986; Muller et al., 1987; Beranek
et al., 1990]. Ein bedeutender Unterschied liegt allerdings in der Stabilitat der daraus re-
sultierenden Phosphotriester. Wahrend die durch MNU induzierten Methyl-
Phosphotriester auf3erst stabil sind, zerfallen die von HENU erzeugten 2-Hydroxyethyl-
Phosphotriester unter den gewahlten Bedingungen innerhalb kurzer Zeit in DNA-
Strangbriiche [Conrad et al., 1986; Miiller et al., 1987].

3.6.2.2. N-Nitrosoguanidine ( N-Methyl-N’-Nitro-N-nitrosoguanidin;
MNNG)

Das potent kanzerogene N-Methyl-N'-Nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG) wird durch
Interaktion mit dem Tripeptid Glutathion (GSH) sowohl metabolisch aktiviert, als auch
entgiftet.

Der Einfluss von Thiol-Gruppen auf die Aktivierung von MNNG konnte erstmals von Law-
ley et al. [1970] gezeigt werden. Durch Inkubation mit Sulfhydryl (SH)-aktiven Verbindun-
gen zeigte sich eine erhdhte DNA-Adduktbildung an den Positionen N’-Guanin, N3-
Adenin sowie in geringeren Anteilen O°-Guanin. In weiteren Studien wurde dies bestétigt.
Sedwick et al. [1980] zeigten, dass ein geringer Thiol-Gehalt in-vitro die Mutagenitat von
MNNG deutlich verringert. Romert et al. [1987] untersuchten den Einfluss von extra- bzw.
intrazellularem Thiol auf die Mutagenitat von MNNG in V79 Zellen. Eine Vorbehandlung
der Zellen mit N-Acetylcystein, Cystein oder GSH steigerte die mutagene Wirkung von
MNNG deutlich. Einen gegenteiligen Effekt stellte man durch Co-Inkubation von Thiolen
und MNNG fest. Dies bewirkte eine deutliche Abnahme der Mutagenitat von MNNG. Eine
Depletion von GSH durch BSO fuhrte ebenfalls zu einer geringeren mutagenen Aktivitat.
Als Ursache sah man u. a. die die Bildung von Methyldiazohydroxid im Rahmen einer
Deaminierung, das vermutlich tber ein Methyl-Diazoniumion mit Nukleophilen reagiert
(Abb. 37).
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Abb. 37: Deaminierung von MNNG

Wie bereits beschrieben, bildet 1-Methyl-1-nitrosoharnstoff (MNU) zwar das gleiche reak-
tive Intermediat wie MNNG, die Aktivierung erfolgt hier allerdings nicht tber SH-Gruppen
[Wheeler et al., 1972], sondern OH-katalysiert. Beide Verbindungen unterscheiden sich
also deutlich in ihrer Stabilitat in Wasser sowie ihrer Reaktivitat gegentiber SH-Gruppen.
Das bei diesen Reaktionen gebildete Methyldiazohydroxid hat eine geringe Selektivitat,
aber auch hohe Reaktivitdt gegentber Nukleophilen. Die geringe Mutagenitat von MNNG
nach Co-Inkubation mit Thiolen [Romert et al., 1987], also der damit verbundene hohe
extrazellulare GSH-Spiegels bei Anwesenheit von MNNG, lasst die N-Nitrosoverbindung
also mdglicherweise bereits auRerhalb der Zelle in das reaktive Intermediat zerfallen,
welches dann wiederum bereits vor Erreichen der DNA mit zellularen Bestandteilen rea-
gieren kann. Im Gegensatz dazu, bewirkt eine Erhéhung des intrazellularen GSH-Levels
durch Vorbehandlung mit Thiolen eine Aktivierung von MNNG in direkter Nachbarschaft
zur DNA. Die Wahrscheinlichkeit einer Interaktion der hochreaktiven Intermediate mit der
DNA ist damit bedeutend grof3er [Romert et al., 1987].

Neben den von Lawley [1970] nachgewiesenen DNA-Addukten von MNNG an den Posi-
tionen N’-Guanin (67%), N*-Adenin (12%) sowie O°-Guanin (7%) interagiert MNNG mit
den Phosphat-Gruppen des Zuckerphosphatriickgrats der DNA (12-17%) [Beranek et al.,
1990]. Die entstehenden Methyl-Phosphotriester sind vergleichbar den durch MNU indu-
zierten aul3erst stabil.

Neben der SH-Gruppen-abhangigen Aktivierung von MNNG wurde auch eine Detoxifizie-
rung durch Thiole beobachtet (Denitrosierung). So fand man nach oraler Gabe von
MNNG an Ratten 90% der eingesetzten Dosis als den denitrosierten Metabolit 1-Methyl-
2-nitroso-guanidin (MNG) im Urin [Kawachi et al., 1970]. Jensen et al. [1987] bestatigten
die Zersetzung von MNNG sowie dessen Denitrosierung in humanem Blut. Ursache fur
die Denitrosierung ist, dass es neben dem Angriff von SH-Gruppen im Blut am Guanidin-
C-Atom (Deaminierung unter Bildung von reaktiven methylierenden Agentien) auch zur
Interaktion mit dem Nitroso-Stickstoff kommen kann, was die Entfernung der Nitroso-
Gruppe und somit eine Deaktivierung von MNNG zur Folge hat [Jensen et al., 1990; San-
tala et al., 1992].
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Abb. 38: Denitrosierung von MNNG

Im Gegensatz zur nicht-enzymatischen Giftung verlauft diese Reaktion GST-katalysiert
[Jensen et al., 1990]. Ob MNNG nun bevorzugt deaminiert oder denitrosiert wird, hangt
also entscheidend davon ab, ob GSH frei oder an die aktive Stelle von GST gebunden
vorliegt [Jensen et al., 1990; Santala et al., 1992].

MNNG induziert DNA-Strangbriiche in V79 Zellen [Slamenova et al., 1997] und isolierten
humanen Lymphozyten [Kleinsasser et al., 2000]. Unter Verwendung des Comet Assays
bei pH 12,1 (vgl. 3.7.3.1) wiesen Horvathova et al. [1999] die hauptsachliche Entstehung
von apurinischen / apyrimidinischen Stellen (AP Stellen) durch MNNG in V79 Zellen
nach. Diese sind vermutlich auf spontane Depurinierung der vornehmlich gebildeten, in-
stabilen N’-Guanin-Addukte zuriickzufiihren. Dagegen ist die potente Mutagenitat im
hPRT-Genmutations-Assay ab Konzentrationen von 3,5 uM [Bradley et al., 1981] neben
nicht reparierten DNA-Schaden vermutlich auf die Entstehung der promutagenen O°-G-

Addukte zurlickzuftihren.

3.7. Methodische Grundlagen

3.7.1. Blut

Morphologisch ist Blut ein mesenchymales System, dessen Zellen sich in der vermehrten
extrazellularen Flussigkeit bewegen. Dabei macht das Plasma etwa 56% und die Hamo-
zyten etwa 44% des Blutes aus. Letztere werden unterteilt in Erythrozyten (rote Blutkor-
perchen), Leukozyten (weil3e Blutkérperchen) und Thrombozyten (Blutplattchen).

Mit einer Anzahl von ca. 3,7-5,5 x 10° Zellen/pl Blut bilden die Erythrozyten den gréRten
Anteil der Hamozyten. Ihre ungefahre Lebensdauer liegt bei 120 Tagen. Die runden,
scheibenférmigen Erythrozyten enthalten keinen Zellkern, sind allerdings Tréager des re-
spiratorisch tatigen roten Blutfarbstoffs Hamoglobin (Hb).

Die Leukozyten mit einer Anzahl von 4.000-10.000/pl Blut erfiillen hauptséchlich Aufga-
ben des Abwehrsystems und werden in drei Gruppen unterteilt: Monozyten (6%), Granu-
lozyten (67%) und Lymphozyten (27%). Die Lebensdauer der einzelnen Bestandteile be-

tragt zwischen einigen Stunden (Granulozyten) und mehreren Tagen bis Jahren (Lym-
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phozyten). Zusammen mit den Makrophagen der Gewebe bilden die Monozyten das Mo-
nozyten-Makrophagen-System zur Abwehr von Mikroorganismen. Die Granulozyten wer-
den aufgrund ihrer unterschiedlichen Farbbarkeit in neutrophile (65-75%), eosinophile (2-
4%) und basophile Leukozyten unterteilt. Ihre Aufgabe besteht hauptsachlich im Schutz
vor Bakterien, abgestorbenen korpereigenen Zellen durch Phagozytose und entziindli-
chen Reaktionen.

Die Thrombozyten sind die kleinsten, kernhaltigen Hamozyten. Sie sind wie die Leukozy-
ten amdb beweglich und besitzen viele geil3elartige Anhénge, die das Anheften an
Wundrandern erméglichen. Sie sind Trager des Gerinnungsfaktors und werden nach ei-
ner Lebensdauer von etwa einer Woche in der Milz abgebaut.

Da Blut als eine Art Transportmedium fir Fremdstoffe fungiert, die Gber verschiedene Zu-
fuhrwege in den Kdrper aufgenommen wurden, stellt es ein interessantes System zur
Prufung der Genotoxizitat von Fremdstoffen dar, da fur diese im Blut die Mdglichkeit zur
Interaktion mit den darin enthaltenen Makromolekilen besteht. So kann es neben der
Bindung an die DNA auch zu entgiftenden Reaktionen mit anderen nukleophilen Blutbe-
standteilen kommen.

Wird eine Substanz nicht direkt i. v. appliziert, muss sie eine Reihe biologischer Membra-
nen, wie das Epithel der Haut, die Schleimhaute des Gastrointestinal-Trakts oder das
Endothel der Kapillaren passieren, bevor sie in den zentralventsen Blutpool gelangt
(Abb. 39).

Interessant im Zusammenhang mit der Aufnahme von Fremdstoffen Gber die Nahrung ist
deren Resorption tUber den Gastrointestinal-Trakt sowie die Anreicherung von Fremdstof-
fen im Blut nach der Darmpassage. Das aus Magen, Dinn- und Dickdarm sowie dem
oberen Abschnitt des Rektums abflieiende Blut gelangt mit der Pfortader zunéchst in die
Leber, wo groRRe Anteile der resorbierten Fremdstoffe metabolisiert oder in die Galle ab-
gegeben werden. Nach der Leberpassage werden neben den Ausgangsverbindungen
auch deren metabolisierte Produkte in das vendse Blut Gberfiihrt. Das daraus in der Lun-
ge gebildete arterielle Blut sorgt schlief3lich fur die Verteilung der Fremdstoffe in den Ge-
weben [Fichtl und Muckter, 2004].
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Abb. 39: Schematische Darstellung der Resorptionswege von Fremdstoffen [nach

Fichtl und Muckter, 2004]

3.7.2. V79 Zellen

V79 Zellen sind fibroblastoide Zellen aus dem Lungengewebe eines mannlichen chinesi-
schen Hamsters. Die Zellen zeichnen sich durch eine schnelle Wachstumsrate und kurze
Verdopplungszeit aus (12-16 h). Die Zelllinie besitzt einen vergleichsweise stabilen und
homogenen Kariotypen mit einer modalen Chromosomenanzahl von 22 + 1 sowie eine
hohe Kloniereffizienz (50-100%) [Glatt, 1993].

V79 Zellen exprimieren unter Ublichen Zellkulturbedingungen kein Cytochrom P450
[Bradley et al., 1981]. Allerdings werden andere, ebenfalls fir den Fremdstoffmetabolis-
mus relevante Enzyme effektiv und teilweise in hohen Mengen exprimiert. In Tab. 7 sind

die Aktivitaten von flr diese Arbeit relevanten Enzymen dargestellt [Glatt et al., 1987].
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Enzymaktivitat [pmol/mg Protein/min]
Glutathion-S-Transferase (GST) 637.000
Cytochrom P450 Reduktase 3.200
mikrosomale Epoxidhydrolase (mEH) 118
cytosolische Epoxidhydrolase (cEH) <2

Tab. 7: Aktivitaten fremdstoffmetabolisierender Enzyme in V79 Zellen

Des Weiteren sind V79 Zellen O°-Methyl-Guanin-Methyltransferase (MGMT)-defizient
und kénnen demnach promutagene O°-Methyl-Guanin-DNA-Addukte nicht reparieren [Y-
arosh et al., 1985].

V79 Zellen tragen in ihrem Genom das auf dem X-Chromosom lokalisierte hPRT-Gen zur
Exprimierung der Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase. Da der Ph&notyp be-
zuglich Mutationen rezessiv ist, werden im hPRT-Genmutations-Assay (hPRT-Assay)
Zellen des méannlichen Hamsters benutzt, da hier nur eine aktive Kopie des Gens vor-
handen ist. Die hPRT-Proteine von Maus, Ratte, chinesischem Hamster und Mensch be-
stehen aus 218 Aminosauren und unterscheiden sich in maximal zehn [Bradley et al.,
1981; Glatt, 1993].

3.7.3.  Einzelzell-Gelelektrophorese (SCGE; Comet As say)

Bei der Einzelzell-Gelelektrophorese (Comet Assay) handelt es sich um eine besonders
schnelle und sensitive Methode zum Nachweis von DNA-Strangbriichen auf Einzelzellni-
veau. Der Assay ermdglicht die Detektion von DNA-Schaden, die durch alkylierende oder
interkalierende Agentien induziert wurden sowie den Nachweis oxidativer DNA-Schaden.
Im Vergleich zu anderen Genotoxizitatstests bietet das Verfahren neben hoher Sensitivi-
tat und schneller Durchfiihrbarkeit verschiedene Vorteile. So kann der Test theoretisch
mit allen eukaryotischen Zellen [Tice et al., 1991] durchgefiihrt werden, und dies mit nur
einer geringen Anzahl bendétigter Zellen. Damit einher geht ein &ufRerst geringer
Verbrauch an Testsubstanzen.

Urspringlich zuriickzufuhren ist das Verfahren auf die Beobachtungen von Rydberg und
Johanson [1978], dass Zellkerne, die mit ionisierender Strahlung behandelt wurden, mit
steigender Dosis unter mikroskopischer Betrachtung immer diffuser wurden. 1984 be-
schrieben Ostling und Johnson eine modifizierte Variante unter Verwendung einer neut-
ralen Elektrophorese. Es zeigte sich, dass Zellkerne mit geschadigter DNA, im Gegen-
satz zu ungeschadigter, sich in Richtung Anode ausbreiten. Zum Nachweis verschiede-
ner Arten von DNA-Strangbriichen waren allerdings die verwendeten neutralen E-

lektrophorese-Bedingungen von Nachteil. In diesem pH-Bereich wird die doppelhelikale
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DNA nicht entwunden. Daraus folglich kénnen hier nur DNA-Doppelstrangbriiche (DSB)
detektiert werden, da die daraus entstehenden DNA-Fragmente bereits ohne vorherige
DNA-Entwindung im elektrischen Feld wandern. Der Nachweis von DNA-Einzelstrang-
brichen (ESB) und anderen DNA-Modifikationen war mit diesem Verfahren nicht mog-
lich, da hier zur Entstehung von DNA-Fragmenten, die DNA zun&chst in ihre beiden
Strange separiert werden muss. Eine erhOhte Sensitivitat der Methode konnte durch
Verwendung alkalischer Bedingungen wahrend der Elektrophorese erreicht werden
[Singh et al., 1988]. Im pH-Bereich >13 ist es moglich ESB, DSB, alkali-labile Stellen

(ALS) und DNA-crosslinks nachzuweisen.

70.000
inkubierte Zellen
in LMA

> m -> —>
FPG-
Behand- DNA-Entwindung Neutralisat ion;
lung; pH 8,3-13 pH 7,5
37C, 30’ Elektrophorese; mikroskopische Au s-

je 20° wertung

Abb. 40: Prinzip der Einzelzell-Gelelektrophorese (Comet Assay)

Zur Analyse werden die zuvor inkubierten Zellen (ca. 70.000) in Agarose auf einem Ob-
jekttrager eingebettet und im Gel lysiert. Wéhrend dieser mindestens einstiindigen Lyse
wird die Zelle permeabilisiert und cytosomale sowie nukleére Proteine extrahiert, wo-
durch eine Nukleus-&hnliche Struktur verbleibt [Cook et al., 1976]. AnschlieRend werden
die lysierten Zellen einem alkalischen Puffer (pH >13) ausgesetzt. Unter diesen Bedin-
gungen wird die DNA in zwei einzelne DNA-Strange separiert / denaturiert und alkali-
labile DNA-Schaden in DNA-Strangbriche tberfuhrt [Tice et al., 2000]. Im Anschluss er-
folgt eine horizontale Elektrophorese. Briiche in der DNA, entweder direkt induziert oder
entstanden durch die Umwandlung von alkalilabilen Stellen, fihren zu einer Lockerung
der DNA-Struktur im Kern und zu kurzen DNA-Fragmenten. Beides ruft eine verstarkte
Wanderung der negativ geladenen DNA aus dem Zellkern in Richtung Anode wahrend
der Elektrophorese hervor. Nach Anfarbung der DNA ergibt sich unter dem Mikroskop
das Bild eines Kometen, das dem Comet Assay seinen Namen gab. Der ,Kopf* entspricht
dabei dem urspriinglichen Zellkern, wahrend der ,Schweif* aus den gewanderten DNA-
Bruchstiicken besteht.

Zur Auswertung und Klassifizierung der Intensitat der DNA-Schadigung kdnnen ver-

schiedene Parameter herangezogen werden. Zu unterscheiden sind hierbei verschiede-



3. Theoretische Grundlagen 69

ne Kategorien, basierend zum einen auf der Lange des Kometenschweifs (,tail length®)
und / oder die relative Intensitat des Schweifs (,tail moment®; ,tail intensity”). Als Auswer-
teparameter diente hier die ,tail intensity* (Tl %), die das relative Verhéltnis der Schweif-
intensitat verglichen zum Kern darstellt [Tice et al., 2000].

Mit Hilfe verschiedener Modifikationen des Assays ist es mdglich, dessen Sensitivitat zu
verandern. Im Folgenden sollen nun im Einzelnen die hier verwendeten Modifikationen

erlautert werden.

3.7.3.1. Modifikation des pH-Wertes

Durch Veranderung des pH-Wertes des Alkali- bzw. Elektrophoresepuffers lasst sich die
Sensitivitdt des Assays bezlglich der Detektion von alkalilabilen DNA-Schaden und
DNA-Einzel- bzw. Doppelstrangbriichen verandern [Klaude et al., 1996; Miyamae et al.,
1997]. Bei der durch Singh et al. [1988] entwickelten Variante mit einem pH-Wert >13
werden neben DNA-Einzel- und Doppelstrangbriichen (ESB; DSB) und DNA-Crosslinks
auch alkali-labile Stellen (ALS) detektiert. Letztere werden unter den alkalischen Bedin-
gungen spontan in Strangbriche dberfiihrt [Collins, 2004]. Hierbei bleibt allerdings zu
beachten, dass ein Teil der ALS aufgrund der relativ kurzen Zeit der DNA-Entwindung
nicht in DNA-Strangbriiche umgewandelt werden kann [Collins, 2004]. Um also definitive-
re Aussagen uber die Entstehung alkali-labiler Stellen treffen zu kénnen, empfiehlt sich
die Senkung des pH-Wertes auf 12,1 sowie der Einsatz von DNA-Schadens-spezifischen
Endonukleasen oder Glykosylasen (z. B. FPG; s. 3.7.3.2.) [Collins, 2004].

Nach Miyamae et al. [1997] beruht die DNA-Migration bei einem pH-Wert von 12,1 vor al-
lem auf DNA-Einzel- und Doppelstrangbriichen. Durch den niedrigeren pH-Wert des Al-
kali- bzw. Elektrophoresepuffers werden alkalisensitive Stellen nicht in Strangbrtiche um-

gewandelt und bewirken somit keine Zunahme der DNA-Strangbruchrate.

3.7.3.2. Formamido-pyrimidin-DNA-glykosylase (FPG)

Die Modifikation des alkalischen Comet Assay durch zusatzliche Behandlung der Zellen
mit dem DNA-Base-Excision-Reparaturenzym Formamido-pyrimidin-DNA-glykosylase
(FPG) ermoglicht eine zusatzliche Aussage uber moglicherweise entstehende DNA-
Modifikationen. FPG ist in der Lage, verschiedene Arten von DNA-Schaden zu erkennen
und diese aus der DNA als zusatzliche Strangbruche zu entfernen. Dies sind z.B. oxidier-
te Purinbasen und daraus resultierende ring-gedffnete Formamido-pyrimidine/Imidazole
(FaPy) [Chetsenga et al., 1979; Boiteux et al., 1984; 1990; 1992], allerdings auch alkylier-
te FaPy, welche durch Ring6ffnung aus einem entsprechend instabilen DNA-Addukt ge-
bildet worden sind (z.B. N’-Addukte des Guanin) [Boiteux et al., 1989; 1992; Laval et al.,
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1991; Li et al., 1997]. Des Weiteren repariert das Enzym apurinische / apyrimidinische
Stellen (AP Stellen), die durch spontane Depurinierung aus DNA-Addukten entstanden
sind.

FPG ist ein bifunktionelles Enzym mit einer DNA-Glykosylase- und einer AP-Lyase-
Aktivitat [Bailly et al.,, 1989; O'Connor et al., 1989]. Die Funktionalitat ist in Abb. 41

schematisch dargestellt.
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Abb. 41: Funktionalitat von FPG

Zunachst erkennt die DNA-Glykosylase spezifisch modifizierte DNA-Basen und schneidet
diese aus der DNA, wobei eine AP Stelle verbleibt. Durch die AP-Lyase-Aktivitat kann
nun die Entfernung des Deoxyribosephosphats erfolgen, woraus ein Strangbruch resul-
tiert [Laval, 1996] und zu einer Verstarkung der Schweifintensitat flhrt.

In Genotoxizitats-Tests wird FPG hauptséchlich zur Detektion spezifisch oxidativer DNA-
Schaden eingesetzt. Die Verwendung des Reparaturenzyms zum Nachweis alkylierter
DNA-Addukte und den daraus resultierenden ring-geoffneten Imidazolen bzw. AP Stellen

erfolgten bislang hauptsachlich im zellfreien System.

3.7.4. Prinzip des hPRT-Genmutations-Assay

Mutationen sind vererbbare Veranderungen der DNA-Sequenz. Sie lassen sich auf der
Strukturebene des genetischen Materials oder durch Quantifizierung von biochemischen
oder zellphysiologischen Funktionsdnderungen erfassen. Hierzu sind eine Reihe von
Genotoxizitats- und Mutagenitatstests entwickelt worden, mit denen die genotoxischen
Eigenschaften physikalischer Einfliisse und chemischer Stoffe in-vitro an Bakterien oder
Saugerzellen untersucht werden kénnen. Die am haufigsten verwendeten Testsysteme
zum Nachweis von Mutationen sind hierbei der hPRT-Genmutations-Assay (hPRT-
Assay) und der Ames-Test. Beim Ames-Test handelt es sich um einen bakteriellen Muta-
genitatstest. Im Gegensatz dazu er6ffnet der hPRT-Assay die Moglichkeit, Mutationen in

Saugerzellen zu detektieren.
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Normalerweise kann die Zelle die Purinbasen durch die de novo-Synthese und den Wie-
derverwertungsschritt (solvage-pathway) herstellen. Bei der de novo-Synthese wird eine
Purinbase aus a-D-Ribose-5-Phosphat und verschiedenen kleinen Bausteinen syntheti-
siert. Bei dem Wiederverwertungsschritt reagiert eine entsprechend freie Purinbase direkt
mit 5-Phosphoribosyl-1-diphosphat. Dabei hdngen die Adenin-Phosphoribosyl-transfe-
rase eine Adenin-Base und die Hypoxanthin-(Guanin)-Phosphoribosyltransferase (hPRT)
eine Guanin- oder Hypoxanthin-Base an einem Zucker-Phosphat-Rest (Abb. 42) [Stryer,
2003].

(o) Hypoxanthin
_II oder Guanin o
O0—P—0 1 Hypoxanthin
C|)_ o |C|) |C|) 0—P—0 oder Guanin
O—F—0—p—0' [WPRT [ & ©
OH OH
0 N
PP, OH OH
PRPP

Nucleosid-5'-monophosphat

Abb. 42: hPRT-katalysierte Bildung von Purinnukleotiden

Bei einer Vorwartsmutation des hPRT-Gens wird die Hypoxanthin-Phosphoribosyl-
transferase nicht mehr exprimiert. Dies &uf3ert sich in einer starken Abnahme der hPRT-
Aktivitat.

Die hPRT-defiziente Zellen (Mutanten) sind nicht in der Lage, Guanin und Hypoxanthin
zur Herstellung der entsprechenden 5’-monophosphorylierten Nukleoside zu nutzen. Sie
sind auf die de novo-Synthese von GMP und IMP angewiesen.

Zur Unterscheidung der hPRT-defizienten Zellen von den nicht veranderten Zellen wer-
den die Zellen in einem 6-Thioguanin-haltigen Nahrmedium exponiert.

Bei den Zellen mit aktiver Hypoxanthin-(Guanin)-Phosphoribosyltransferase werden to-
xisch wirkende Nukleotide synthetisiert. Es kommt zu schweren Schaden der DNA- und
RNA-Struktur, so dass die Zellen absterben. Die hPRT-Mutanten kénnen dagegen 6-
Thioguanin nicht verwerten und sind daher Uberlebensfahig und bilden Kolonien aus. Die
auftretenden 6-Thioguanin-resistenten Zellen sind daher ein Mal3 fir das Auftreten von
Mutationen im hPRT-Gen (Abb. 43) [Bradley, 1981; Glatt, 1993; Knippers, 1996]

Die Resistenz gegeniber 6-Thioguanin ist auf viele unterschiedliche molekulare Veran-
derungen des hPRT-Gens zuriickzufiihren. Dabei wurden bis 1993 727 unabhangige
Einzelbasensubstitutionen, 151 Aminoséurenaustausche und alle 12 theoretisch mogli-

chen Basenaustausche beobachtet. 435 Mutationen beruhen auf Rasterschilben und De-
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letionen weniger Basenpaare bzw. ein oder mehreren Exons. Seltener waren dagegen
Insertionen, die meistens auf Duplikationen beruhten [Glatt, 1993].

Ein fast volliges Fehlen der Enzyme der Nukleotidbiosynthese fiihrt zu einer Reduktion
der Nukleotide und gleichzeitig zu einer Anhaufung von Zwischenprodukten. Der Verlust
der Hypoxanthin-(Guanin)-Phosphoribosyltransferase bedeutet einen deutlichen Anstieg
der Konzentration von PRPP und der Geschwindigkeit der de novo-Synthese sowie eine
Uberproduktion des Abbauproduktes Urat.

Beim Menschen fihrt ein Mangel von Hypoxanthin-(Guanin)-Phosphoribosyl-transferase
zum Auftreten von Gicht. Ein angeborener Stoffwechseldefekt des hPRT-Gens, der zum
volligen Verlust der hPRT-Aktivitat fahrt, ist Ursache flir das Lesch-Nyhan-Syndrom, ei-

ner schweren Stoffwechselerkrankung [Stryer, 2003].
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6-Thioguanin-5'-monophosphat
Vorwartsmutation
des hPRT-Gens
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6-Thioguanin-Resistenz i
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Abb. 43: Prinzip des hPRT-Assays
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4, Ergebnisse und erste Diskussion

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Verbindungen, die entsprechenden alkylie-
renden Agentien sowie die vermutlich hauptsachlich gebildeten DNA-Addukte sind in

Tab. 8 aufgefuhrt.

Substanz

Strukturformel

alkylierendes
Agens

hauptséachliche
DNA-Addukte

Acrylamid (AA)

geringe DNA-Bindungsaffinitat
[Solomon et al., 1985; Friedman, 2003]

2 N'’-G
Glycidamid (GA) HzN)% direkt [Gamboa da Costa et al.,
g 2003]
Acrolein (A Z° direkt . :
crolein (Ac) ne? N e cyklische Guanin-Addukte
[Eder et al., 1993b]
2-Hexenal (Hex) HaC N direkt
Benzo[a]pyren-7,8- N%-G
dihydrodiol-9,10-epoxid direkt (,bulky adduct"”)
(BPDE) o™ [Peltonen et al., 1995]
o OH
; P
a-Acetoxy-NDELA =Y I [Dennehy et al., 2005; Phos Oh(-)ﬁiester
P Nou Loeppky et al., 2005] P
: - N N’-G *
N-Nitroso-oxazolidin-2- NS ., OH
on (NOZ-2) 'L ; 2 g oﬁ-e_*
oo Phosphotriester *
+: o-
N /\(
N 7T ~ %
N-Nitroso-oxazolidin-5- ™. _o OH NsG .
on (NOZ-2) _ 0-G
° und/oder CHs5" Phosphotriester *
+ 0-
N /\(
o N 7T~ *
2-Methyl-N-Nitroso- iN\Nj\ OH (N)e(é .
oxazolidin-5-on (NOZ-2) H3C)\O o und/oder CHs" Phosphotriester *
CH, 7
O - *
4-Methyl-N-Nitroso- §N\NT\(°H3 ) o- lc\l)eg .
idin-2- - N
oxazolidin-2-on (NOZ-2) ko o N/4 Phosphotriester *
OH
0 N’-G
0%G
1-Methyl-1- N )L + -
i N NH, CHs Phosphotriester
nitrosoharnstoff (MNU) L\ [Beranek et al., 1980;
X

Wurdeman et al., 1989]
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o N’-G
N-(2-hydroxyethyl)-N- HO )L N OG_G-
; N NH, N Phosphotriester
nitrosoharnstoff (HENU) | I\ [Conrad et al., 1986:
AN . " '
~o Muller et al., 1987]
NH N7 G
N-Methyl-N"-Nitro-N- Hsc\N)kNH/NOz CH* 0°%-G
nitrosoguanidin (MNNG) | 3 [Lawley et al., 1970]
O&“ Phosphotriester

Tab. 8: Untersuchte Verbindungen, alkylierende Agentien und (*=vermutlich) gebildete
DNA-Addukte

4.1. Genotoxizitat in Vollblut und isolierten Lymph ozyten

41.1. Induktion von DNA-Schaden in humanem Vollbl  ut

Humanes Vollblut ist das erste Target nach der Darm- und Leberpassage von Fremdstof-
fen und stellt ein einfach zugéngliches System zur Prifung der Genotoxizitat dar. Im Co-
met Assay wird Vollblut bislang als ex-vivo-Modell nur selten angewendet [Chuang et al.,
2004; Faust et al., 2004]. Im Gegensatz zu den haufiger in Kombination mit der Methode
verwendeten isolierten Lymphozyten besitzt das System Vollblut allerdings Vorteile. So
ist die biologische Aktivitdt eines Fremdstoffes u. a. abhangig vom Gleichgewicht zwi-
schen giftenden und entgiftenden Prozessen im Organismus. Neben der Lymphozyten-
DNA konnen genotoxische Verbindungen in Vollblut zusétzlich an andere Blutkomponen-
ten, wie Hamoglobin (Hb), Albumin oder Glutathion (GSH) binden. Diese Interaktion flhrt
vielfach zur Detoxifizierung der Verbindungen.

In der vorliegenden Untersuchung wurde daher humanes Vollblut als Modelsystem zur
Prifung der konzentrationsabhangigen Interaktion von Acrylamid (AA) und Glycidamid
(GA) mit der Lymphozyten-DNA untersucht. Die Quantifizierung des DNA-schadigenden
Potentials erfolgte mittels Comet Assay. Vergleichend zu AA wurde die Genotoxizitat der
a,R-ungesattigten Carbonylverbindungen Acrolein (Ac) und 2-Hexenal (Hex) bestimmt.
Zur Einstufung des genotoxischen Potentials von GA wurden des Weiteren das potente
Kanzerogen Benzo[a]pyren-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxid (+-BPDE) sowie ausgewahlte N-
Nitrosoverbindungen auf ihre DNA-strangbrechende Wirkung untersucht.

Dazu wurde humanes Vollblut unmittelbar nach der Blutentnahme fur 1, 2 bzw. 4 h bei
37T mit den jeweiligen Testsubstanzen inkubiert. A nhand von Voruntersuchungen konn-
te gezeigt werden, dass eine Inkubation von humanem Vollblut unter den gewahlten Be-
dingungen nur bis maximal 4 h méglich ist. Eine Verlangerung der Inkubationszeit hatte
Einfluss auf die Viabilitat der Lymphozyten, sodass im Comet Assay in allen Konzentrati-

onen keine Zellen mehr nachweisbar waren.
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Im Anschluss an die Inkubation erfolgte die Quantifizierung der DNA-Strangbriiche mit-
tels alkalischem Comet Assay. Zum Nachweis moglicher FPG-sensitiver DNA-Schaden
(z.B. ring-geoffnete Purinbasen, AP Stellen; s. 3.7.3.2) wurde das Protokoll durch eine
zusatzliche Inkubation mit dem DNA-Reparaturenzym Formamidopyrimidin-DNA-
Glykosylase (FPG) modifiziert.

4.1.1.1. , Acrylamid und Glycidamid

AA induziert in humanem Vollblut bis 6000 uM (1-4 h) keine DNA-Strangbriiche (Abb. 44

a). Eine zusatzliche Behandlung mit FPG fiihrt zu keiner signifikanten Erhdhung der
DNA-Strangbruchrate (Abb. 44 D).

35+
WZZZ Kontrolle (DMSO) + FPG
Wz AA (1000-6000 pM) + FPG
WZZA FPG

[CIKontrolle (DMSO)

301 [ AA (1000-6000 pM)

25
201 (a) (b)
154

104

Tail Intensity (%)

r v % % A2 vz Z N v2zn
DMSO 1000 3000 4500 6000 DMSO 1000 3000 4500 6000 [uM]
124 124 [h]

Abb. 44: Induktion von DNA-Sché&den durch Acrylamid (AA) in humanem Vollblut ohne
(a) und mit (b) zusatzlicher FPG-Behandlung (n=3; unabhangige Versuche; 1-
4 h Inkubation; alkalischer Comet Assay; c(AA)=1000-6000 uM; 1% DMSO)

Im Gegensatz dazu, induziert GA in humanem Vollblut ab 300 uM (4 h) signifikant DNA-
Strangbriiche (Abb. 45 a). Nach zusétzlicher Inkubation der Lymphozyten-DNA mit FPG
sind DNA-Schaden bereits ab 10 uM (4 h) detektierbar (Abb. 45 b).
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Abb. 45: Induktion von DNA-Schaden durch Glycidamid (GA) in humanem Vollblut oh-
ne (a) und mit (b) zusatzlicher FPG-Behandlung (n=3; unabhéngige Versuche;
1-4 h Inkubation; alkalischer Comet Assay; c(GA)=3-300 uM; 1% DMSO)

AA ist unter den gewahlten Bedingungen nicht genotoxisch. Dies beruht voraussichtlich
auf der auferst geringen Bindungsaffinitdt von AA gegentuber der DNA [Solomon et al.,
1985; Friedman, 2003] sowie der deutlich gréReren Reaktivitat gegentber anderen Blut-
bestandteilen, wie z.B. Hamoglobin (0,3 uM, 4 h) [Bertow et al., 2007].

Das DNA-schadigende Potential von GA ist vermutlich auf die hauptséchliche Bildung
von DNA-Addukten am N’-Guanin (N’-G) [Segerbéck et al., 1995; Gamboa da Costa et
al., 2003] zurtickzufiihren. Die ebenfalls entstehenden Addukte an den Positionen N-
und N3-Adenin (N'-A; N°-A) [Gamboa da Costa et al., 2003] spielen wahrscheinlich auf-
grund des mengenméRig geringen Anteils (100-fach geringer als N’-GA-G) eine unterge-
ordnete Rolle.

Die in Abb. 45 (a) dargestellten DNA-Strangbriiche resultieren neben DNA-Reparatur-
prozessen voraussichtlich aus AP Stellen, welche als Folgeprodukt einer Alkylierung am
N’-G oder N*-A entstehen [Gates et al., 2003 (rev.)]. Diese alkali-labilen Stellen werden
zum Teil wahrend der DNA-Entwindung und Elektrophorese (pH >13) in DNA-Strang-
briiche Gberfihrt [Tice et al., 2000; Collins, 2004].

Zusatzlich zur Depurinierung unterliegen N’-G-Addukte einer Ringdffnung zum Formami-
do-pyrimidin (FaPy) [Chetsanga et al., 1982]. FaPy sind Substrate des DNA-Repara-
turenzyms FPG [Boiteux et al., 1989 & 1992; Laval et al., 1991; Li et al., 1997], welches
zunachst deren Elimination aus der DNA unter Erhalt einer AP Stelle und anschliel3end
die Entstehung eines DNA-Strangbruchs durch Entfernung des Deoxyribosephosphats
vermittelt [Laval, 1996]. Die in Abb. 45 (b) dargestellten DNA-Strangbriiche resultieren

also moglicherweise aus der FPG-vermittelten Entfernung von FaPy und AP Stellen.
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4.1.1.2. Acrolein und 2-Hexenal

Im Vergleich zu AA wurden die ebenfalls zur Gruppe der a,3-ungeséttigten Carbonylver-
bindungen gehdrenden Acrolein (Ac) und 2-Hexenal (Hex) auf ihnr DNA-schadigendes Po-
tential in humanem Vollblut untersucht.

Aus Abb. 46 wird deutlich, dass unter den gewdahlten Inkubationsbedingungen weder Ac,
noch Hex DNA-Strangbriiche in humanem Vollblut induzieren. Eine zuséatzliche Behand-

lung mit FPG bewirkt keinen signifikanten Anstieg der DNA-Strangbruchrate im Vergleich
zur Negativkontrolle DMSO.
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Abb. 46: Induktion von DNA-Schaden durch Acrolein (Ac) und 2-Hexenal (Hex) in hu-
manem Vollblut ohne (a) und mit (b) zusatzlicher FPG-Behandlung (n=3; un-

abhangige Versuche; 1-4 h Inkubation; alkalischer Comet Assay; c(Ac;
Hex)=1000-6000 puM; 1% DMSO)

Der Vergleich mit Ergebnissen zur Induktion von DNA-Strangbriichen durch Ac und Hex
in in-vitro Zellsystemen zeigt, dass beide in humanem Vollblut deutlich geringer aktiv
sind. So induziert Ac beispielsweise in humanen Bronchialepithelzellen [Grafstrom et al.,
1986, 1988] und Hex in V79-Zellen, CaCo 2-Zellen, primaren Rattenhepatozyten [Glaab
et al, 2000; Janzowski et al., 2000] oder Kolonzellen der Ratte [Golzer et al., 1996; Jan-
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zowski et al., 2000] bereits in mikromolaren Konzentrationen DNA-Strangbriche. Dage-
gen zeigen beide Verbindungen in humanem Vollblut selbst in millimolaren Konzentratio-
nen keine DNA-schadigende Wirkung.

Ac und Hex besitzen ein ausgepragtes elektrophiles Potential. In humanem Vollblut ist zu
vermuten, dass beide nur in geringem Ausmaf® mit der DNA, sondern bevorzugt mit an-
deren Blutbestandteilen (z.B. Hamoglobin, GSH) interagieren [Dixit et al., 1982; Beis-

wanger et al., 1993; Glaab et al., 2001] und somit entgiftet werden.

4.1.1.3. (¥)-anti-Benzo[a]pyren-7,8-dihydrodiol-9, 10-epoxid ((x)-anti-BPDE)

Zur Einordnung des genotoxischen Potentials von GA im Vergleich zu potenten Kanze-

rogenen wurde (t)-anti-BPDE auf die Induktion von DNA-Strangbriichen in humanem
Vollblut untersucht.
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Abb. 47: Induktion von DNA-Schaden durch (%)-anti-Benzo[a]pyren-7,8-dihydroldiol-
9,10-epoxid ((x)-anti-BPDE) in humanem Vollblut ohne (a) und mit (b) zusatz-
licher FPG-Behandlung (n=3; unabhangige Versuche; 1-4 h Inkubation; alkali-
scher Comet Assay; c(BPDE)=1-300 pM; 1% DMSO; *p<0,1; **p<0,01;
***n<0,001)

Abb. 47 (a) zeigt, dass ()-anti-BPDE unter den gewahlten Inkubationsbedingungen ab
30 uM (1 h) zeit- und konzentrationsabhangig DNA-Strangbriiche verursacht. Eine zu-
satzliche Behandlung der Lymphozyten-DNA mit FPG bewirkt keine weitere Erhéhung
der DNA-Strangbruchrate (Abb. 47 b).

Hanelt et al. [1997] untersuchten das DNA-schadigende Potential von (z)-anti-BPDE in
humanen fibroblastoiden MRC5CV1 Zellen und zeigten die Induktion von DNA-
Strangbriichen in vergleichbaren Konzentrationen.

Es muss allerdings angemerkt werden, dass der Comet Assay Uber das tatséchliche

DNA-schadigende Potential von (+)-anti-BPDE nur eingeschrankte Aussagen zuldsst.
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(+)-anti-BPDE induziert hauptséchlich stabile Addukte am N-G [Cheng et al., 1989; Pel-
tonen et al., 1995; Geacintov et al., 1997], welche nicht spontan in DNA-Strangbriche
Ubergehen, sondern nur durch Reparaturenzyme der Nukleotid-Excisions-Reparatur
(NER) aus der DNA entfernt werden [Gunz et al., 1996; McLeod et al., 1991; Yang et al.,
1982]. In deutlich geringeren Anteilen werden instabilere Addukte, wie z.B. N’-G und N°-
A [Ochi et al., 1986] gebildet, die durch Enzyme der Base Excision Reparatur (BER) re-
pariert werden [Braithwaite et al., 1998; 1999] und als DNA-Strangbriche im Comet As-
say nachweisbar sind. Die im Comet Assay erhaltenen DNA-Strangbriiche sind also
vermutlich hauptsachlich auf AP Stellen instabiler DNA-Addukte [Sage et al., 1984; Ochi
et al., 1986] oder auf Reparaturprozesse [Speit et al., 1996] zurlickzufiihren, spiegeln al-
so demnach maoglicherweise nicht die komplette BPDE-induzierte DNA-Schadigung wi-
der. Diese Vermutung wird durch die Ergebnisse von Hanelt et al. [1997] gestitzt, die
nach Inkubation von humanen fibroblastoiden MRC5CV1 Zellen mit (+)-anti-BPDE (0,1-
1 pM) im Verhéltnis deutlich mehr N2-G-Addukte mittels *2P-Postlabelling als DNA-

Strangbriiche im Comet Assay detektierten.

4.1.1.4. N-Nitrosoverbindungen

Im Vergleich zu GA wurden das ebenfalls hauptséchlich N’-G-alkylierende, genotoxische
N-Nitrosamid N-Methyl-N-Nitroso-harnstoff (MNU) sowie vier N-Nitroso-oxazolidinone auf
ihr DNA-schéadigendes Potential in humanem Vollblut untersucht. Als Vertreter der Grup-

pe der N-Nitrosamine wurde a-Acetoxy-NDELA verwendet.

41.1.41. a- Acetoxy-NDELA

a-Acetoxy-NDELA wird mittels Hydrolyse in a-Hydroxy-NDELA Uberfihrt, welches wie-
derum u. a. in ein DNA-alkylierendes 2-Hydroxyethyl-Diazoniumion zerfallt [Dennehy et
al., 2005; Loeppky et al., 2005].

Wie in Abb. 48 dargestellt, wirkt a-Acetoxy-NDELA ab einer Konzentration von 10 pM
bereits nach einer Inkubationszeit von 1 h DNA-strangbrechend. Nach FPG-Behandlung

sind DNA-Strangbriiche nicht signifikant gegentber der DNA-Grundschéadigung erhoht.
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Abb. 48: Induktion von DNA-Schéden durch a-Acetoxy-NDELA in humanem Vollblut
ohne (a) und mit (b) zusatzlicher FPG-Behandlung (n=3; unabhéngige Versu-
che; 1-4 h Inkubation; alkalischer Comet Assay; c(a-Acetoxy-NDELA)=0,3-100
HM; 1% DMSO; *p<0,1; **p<0,01; ***p<0,001) [Hoffmann, 2005b]

Der Verglich mit Literaturdaten zu NDELA zeigt, dass a-Acetoxy-NDELA deutlich poten-
ter in-vitro ist. Wahrend a-Acetoxy-NDELA bereits im mikromolaren Konzentrationsbe-
reich aktiv ist, induziert NDELA erst in millimolaren Konzentrationen mit und ohne Aktivie-
rung Effekte in Lymphozyten [Dittberner et al., 1988; Henn et al., 1989; Kleinsasser et al.,
2000]. Im Gegensatz zu NDELA erfolgt die Aktivierung von a-Acetoxy-NDELA nicht
durch enzymatische Oxidation, sondern hydrolytisch in ein 2-hydroxyethylierendes Dia-
zoniumion [Dennehy et al., 2005; Loeppky et al., 2005]. Die deutlich hdhere Aktivitéat von
a-Acetoxy-NDELA in Lymphozyten in-vitro im Vergleich zu NDELA [Dittberner et al.,
1988; Henn et al., 1989; Kleinsasser et al., 2000] ist mdglicherweise damit verbunden.

Das Intermediat 2-hydroxyethyliert die DNA voraussichtlich unter Bildung stabiler O°-G-
Addukten, die im Comet Assay nicht nachweisbar sind, und instabiler N’-G-Addukte
[Loeppky et al., 2004], die entweder spontan zu AP Stellen depuriniert oder zu ring-
geodffneten Imidazolen umgeformt werden [Gates et al., 2003 (rev.)]. Das trotz der zu er-
wartenden bevorzugten Bildung von N’-2-Hydroxyethyl-G der Unterschied zwischen
FPG-sensitiven und DNA-Grundschaden vergleichsweise gering ist, liegt vermutlich an
der dartber hinaus auftretenden Bildung von 2-Hydroxyethyl-Phosphotriestern. Beson-
derheit dieser Addukte ist ihre hohe Instabilitdt und der damit verbundenen spontanen
Entstehung von DNA-Strangbriichen [Conrad et al., 1986; Eisenbrand et al., 1986], wel-

che méglicherweise die Bildung N’-G-bedingter DNA-Strangbriiche tiberlagern.
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4.1.1.4.2. N-Nitroso-oxazolidinone

Neben N-Nitroso-oxazolidin-2-on (NOZ-2) und -5-on (NOZ-5) wurden die an den
Positionen C2 und C4 methylierten NOZ-5-Analoga 2-Me- und 4-Me-NOZ-5 auf ihr DNA-
schadigenden Potential in humanem Vollblut untersucht.

Das vermutlich 2-hydroxyethylierende NOZ-2 induziert konzentrationsabhéngig DNA-
Strangbriiche in humanem Vollblut ab 100 uM. Eine zuséatzliche Behandlung der Lym-
phozyten-DNA mit FPG fuhrt zu einer geringen Erhéhung der DNA-Strangbruchrate ab
300 uM (Abb. 49).

Im Gegensatz dazu induziert NOZ-5, welches die DNA vermutlich carboxymethyliert und/
oder methyliert, im Wesentlichen FPG-sensitive Schaden ab 0,1 uM (Abb. 49). Ab
100 pM ist NOZ-5 in humanem Vollblut cytotoxisch.
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Abb. 49: Induktion von DNA-Schaden durch NOZ-2 und NOZ-5 in humanem Vollblut
ohne (@) und mit (b) zusatzlicher FPG-Behandlung (n=3; unabhangige Versu-
che; 4 h Inkubation; alkalischer Comet Assay; ¢(NOZ-2)=0,1-1000 uM, c(NOZ-
5)=0,1-100 uM; 1% DMSO; *p<0,1; **p<0,01; ***p<0,001) [Hoffmann, 2005b]
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Obwohl 2-Me-NOZ-5 vermutlich in die gleichen reaktiven Intermediate zerfallt wie NOZ-5,
ist das Ausmall der DNA-Schadigung unterschiedlich. Wahrend NOZ-5 ohne FPG-
Behandlung nur gering aktiv ist, induziert 2-Me-NOZ-5 DNA-Strangbriche ab 100 pM.
Der bei NOZ-5 zu beobachtende Anstieg FPG-sensitiver DNA-Schéden ist im Fall von 2-
Me-NOZ-5 deutlich schwéacher ausgepragt (Abb. 50).

Das potentiell carboxyethylierende 4-Me-NOZ-5 induziert nur in hohen Konzentrationen

(>1000 uM) DNA-Strangbrtiche. Eine zusatzliche Inkubation der Lymphozyten-DNA mit

FPG bewirkt einen geringen Anstieg der DNA-Schaden im Vergleich zur FPG-

unbehandelten Probe (Abb. 50).
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Abb. 50: Induktion von DNA-Schéden durch 2-Me-NOZ-5 und 4-Me-NOZ-5 in humanem

Vollblut ohne (a) und mit (b) zusatzlicher FPG-Behandlung (n=3; unabhéngige
Versuche; 4 h Inkubation; alkalischer Comet Assay; c(2-Me-NOZ-5, 4-Me-
NOZ-5)=0,1-1000 puM; 1% DMSO; *p<0,1; **p<0,01; ***p<0,001) [Hoffmann,
2005b]
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Die untersuchten N-Nitroso-oxazolidinone werden hydrolytisch in DNA-alkylierende Dia-
zoniumionen Uberfihrt.

Die Hydrolyse von NOZ-2 fihrt wie bei a-Acetoxy-NDELA zur Bildung eines 2-
Hydroxyethyl-Diazoniumions. Vermutlich werden neben stabilen O°®-G-Addukten, die mit-
tels Comet Assay nicht nachweisbar sind, vor allem instabile N’-2-Hydroxyethyl-G-
Addukte gebildet. Deren Nachweis wird jedoch wahrscheinlich aufgrund der spontan in
DNA-Strangbriiche Gbergehenden instabilen 2-Hydroxyethyl-Phosphotriester Gberlagert.
Ein widersprichliches Ergebnis zeigen die beiden methylierenden und / oder carboxy-
methylierenden NOZ-5 und 2-Me-NOZ-5. Wéahrend NOZ-5 im Wesentlichen FPG-
sensitive Schaden ab 0,1 uM induziert, verursacht 2-Me-NOZ-5 gleichermaf3en Grund-
und FPG-sensitive DNA-Schaden ab 100 puM. Prinzipiell kann fir beide Verbindungen,
unabhangig von der Art der alkylierenden Diazoniumions, die bevorzugte Bildung von in-
stabilen N’-G-Addukten angenommen werden. Diese werden dann entweder zu AP Stel-
len depuriniert oder zu FaPy ring-geéffnet. Dass nur NOZ-5 das fiir N’-Alkylantien typi-
sche Schadensmuster zeigt, hangt moglicherweise mit der Bildung von Phosphotriestern
zusammen. Wahrend Methyl-Phosphotriester eine hohe Stabilitdt in der DNA aufweisen
[Conrad et al., 1986; Eisenbrand et al., 1986], sind carboxymethylierte Phosphotriester im
Vergleich zu den 2-hydroxyethylierten Analoga madglicherweise instabil und werden spon-
tan in DNA-Strangbriiche tberfihrt. Fir 2-Me-NOZ-5 kann daher angenommen werden,
dass die Bildung dieser Addukte den Nachweis N’-G-bedingter DNA-Strangbriiche tiber-
lagert. Sollte NOZ-5 die DNA methylieren, tragen die hierbei gebildeten stabilen Methyl-
Phosphotriester nicht zur DNA-Strangbruchrate bei, sodass im Comet Assay vornehmlich
N’-G-Addukte nachweisbar sind.

4.1.1.4.3. N-Nitrosamide

Als Vertreter der Gruppe der N-Nitrosamide wurde N-Methyl-N-Nitroso-harnstoff (MNU)
auf seine DNA-schadigende Wirkung in humanem Vollblut untersucht.
Dessen Aktivierung erfolgt spontan durch Hydrolyse ohne enzymatische Beteiligung in
ein bevorzugt N’-G-alkylierendes Methyl-Diazoniumion [Lawley et al., 1970; Beranek et
al., 1980; Smith et al., 1988; Wurdeman et al., 1989; Fong et al., 1990Q].
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Abb. 51: Induktion von DNA-Schaden durch MNU in humanem Vollblut ohne (a) und mit
(b) zusatzlicher FPG-Behandlung (n=3; unabhangige Versuche; 1-4 h Inkuba-
tion; alkalischer Comet Assay; c¢(MNU)=0,1-100 uM; 1% DMSO; *p<0,1;
**p<0,01; ***p<0,001)

MNU induziert ab 100 uM (1 h) signifikant DNA-Strangbriiche (Abb. 51). Nach zusétzli-
cher Behandlung mit FPG ist eine deutliche Zunahme der DNA-Schadigung ab 10 uM
(1 h) festzustellen.

MNU methyliert nach hydrolytischer Aktivierung die DNA hauptsédchlich am N’-G und zu
geringeren Anteilen am O°-G [Beranek et al., 1980; Wurdeman et al., 1989] sowie an den
Phosphatgruppen des DNA-RUckgrates [Conrad et al., 1986; Muller et al., 1987]. Es ist
anzunehmen, dass die im Comet Assay erkennbaren DNA-Strangbriiche hauptsachlich
auf N’-G-Addukte und deren Folgeprodukte (AP Stellen und FaPy) zuriickzufithren sind.
So werden zum einen O°G-Addukte durch die Methyl-Guanin-Methyl-Transferase
(MGMT) [Christmann et al., 2003 (rev.)] unter Erhalt der urspringlichen Guanin-Base re-
pariert. Diese Reparatur fuhrt somit nicht zur Induktion von DNA-Strangbriichen, die im
Comet Assay nachweisbar waren. Zum anderen verbleiben die gebildeten Methyl-
Phosphotriester stabil in der DNA und gehen nicht spontan in DNA-Strangbriiche tber
[Conrad et al., 1986; Mdiller et al., 1987].

4.1.2. Induktion von DNA-Schaden in humanen isolier  ten Lympho-
zyten

Im Vergleich zu humanem Vollblut wurde die Induktion von DNA-Schéaden in isolierten
Lymphozyten mit Hilfe des alkalischen Comet Assays am Beispiel der a,B-ungesattigten
Carbonylverbindungen Acrolein, 2-Hexenal und Acrylamid sowie dessen Metaboliten

Glycidamid untersucht. Die Gegeniberstellung der Ergebnisse soll Rickschliisse tber
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den Einfluss entgiftender Komponenten im Vollblut auf die Genotoxizitat der Substanzen
ermdglichen.

Die Inkubation der Lymphozyten erfolgte zudem serumfrei, um eventuelle detoxifizieren-
de Interaktionen mit Serumproteinen auszuschlie3en.

Zusatzlich zur Bestimmung des genotoxischen Potentials wurde die Cytotoxizitat der
Verbindungen mittels Trypanblau-Ausschluf3test ermittelt.

Wie in Abb. 52 dargestellt, induziert AA auch in isolierten Lymphozyten keine DNA-
Strangbriiche. Eine zusétzliche Behandlung der Lymphozyten-DNA mit FPG bewirkt kei-
nen signifikanten Anstieg der DNA-Strangbruchrate.
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Abb. 52: Induktion von DNA-Schaden durch Acrylamid (AA) in humanem, isolierten
Lymphozyten ohne (a) und mit (b) zusétzlicher FPG-Behandlung (n=3; unab-

hangige Versuche; 1-4 h Inkubation; alkalischer Comet Assay; c(AA)=100-
3000 pM; 1% DMSO)

Der Vergleich mit den Ergebnissen in humanem Vollblut verdeutlicht, dass AA unabhén-
gig von einer eventuellen Bindung an entgiftende Blutkomponenten, kein DNA-
schadigendes Potential in Lymphozyten besitzt. Dies steht vermutlich im Zusammenhang

mit auf der geringen Bindungsaffinitat von AA gegentber der DNA [Solomon et al., 1985;
Friedman, 2003].
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Abb. 53: Induktion von DNA-Schaden durch Glycidamid (GA) in humanem, isolierten

Lymphozyten ohne (a) und mit (b) zusétzlicher FPG-Behandlung (n=3; unab-
hangige Versuche; 1-4 h Inkubation; alkalischer Comet Assay; ¢(GA)=1-300
uM; 1% DMSO; *p<0,1; *p<0,01; ***p<0,001)

Im Gegensatz zu AA, ist GA in isolierten Lymphozyten ab 300 uM (4 h) DNA-
strangbrechend (Abb. 53). Nach zusatzlicher FPG-Behandlung sind DNA-Schaden ab
100 uM bereits (1 h) detektierbar. Ein Einfluss auf die Viabilitdt der Lymphozyten war un-

ter den gewahlten Bedingungen nicht festzustellen (Viabilitat > 89 %).

Der Vergleich des genotoxischen Potentials von GA in humanem Vollblut und isolierten

Lymphozyten zeigt, dass GA zwar in beiden Systemen in einem vergleichbaren Konzent-

rationsbereich DNA-schadigend ist.
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Abb. 54: Induktion von DNA-Schaden durch Acrolein (Ac) in humanem, isolierten Lym-

phozyten ohne (a) und mit (b) zusatzlicher FPG-Behandlung (n=3; unabhan-
gige Versuche; 1-4 h Inkubation; alkalischer Comet Assay; c(Ac)=300-6000
uM; 1% PBS; *p<0,1; **p<0,01; ***p<0,001)
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Aus Abb. 54 geht hervor, dass Ac, welches in Vollblut bis 6000 uM keine DNA-
Strangbriiche induzierte (Abb. 46), in isolierten Lymphozyten ab 3000 uM (1 h) kon-
zentrations- und zeitabh&ngig DNA-Strangbriiche verursacht. Die zusatzliche Behand-
lung der DNA mit FPG bewirkt keinen signifikanten Anstieg der Tail Intensity. Ac induziert
keine cytotoxischen Effekte (Viabilitat >92%).

45-

i O Kontrolle (PBS) + FPG
40_. . ﬁ(e):gr?!?((s'g%?gooo LM) I Hexenal (300-6000 uM) + FPG
354 724 FPG
f\o\ 30
S |
> 25- )] (b)
2 2]
g ]
= 154
& 104
54
0+ P N
DMSO 300 1000 3000 6000 DMSO 300 1000 3000 6000 [uM]
124 124 [h]

Abb. 55: Induktion von DNA-Schéden durch 2-Hexenal (Hex) in humanem, isolierten
Lymphozyten ohne (a) und mit (b) zusétzlicher FPG-Behandlung (n=3; unab-
hangige Versuche; 1-4 h Inkubation; alkalischer Comet Assay; c(Hex)=300-
6000 uM; 1% PBS; *p<0,1; **p<0,01; ***p<0,001)

Wahrend Hex in humanem Vollblut bis 6000 uM keine DNA-Strangbriiche induzierte
(Abb. 46), zeigt sich in isolierten Lymphozyten eine Zunahme der DNA-Strangbruchrate
in der héchsten eingesetzten Konzentration (6000 uM, 4 h; Abb. 55). Im Vergleich zu Ac
ist Hex geringer genotoxisch. Die Viabilitdt der Lymphozyten wurde durch Hex nicht be-
einflusst (> 94%).

Wahrend Ac und Hex in humanem Vollblut vermutlich bevorzugt an entgiftende Blutbe-
standteilen binden [Dixit et al., 1982; Beiswanger et al., 1993; Glaab et al., 2001], ist in
isolierten Lymphozyten voraussichtlich die Bindung an die DNA favorisiert, wobei zu er-
warten ist, dass Ac aufgrund seiner grof3eren Elektrophilie effektiver an die DNA-Basen
bindet als Hex.

Vergleicht man die erhaltenen Ergebnisse mit anderen in-vitro Daten, so ist z.B. Hex in
isolierten Lymphozyten um Faktor 30-60 geringer genotoxisch als in priméaren Rattenhe-
patozyten oder adhéarenten Zelllinien [Glaab et al., 2000; Janzowski et al., 2000].

Des Weiteren induziert Hex in humanen, isolierten Lymphozyten in deutlich tieferen Kon-
zentrationen Schwesterchromatid-Austausch-Ereignissen (SCE) und Mikrokernen (5-
250 pM) [Dittberner et al., 1995].
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4.1.3. Zusammenfassung und Vergleich der Ergebnisse in huma-
nem Vollblut und isolierten Lymphozyten

Die Ergebnisse zur Induktion von DNA-Schaden in humanem Vollblut belegen die Eig-
nung des Systems zur Prifung der Genotoxizitat von Fremdstoffen mit Hilfe des Comet
Assays. Zusatzlich gibt der Vergleich mit den Resultate in isolierten Lymphozyten orien-
tierende Hinweise auf mogliche entgiftende Interaktionen mit Blutkomponenten.

In Tab. 9 sind die Ergebnisse zur Induktion von DNA-Schaden in humanem Vollblut und

isolierten Lymphozyten zusammengefasst.

humanes Vollblut isolierte Lymphozyten
Induktion von DNA-Schaden Induktion von DNA-Schaden
(1,2,4h)* (1,2,4h)*

Substanz - FPG + FPG - FPG + FPG
Acrylamid inaktiv inaktiv inaktiv
Glycidamid 300 M (4 h) | 10uM (4 h) | 300 uM (4 h) 100 pM (1 h)
Acrolein inaktiv 3000 uM (1 h) 3000 uM (1 h)
2-Hexenal inaktiv 6000 puM (4 h) 6000 pM (4 h)
BPDE 30 UM (1 h) 30 uM (1 h) n. b. n. b.
a-Acetoxy-NDELA | 10 uM (1 h) 10 uM (1 h) n. b. n. b.
NOZ-2 100 uM (4 h) | 100 uM (4 h) n. b. n. b.
NOZ-5 gering aktiv | 0,1 uM (1 h) n. b. n. b.
2-Me-NOZ-5 100 uM (4 h) | 100 uM (4 h) n. b. n. b.
4-Me-NOZ-5 1000 pM (4 h) | 100 pM (4 h) n. b. n. b.
MNU 100uM (1 h) | 10 uM (1 h) n. b. n. b.

Tab. 9: Zusammenfassung der Ergebnisse zur Induktion von DNA-Schaden in Voll-
blut und isolierten Lymphozyten (n. b.: nicht bestimmt); * niedrigste signifikant

aktive Konzentration

a) Vergleich der DNA-schadigenden Wirkung in humane  m Vollblut
Die a,B-ungesattigten Carbonylverbindungen AA, Ac und Hex induzieren in humanem
Vollblut selbst in millimolaren Konzentrationen keine DNA-Strangbriiche. Im Gegensatz

dazu, ist GA potent DNA-strangbrechend und ist nach FPG-Inkubation in gleichen Kon-
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zentrationen (10uM; 4 h) aktiv wie das potente Kanzerogen (+)-BPDE oder genotoxische
N-Nitrosoverbindungen wie MNU oder a-Acetoxy-NDELA. Bertow et al. [2007] zeigte,
dass GA in humanem Vollblut ab 3 pM (4 h) an das end-standige Valin in Hamoglobin
bindet. Die Bindung von GA an Hb ist folglich unter den gewéhlten Bedingungen gegen-
Uber der Reaktion mit der DNA leicht favorisiert.

Die untersuchten N-Nitroso-oxazolidinone zeigen in humanem Vollblut ein unterschiedli-
ches DNA-schadigendes Potential. Wahrend NOZ-2 und 2-Me-NOZ-5 gleichermalien
DNA-Grund- und FPG-sensitive DNA-Schaden induzieren, verursacht NOZ-5 hauptsach-
lich FPG-sensitive DNA-Schaden. Dagegen ist 4-Me-NOZ-5 in humanem Vollblut nur
schwach DNA-strangbrechend. Anhand der Ergebnisse des Comet Assay in Kombination
mit FPG sind Rickschlisse auf die gebildeten DNA-Addukte mdéglich. Prinzipiell kann fur
die NOZ'’s die hauptsachliche Bildung von DNA-Addukten am N’-G angenommen wer-
den. Das lediglich fur das methylierende / carboxymethylierende NOZ-5 das hierfir typi-
sche Schadensmuster nachzuweisen ist, hangt vermutlich mit der dariiber hinaus auftre-
tenden Bildung von Phosphotriestern zusammen. Wé&hrend Methyl-Phosphotriester stabil
in der DNA verbleiben, werden 2-Hydroxyethylphosphotriester spontan in DNA-
Strangbriiche gespalten und (berlagern somit méglicherweise den Nachweis N’-G-
bedingter DNA-Strangbrtche.

b) Vergleich der Reaktivitat in Vollblut und isolie rten Lymphozyten

Der Vergleich der Reaktivitdt ausgewahlter Verbindungen in humanem Vollblut und iso-
lierten Lymphozyten erlaubt orientierende Aussagen Uber deren Interaktionen mit entgif-
tenden Blutkomponenten.

Wahrend die a,B-ungesattigten Carbonylverbindungen in humanem Vollblut keine DNA-
Schaden verursachen, sind Ac und Hex in isolierten Lymphozyten zumindest in hohen
Konzentrationen DNA-strangbrechend. AA ist auch in isolierten Lymphozyten inaktiv.
Dessen reaktiver Metabolit GA ist in Vollblut und isolierten Lymphozyten in vergleichba-
ren Konzentrationen DNA-schadigend.

Die Ergebnisse lassen darauf schlie3en, dass die Bindung von Ac und Hex an detoxifi-
zierende Blutbestandteile in Vollblut gegentiber der Interaktion mit der DNA deutlich favo-
risiert ist. Dagegen ist in isolierten Lymphozyten eine ungehinderte Bindung an die DNA

maglich.
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4.2. Genotoxizitat in V79 Zellen

Die Bestimmung der Genotoxizitdt von GA, den a,3-ungesattigten Carbonylverbindungen
Ac und Hex und der N-Nitrosoverbindungen MNNG, MNU, HENU sowie vier N-Nitroso-
oxazolidinonen erfolgte in V79 Zellen vergleichend zu den Untersuchungen in Human-
blut.

Neben der Untersuchung der Induktion von DNA-Strangbriichen wurde die Kinetik deren
Reduktion mit Hilfe des alkalischen Comet Assays bestimmt. Ferner sollte der Einfluss
von GSH auf die Toxizitat der genannten Verbindungen geprift werden. Des Weiteren
wurde durch Verdnderung des pH-Wertes der Methode untersucht, welche Arten von
DNA-Strangbriichen ausgewahlte Verbindungen induzieren.

Daneben sollte in V79 Zellen die Mutagenitét verschiedener Verbindungen mit Hilfe des
hPRT-Genmutations-Assays bestimmt werden. V79 Zellen tragen in ihrem Genom das
auf dem X-Chromosom lokalisierte hPRT-Gen zur Exprimierung der Hypoxanthin-
Guanin-Phosphoribosyltransferase und werden daher standardisiert im genannten Assay
eingesetzt [Bradley et al., 1981; Glatt, 1993].

4.2.1. Induktion von DNA-Schaden in V79 Zellen

Zur Bestimmung der DNA-schadigenden Wirkung von a,3-ungeséttigten Carbonylverbin-
dungen und GA sowie ausgewahlten N-Nitrosoverbindungen in V79 Zellen wurden diese
4 und 24 h, in einzelnen Fallen zusatzlich fur 15 Minuten und 1 h mit den Substanzen in-
kubiert. Es sollte damit u. a. geprift werden, wie schnell die einzelnen Verbindungen mit
der DNA interagieren und DNA-Strangbriiche induzieren. Die Quantifizierung der DNA-
Strangbriiche erfolgte mit Hilfe des alkalischen Comet Assays (x FPG). Hierbei wurden
nur Zellkulturen verwendet, deren Viabilitat nach der Inkubation > 80% (Bestimmung mit-

tels Trypanblau-Ausschluf3test) betrug.

4.2.1.1. Glycidamid

Die Induktion von DNA-Schéaden durch GA in V79 Zellen wurde nach Inkubationszeiten
von 15'-24 h untersucht (Abb. 56).

Nach einer Inkubation von 15 Minuten sind noch keine DNA-Strangbriiche nachweisbar.
Nach 1 h ist GA ab 1000 puM, nach 4 h ab 300 uM DNA-strangbrechend. Die zuséatzliche
Behandlung der DNA mit FPG bewirkt in beiden Inkubationszeiten einen konzentrations-
abhangigen Anstieg der DNA-Schadigung ab 100 puM (1 h) bzw. 10 pM (4 h). Die Inku-
bation fur 24 h verursacht DNA Strangbrtiche ab 100 pM.
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Eine zusatzliche Inkubation mit FPG lasst, wie nach 4-stindiger Inkubation, DNA-
Schéaden ab 10 uM erkennen, im Vergleich allerdings mit erh6hter Tail Intensity.

In keiner der eingesetzten Konzentrationen und Inkubationszeiten zeigten sich Einflisse
von GA auf die Viabilitat der Zellen (> 91%) [Michael, 2006].

Es ist zu vermuten, dass die hauptséchlich durch GA induzierten N’-G-Addukte [Seger-
back et al., 1995; Gamboa da Costa et al., 2003] fur die DNA-Strangbriiche verantwort-
lich sind. Hierbei sind AP Stellen, die durch Depurinierung entstehen, einerseits als DNA-
Grundschaden erkennbar, sie werden jedoch auch gemeinsam mit ring-gedffneten Puri-

nen (FaPy) als FPG-Substrate erkannt und in zusatzliche DNA-Strangbrtche Gberfuhrt.

4.2.1.2. Acrolein und Hexenal
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Abb. 57: Induktion von DNA-Schéaden durch Acrolein (Ac) in V79 Zellen ohne (a) und
mit (b) zusatzlicher FPG-Behandlung (n=3; unabhangige Versuche; 4, 24 h
Inkubation; alkalischer Comet Assay; c(Ac)=3-100 uM; 1% DMSO; *p<0,1;
**p<0,01; ***p<0,001)
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Ac induziert in V79 Zellen ab 60 uM (4 h) DNA-Strangbriiche (Abb. 57). Die Induktion
von DNA-Strangbriichen nimmt konzentrationstabhangig zu. Eine zuséatzliche Behand-

lung mit FPG bewirkt keinen weiteren Anstieg der DNA-Strangbruchrate.

Hex ist im Vergleich zu Ac erst in h6heren Konzentrationen DNA-schadigend (100 pM;
4 h). Die Induktion von DNA-Schaden verlauft abhangig von Konzentration und Inkubati-
onszeit (Abb. 58). Nach 24-stiindiger Inkubation sind bei einer Konzentration von
1000 uM deutliche cytotoxische Effekte zu detektieren (Viabilitat < 30 %).

Glaab et al. [2000] fanden nach 1-stindiger Inkubation von V79 Zellen Hex-induzierte
DNA-Strangbrtiche ab 150 uM.
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Abb. 58: Induktion von DNA-Schaden durch 2-Hexenal (Hex) in V79 Zellen ohne (a)
und mit (b) zusatzlicher FPG-Behandlung (n=3; unabhangige Versuche; 4, 24
h Inkubation; alkalischer Comet Assay; c(Hex)=10-1000 uM; 1% DMSO;
*p<0,1; **p<0,01; ***p<0,001)
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4.2.1.3. N-Nitrosoverbindungen

42.1.3.1. N-Nitroso-oxazolidinone

Die untersuchten N-Nitroso-oxazolidinone werden durch Hydrolyse in DNA-alkylierende
Intermediate Uberfihrt. Da diese Aktivierung innerhalb von kirzester Zeit erfolgt [Loepp-
ky, personliche Mitteilung], ist zu vermuten, dass eine Interaktion der Alkylantien mit der
DNA schnell unter Bildung von DNA-Addukten erfolgt. Daher wurden fur NOZ-2 und
NOZ-5 die Inkubation von V79 Zellen fur 15’-24 h durchgefihrt.

Das potentiell 2-hydroxyethylierende NOZ-2 induziert bereits nach 15-mindtiger Inkubati-
on konzentrationsabhéngig DNA-Strangbriiche ab 1 uM (Abb. 59). Nach einer Inkubati-
onszeit von 1-4 h ist die hochste DNA-Schadigung durch NOZ-2 zu verzeichnen. Nach
24-stindiger Behandlung der Zellen nimmt das Ausmald der DNA-Schadigung im gesam-
ten Konzentrationsbereich bis 100 uM im Vergleich zu kiirzeren Inkubationszeiten deut-
lich ab. Die zusétzliche Behandlung mit FPG fiuihrt zu keinem weiteren Anstieg der DNA-
Strangbruchrate. Cytotoxische Effekte von NOZ-2 konnten anhand einer Viabilitat der
Zellen von >89% nicht festgestellt werden.

Vermutlich hydroxyethyliert NOZ-2 die DNA hauptséchlich an den Positionen N’-, O°%-G
sowie an der Phosphatgruppe des DNA-Ruckgrates unter Bildung von 2-Hydroxyethyl-
Phosphotriester, die aufgrund ihrer besonderen Instabilitat spontan in DNA-Strangbrtiche
Uberfuhrt werden [Conrad et al., 1986; Mdller et al., 1987]. Diese Uberlagern maglicher-

weise den Nachweis N’-G-bedingter DNA-Strangbriiche.
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Ahnlich wie NOZ-2 wird auch NOZ-5 schnell hydrolysiert. Die Bildung eines carboxy-
methylierenden / methylierenden Intermediates kann postuliert werden. Bereits nach 15
Minuten sind DNA-Strangbriiche ab 30 pM ohne FPG-Behandlung und ab 10 pM mit
FPG im Comet Assay nachweisbar (Abb. 60). Auch NOZ-5 wirkt in V79 Zellen nicht cyto-
toxisch (Viabilitat > 92%).

Im Vergleich zu NOZ-2 zeigt sich ein bedeutender Unterschiede. So erhéht sich die In-
tensitdt der DNA-Schadigung signifikant nach zusatzlicher Behandlung der DNA mit
FPG.

Die hydrolytische Aktivierung von NOZ-5 erfolgt voraussichtlich in carboxymethylierende
und / oder methylierende Diazoniumionen. Diese interagieren vermutlich mit den Positio-
nen N’-G und O°-G [Harrison et al., 1997; Shuker et al., 1997; Zurlo et al., 1982] sowie
mit den Phosphatgruppen des DNA-Rickgrats. Methyl-Phosphotriester sind relativ stabil
in der DNA und gehen nicht spontan in DNA-Strangbriiche Uber [Conrad et al., 1996;
Mdller et al., 1987]. Die Stabilitat von Carboxymethyl-Phosphotriester ist in der Literatur
nicht beschrieben. Die induzierten N’-G-Addukte, unabhéngig davon ob methyliert oder
carboxymethyliert, werden voraussichtlich in die Folgeprodukte FaPy und AP Stellen -
berfuihrt. Letztere sind dann unter den gewdahlten Bedingungen des Comet Assays als
DNA-Grundschaden detektierbar, werden aber auch gemeinsam mit FaPy von FPG er-
kannt und aus der DNA als Strangbruch entfernt. Dass im Gegensatz zu NOZ-2, N'-G-
Addukte nun fir NOZ-5 unter den gewéhlten Bedingungen mit FPG nachweisbar sind,
hangt maglicherweise damit zusammen, dass die von NOZ-5 vermutlich gebildeten Me-
thyl-Phosphotriester, wie bereits beschrieben, nicht spontan in DNA-Strangbriche tber-
gehen und somit im Comet Assay nicht nachweisbar sind [Conrad et al., 1986; Miller et
al., 1987].
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Die beiden methylierten NOZ-5-Analoga 2-Me- und 4-Me-NOZ-5 induzieren in V79 Zellen
in keiner der eingesetzten Konzentrationen (4 bzw. 24 h) DNA-Strangbriiche. Beide Ver-
bindungen sind in V79 Zellen nicht cytotoxisch (Viabilitat > 91%).

42.1.3.2. N-Nitrosoharnstoffe

Als Vertreter der N-Nitrosoharnstoffe wurden 1-Methyl-1-nitrosoharnstoff (MNU) und 1-(2-
Hydroxyethyl)-1-nitrosoharnstoff (HENU) untersucht. Beide Verbindungen werden durch
Hydrolyse in DNA-alkylierende Agentien dberfihrt. MNU zerfallt in ein Methyl-
Diazoniumion [Smith et al., 1988; Wurdeman et al., 1989; Fong et al., 1990], HENU wird

in ein 2-Hydroxyethyl-Diazoniumion gespalten.

MNU induziert bereits nach 15-minttiger Inkubation ab 300 uM DNA-Strangbriiche (Abb.
62). Die DNA-Schadigung durch MNU ist nach Inkubationszeiten von 1-4 h maximal.

Es zeigt sich weiterhin eine deutliche Zunahme der DNA-Strangbruchrate nach zusatzli-
cher FPG-Behandlung. Dabei ist zu beachten, dass in den beiden nicht cytotoxischen
Konzentrationen 300 bzw. 1000 pM (Viabilitat > 85%) nach 1 und 4 h die zusatzliche In-
kubation mit FPG zu einer nahezu vollstandigen Fragmentierung der DNA fihrt. Eine
Ermittlung der Tail Intensity war dadurch nicht mehr mdglich.

Nach 24-stindiger Inkubation sinkt das DNA-schadigende Potential von MNU. In den
beiden hdchsten Konzentrationen ist die Tail Intensity nach FPG-Behandlung wieder er-

mittelbar.
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Das 2-hydroxyethylierende HENU schadigt die DNA &hnlich schnell wie MNU. Auch hier
kénnen DNA-Strangbriiche ab 100 uM schon 15 Minuten nachgewiesen werden (Abb.
63). Im Gegensatz zu MNU ist nach Inkubation mit HENU der Unterschied zwischen
Grund- und FPG-sensitiven DNA-Schaden nicht signifikant. Die Inkubation von V79 Zel-
len mit HENU bewirkt im nicht-cytotoxischen Bereich (Viabilitdt > 94%) keinen weiteren
Anstieg der DNA-Strangbruchrate.

Nach Inkubation von 4 h ist das hochste DNA-schadigende Potential durch HENU zu
verzeichnen. Auch HENU ist nach 24 h Inkubation schwacher DNA-strangbrechend als in
kurzeren Inkubationszeiten.

Die Reaktivitait von HENU ist im Wesentlichen mit der des potentiell 2-
hydroxyethylierenden NOZ-2 vergleichbar. Beide zeigen eine ahnliche Zeitabhangigkeit
sowie einen nur geringen Unterschied zwischen DNA-Grundschaden und FPG-sensitiven

DNA-Schéaden, allerdings ist NOZ-2 bereits in 10-30-fach hoheren Konzentrationen aktiv.

MNU und HENU alkylieren die DNA hauptséchlich an der N’-Position von Guanin [Bera-
nek et al., 1980; Wurdeman et al., 1989]. Eine DNA-Adduktbildung am 0° des Guanins
konnte ebenfalls beobachtet werden. Fir beide Verbindungen ist des Weiteren die M6g-
lichkeit der Interaktion mit des Phosphat-Gruppen des DNA-RUckgrates beschrieben
[Conrad et al., 1986; Muller et al., 1987]. Ein bedeutender Unterschied liegt allerdings in
der Stabilitat der daraus resultierenden Phosphotriester. Wahrend die durch MNU indu-
zierten Methyl-Phosphotriester aul3erst stabil sind, zerfallen die von HENU gebildeten 2-
Hydroxyethyl-Phosphotriester innerhalb kurzer Zeit in DNA-Strangbriiche [Conrad et al.,
1986; Miiller et al., 1987]. Die durch MNU induzierten DNA-Strangbriche beruhen dem-
nach hauptséchlich auf der Bildung von N’-G-Addukten. Im Gegensatz dazu, wird deren
Nachweis im Fall von HENU vermutlich durch DNA-Strangbriiche aus instabilen

Phosphotriestern Uberlagert.
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4.2.1.3.3. N-Methyl-N’-Nitro-N-nitrosoguanidin (MNN  G)

MNNG wird durch nicht-enzymatische Interaktion mit Thiol-Gruppen (Deaminierung) in
ein reaktives Methyl-Diazoniumion Uberfuhrt [Lawley et al., 1970], welches dann wieder-
um mit der DNA bevorzugt an die N’-Position, aber auch an O° des Guanins bindet. Ahn-
lich wie bei MNU kann auch fur MNNG die Bildung von Methyl-Phosphotriester ange-
nommen werden, welche wiederum auf3erst stabil sind.

Die Induktion von DNA-Strangbriichen durch MNNG wurde nach Inkubationszeiten von 4
und 24 h ermittelt.
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Abb. 64: Induktion von DNA-Schaden durch N-Methyl-N'-Nitro-N-nitrosoguanidin
(MNNG) in V79 Zellen ohne (a) und mit (b) zuséatzlicher FPG-Behandlung
(n=3; unabhangige Versuche; 4, 24 h Inkubation; alkalischer Comet Assay;
¢(MNNG)=0,3-10 uM; 1% DMSO; *p<0,1; **p<0,01; ***p<0,001)

MNNG ist in V79 Zellen bereits ab der niedrigsten eingesetzten Konzentration (0,3 uM; 4
und 24 h) signifikant DNA-strangbrechend (Abb. 64). Die DNA-Strangbruchrate wird
durch zusatzliche FPG-Behandlung der DNA gering erhoht. Mit Ausnahme der hdchsten
Konzentration ist MNNG nach 24-stiindiger Inkubation schwacher DNA-schadigend. Cy-
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totoxische Effekte konnten durch Ermittlung einer Viabilitdt von > 87% nicht nachgewie-
sen werden.

MNNG ist unter den hier gewahlten Bedingungen aktiver als in der Literatur beschrieben.
Slamenova et al. [1997] fanden einen signifikanten Anstieg der DNA-Strangbruchrate
nach Inkubation von V79 Zellen mit MNNG ab 6 uM (2 h).

Die Induktion von DNA-Strangbrichen durch MNNG ist vermutlich auf die Bildung von
N’-Methyl-G-Addukten [Horvathova et al., 1999] zuriickzufiihren. Es ist zu erwarten, dass
die ebenfalls gebildeten, stabilen O°-G-Addukte und Methyl-Phosphotriestern nicht zur
DNA-Strangbruch-Induktion von MNNG beitragen.

4.2.2. Kinetik der Abnahme von DNA-Schaden in V79 Z ellen

Das Auftreten von Mutationen ist mit der unzureichenden oder fehlenden Reparatur von
DNA-Addukten wesentlich verbunden. Sind DNA-Reparaturmechanismen tberlastet oder
fehlen vollkommen, erhoht sich das Risiko einer Mutation durch Weitergabe der fehler-
haften Information an die Tochterzelle.

Mit Hilfe eines zweistufigen Inkubationsmodells, in dem V79 Zellen fir 4 resp. 24 h mit
DNA-schadigenden Verbindungen serumfrei inkubiert und anschlieBend fir 8 h mit se-
rumhaltigem Zellkulturmedium nachbehandelt wurden, ist es mdglich, die Abnahme von
DNA-Schéaden im anschlieBend durchgefiihrten alkalischen Comet Assay (+ FPG) zu ver-
folgen. Somit lassen sich orientierende Aussagen dartber treffen, wie effektiv DNA-
Schaden repariert werden und inwiefern dies mit der Induktion von hPRT-Mutationen
(vgl. 4.2.3) zusammenhangt.

Mertes [2003] zeigte, dass GA ab 800 uM signifikant Mutationen am hPRT-Locus von
V79 Zellen induziert. Dagegen sind DNA-Strangbriiche bereits ab 10-100 uM feststellbar
(vgl. Abb. 56). Durch Bestimmung der Abnahme von GA-induzierten DNA-Schéaden
konnte Michael [2006] zeigen, dass in Konzentrationen <800 uM die durch GA induzier-
ten DNA-Schaden nahezu vollstandig repariert werden, und erst in hdheren Konzentrati-
onen ein Teil der DNA-Schaden auch nach 8-stiindiger Nachkultivierung noch signifikant
erhoht ist.

Im Folgenden sind die Ergebnisse zur Kinetik der Abnahme von DNA-Schaden durch
NOZ-2 und NOZ-5 sowie zu HENU nach 4- und 24-stiindiger Inkubation dargestellt. Die
angegebenen Signifikanzen beziehen sich jeweils auf die Tail Intensity nach 4 bzw. 24-

stiindiger Inkubation ohne Nachbehandlung.
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Abb. 65: Kinetik der Abnahme von NOZ-2-induzierten DNA-Schaden (4 h Inkubation) in
V79 Zellen durch Nachbehandlung der inkubierten Zellen mit serumhaltigem
Zellkulturmedium (0-8 h) ohne (unschraffiert) und mit (schraffiert) zusatzlicher
FPG-Behandlung (n=3; unabhangige Versuche; alkalischer Comet Assay;
c(NOZ-2)=10-100 pM; 1% DMSO; *p<0,1; **p<0,01; ***p<0,001) [Michael,
2006]

Die bis zu 8-stiindige Nachbehandlung von NOZ-2-behandelten V79 Zellen (4 h Inkubati-
on; Abb. 65) zeigt eine zeitabhéangige Abnahme der DNA-Schaden mit und ohne zusétz-
liche FPG-Behandlung. Die Reduktion ist ab einer Nachbehandlungszeit von 4-8 h signi-
fikant, ein Ruckgang auf das Niveau der mitgeflihrten Negativkontrolle DMSO kann nicht
festgestellt werden. Vielmehr entsprechen die nach 8-stiindiger Nachkultivierung erhalte-
nen Werte der Tail Intensity den Daten zur Induktion von DNA-Strangbriichen nach 24-
stindiger Inkubation (vgl. Abb. 59). Dies deutet darauf hin, dass im Verlauf einer 24-

stiindigen Inkubation von V79 Zellen mit NOZ-2 bereits Reparaturprozesse ablaufen.
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Abb. 66: Kinetik der Abnahme von NOZ-2-induzierten DNA-Schéaden (24 h Inkubation)
in V79 Zellen durch Nachbehandlung der inkubierten Zellen mit serumhalti-
gem Zellkulturmedium (0-8 h) ohne (unschraffiert) und mit (schraffiert) zusatz-
licher FPG-Behandlung (n=3; unabhangige Versuche; alkalischer Comet As-
say; ¢(NOZ-2)=10-100 uM; 1% DMSO; *p<0,1; **p<0,01; ***p<0,001) [Micha-
el, 2006]

Auch nach 24-stiindiger Inkubation der Zellen mit NOZ-2 (Abb. 66) fuhrt die anschlie-

Bende Nachkultivierung in serumhaltigem Zellkulturmedium nicht zu einer effektiven Re-
duktion der DNA-Strangbruchrate.

Da NOZ-5 in V79 Zellen nach einer Inkubationszeit von 24 h nur noch ein geringes Mal}
an detektierbaren DNA-Schéaden verursacht (vgl. Abb. 60), wurde die Kinetik der Reduk-
tion von DNA-Schaden nur nach einer Inkubationszeit von 4 h verfolgt (Abb. 67).

In den Konzentrationen 30 und 100 uM kénnen NOZ-5-induzierte DNA-Schaden (x FPG)
innerhalb der Nachkultivierungszeit von 8 h bis auf das Niveau der Negativkontrolle redu-

ziert werden. Erst ab 300 pM ist nach 8 h noch eine deutlich gegentiber DMSO erhéhte
DNA-Strangbruchrate nachweisbar.
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Abb. 67: Kinetik der Abnahme von NOZ-5-induzierten DNA-Schaden (4 h Inkubation) in
V79 Zellen durch Nachbehandlung der inkubierten Zellen mit serumhaltigem
Zellkulturmedium (0-8 h) ohne (a) und mit (b) zuséatzlicher FPG-Behandlung
(n=3; unabhéangige Versuche; alkalischer Comet Assay; c(NOZ-5)=30-300
uM; 1% DMSO; *p<0,1; **p<0,01; ***p<0,001)

Auch hier entsprechen die DNA-Strangbruchrate nach 8-stiindiger Nachkultivierung an-
nahernd den Daten der Induktion von DNA-Schaden nach 24 h Inkubation von V79 Zel-

len mit NOZ-5 (vgl. Abb. 60). Es ist daher anzunehmen, dass nach schneller Induktion
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von DNA-Strangbriichen, diese bereits innerhalb der 24-stiindigen Inkubationszeit repa-

riert werden und die DNA-Strangbruchrate somit minimiert wird.

Nach 4-stiindiger Inkubation werden HENU-induzierte DNA-Schaden in Konzentrationen
bis 300 pM innerhalb der Nachkultivierungszeit von 8 h nahezu bis auf das Niveau der
Negativkontrolle reduziert (Abb. 68). Ab 1000 uM ist die DNA-Schadigung auch nach 8 h

immer noch signifikant erhoht.
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Abb. 68: Kinetik der Abnahme von HENU-induzierten DNA-Sché&den (4 h Inkubation) in
V79 Zellen durch Nachbehandlung der inkubierten Zellen mit serumhaltigem
Zellkulturmedium (0-8 h) ohne (a) und mit (b) zuséatzlicher FPG-Behandlung
(n=3; unabhangige Versuche; alkalischer Comet Assay; c(HENU)=100-1000
uM; 1% DMSO; *p<0,1; **p<0,01; ***p<0,001)
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Auch bei HENU entsprechen die in Abb. 68 gezeigten DNA-Strangbruchraten nach 8-
stundiger Nachkultivierung anndhernd den Werten zur Induktion von DNA-Strangbrtichen
nach 24-stundiger Inkubation von V79 Zellen mit HENU (vgl. Abb. 63). Dies deutet auf
eine wahrend der Inkubation ablaufende Reparatur HENU-induzierter DNA-Strangbriiche

und folglich der Reduktion der DNA-Strangbruchrate hin.
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Abb. 69: Kinetik der Abnahme von HENU-induzierten DNA-Schaden (24 h Inkubation)
in V79 Zellen durch Nachbehandlung der inkubierten Zellen mit serumhalti-
gem Zellkulturmedium (0-8 h) ohne (a) und mit (b) zusatzlicher FPG-
Behandlung (n=3; unabhangige Versuche; alkalischer Comet Assay;
c(HENU)=100-1000 uM; 1% DMSO; *p<0,1; **p<0,01; ***p<0,001)
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Die Reduktion von DNA-Strangbriichen nach 24-stindiger Inkubation mit HENU verlauft
innerhalb der Nachkultivierungszeit von 8 h in den Konzentrationen 100 und 300 pM ef-
fektiv bis auf Kontrollniveau (Abb. 69). Ab 1000 uM ist die DNA-Strangbruchrate nach 8 h
signifikant gegenuber der Negativkontrolle erhoht.

4.2.3. Induktion von Mutationen am hPRT-Locus in V79 Zellen

Das mutagene Potential von AA und GA wurde bislang in mehreren Studien untersucht.
In Abhangigkeit der gewahlten Bedingungen zeigten sich allerdings unterschiedliche Er-
gebnisse. So konnte in Lymphomzellen (L5178Y/TK+/-) der Maus die Induktion von Mu-
tationen am tk (Thymidin-Kinase)- und hPRT (Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-
transferase)-Gen durch AA [Moore et al., 1987; Dearfield et al., 1995] gezeigt werden. Im
Gegensatz dazu, konnten am hPRT-Locus in V79H3 Zellen des Chinesischen Hamsters
keine Mutationen durch AA nachgewiesen werden [Tsuda et al., 1993]. Auch in V79 Zel-
len induziert AA keine hPRT-Mutationen [Mertes, 2003].

GA ist sowohl mutagen am tk-Locus in Maus-Lymphomzellen [Dearfield et al., 1995] als
auch am hPRT-Locus in V79 Zellen ab 800 uM [Mertes, 2003]. In V79 Zellen induziert
GA demnach erst in 80-fach hdheren Konzentrationen hPRT-Mutationen als DNA-
Schaden (vgl. Abb. 56).

Zur Einstufung des genotoxischen Potentials von AA und GA wurden Verbindungen, die
im Comet Assay in V79 Zellen oder Vollblut ein signifikantes DNA-schadigendes Potenti-
al aufwiesen, auf ihnre Mutagenitat am hPRT-Locus in V79 Zellen geprift. Die Zellen wur-
den dazu 24 h mit der entsprechenden Verbindung inkubiert und anschlieBend nach dem

Protokoll des hPRT-Genmutations-Assays behandelt.

1204
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100 (3-30 M) .
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Abb. 70: Induktion von hPRT-Mutationen in V79 Zellen durch (t)-anti-BPDE (n=3; un-
abhangige Versuche; 24 h Inkubation; ¢(BPDE)=3-30 uM; 1% DMSO; *p<0,1;
**p<0,01; ***p<0,001)
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Das potente Kanzerogen (t)-anti-BPDE (Abb. 70) induziert bereits ab der niedrigsten
eingesetzten Konzentration (3 pM) signifikant hPRT-Mutationen in V79 Zellen (Dsc-Wert
7 uM). Die Viabilitat der Zellen wurde durch (+)-anti-BPDE in den getesteten Konzentrati-
onen nicht beeinflusst (> 98%). Im Vergleich zu GA ist (x)-anti-BPDE somit ca. 300-fach
mutagener in V79 Zellen und induziert Mutationen sowie DNA-Strangbrtiche (30 puM, 1 h)
im gleichen Konzentrationsbereich.

Das Ergebnis ist mit Literaturdaten vergleichbar. Hanelt et al. [1997] zeigten nach Kurz-
zeitinkubation von humanen fibroblastoiden Zellen (MRC5CV1) in gleichen Konzentratio-
nen eine Induktion von DNA-Strangbriichen im Comet Assay sowie hPRT-Mutagenitat
von ()-anti-BPDE. Im Gegensatz dazu, induziert (+)-anti-BPDE, welches unter den
BPDE-Isomeren die hotchste Mutagenitat und DNA-Bindungsaffinitat aufweist, 8-
Azaguanin-resistente Kolonien in 10-fach geringeren Konzentrationen [Wood et al., 1977,
Huberman et al., 1976].

Die Interaktion von BPDE mit der DNA fiihrt zur hauptséachlichen Bildung stabiler N%-G-
Addukte, so genannter ,bulky adducts” [Cheng et al., 1989; Peltonen et al., 1995; Gea-
cintov et al., 1997]. In deutlich geringeren Anteilen werden instabile Addukte, wie z.B. an
den Positionen N’-G und N*-A [Ochi et al., 1986] gebildet. Wahrend letztere schnell und
effektiv durch Enzyme der Base Excision Reparatur (BER) repariert werden [Braithwaite
et al., 1998; 1999], werden N*-G-Addukte mittels Nukleotid-Excisions-Reparatur (NER)
aus der DNA entfernt [Gunz et al., 1996; McLeod et al., 1991; Yang et al., 1982]. Die
NER verlauft im Vergleich zur BER relativ langsam [Braithwaite et al., 1998; 1999], wo-
durch sich das Risiko einer Persistenz nicht reparierter Lasionen in der DNA erhgdht. Die-
se geschadigten Nukleotide kdnnen folglich wéhrend der Replikation zur Bildung von Mu-
tationen beitragen [Suzuki et al., 2002].

Die Entstehung von BPDE-induzierten Mutationen im Verlauf des Zellzyklus resultiert zu
einem 3-fach hoheren Mal3e aus der frihen S-Phase als aus der frihen G1-Phase. Somit
ist moglicherweise die S-Phasen-Replikation verantwortlich fir das Auftreten von Mutati-
onen, da hier im Vergleich zur G-Phase nur wenige Addukte repariert werden kénnen
[Chen et al., 1990]. Des Weiteren haben BPDE-induzierte Mutationen Einfluss auf das
Tumor-Suppressor-Gen p53 [Denissenko et al., 1996], welches fur die globale Genom
Reparatur (GGR) von NER bedeutend ist [LIoyd et al., 2000]. p53 besitzt die Eigenschatft,
veranderte genomische DNA zu erkennen und den Zellzyklus so lange zu stoppen, bis
der Schaden repariert wurde oder der programmierte Zelltod (Apoptose) stattgefunden
hat [Hartwell et al., 1995].

Neben der Reparatur der BPDE-induzierten DNA-Schaden sind auch die Art der betrof-

fenen DNA-Sequenz sowie die lokale Konformation der Addukt-Stelle bedeutend fir die
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Mutagenitat [Lobanenkov et al., 1986; Rill et al., 1990; Jenstrom et al., 1994; Wei et al.,
1995; Jelinsky et al., 1995; Huang et al., 2003].

a-Acetoxy-NDELA zeigt ein zu (x)-anti-BPDE vergleichbares mutagenes Potential in V79
Zellen (Abb. 71). Ab 10 puM (Viabilitat > 97%) sind hPRT-Mutationen nachweisbar (Dsc-
Wert 9 uM). Analog zu (+)-anti-BPDE induziert das DNA-hydroxyethylierende a-Acetoxy-
NDELA im gleichen Konzentrationsbereich DNA-Strangbriichen sowie hPRT-Mutationen
(20 uM, 1 h) und ist um Faktor 80 mutagener als GA.
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Abb. 71: Induktion von hPRT-Mutationen in V79 Zellen durch a-Acetoxy-NDELA (n=3-

5; unabhéngige Versuche; 24 h Inkubation; c(a-Acetoxy-NDELA)=3-30 uM,;
1% DMSO; *p<0,1; **p<0,01; ***p<0,001)

a-Acetoxy-NDELA wird in ein 2-Hydroxyethyl-Diazoniumion hydrolysiert [Dennehy et al.,
2005; Loeppky et al., 2005], welches mit den Guanin-Basen der DNA an den Positionen
N’ und O° sowie den Phosphodiestern des DNA-Riickgrates interagiert. Wahrend die in-
stabilen N”-2-hydroxyethyl-G-Addukte [Christmann et al., 2003 (rev.); Scharer, 2003] so-
wie die aus den 2-Hydroxyethyl-Phosphotriestern resultierenden DNA-Strangbriiche
vermutlich effektiv repariert werden, verbleiben die Lasionen am O°G in den MGMT-
defizienten V79 Zellen in der DNA [Yarosh et al., 1985]. Neben nicht reparierten instabi-
len DNA-Modifikationen sind somit vermutlich hauptsachlich die promutagenen Addukte

am O°-G firr das mutagene Potential von a-Acetoxy-NDELA verantwortlich.

NOZ-2 (Abb. 72) induziert signifikant hPRT-Mutationen ab 3 uM (Dsc-Wert 2,2 uM; Viabi-
litat > 97%). NOZ-2 ist im gleichen Konzentrationsbereich mutagen wie das ebenfalls

DNA-hydroxyethylierende a-Acetoxy-NDELA.
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Abb. 72:  Induktion von hPRT-Mutationen in V79 Zellen durch NOZ-2 (n=3; unabhangi-
ge Versuche; 24 h Inkubation; c(NOZ-2)=1-100 puM; 1% DMSO; *p<0,1;
**p<0,01; ***p<0,001)

Die Inkubation von V79 Zellen mit NOZ-5 (Abb. 73) fihrt zu einem konzentrationsabhén-
gigen Anstieg der hPRT-Mutationsrate ab 10 pM (Dsc-Wert 9 pM). NOZ-5 zeigt keine cy-
totoxischen Eigenschaften (Viabilitat >93%). Es ist damit vergleichbar aktiv wie NOZ-2.
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Abb. 73:  Induktion von hPRT-Mutationen in V79 Zellen durch NOZ-5 (n=3; unabhangi-
ge Versuche; 24 h Inkubation; ¢(NOZ-5)=0,1-100 uM; 1% DMSO; *p<0,1;
**p<0,01; ***p<0,001)

NOZ-2 und NOZ-5 werden hydrolytisch in DNA-alkylierende Intermediate Uberfuhrt. Fir
NOZ-2 ist die Bildung eines 2-Hydroxyethyl-Diazoniumions, fir NOZ-5 die eines Methyl-
und / oder Carboxymethyl-Diazoniumions postulierbar. Diese interagieren vermutlich mit
der N’- und O°-Position von Guanin sowie den Phosphodiestern des DNA-Riickgrats.

Der Vergleich mit den Ergebnissen zur Kinetik der Reduktion von DNA-Schaden verdeut-

licht, dass NOZ-2-induzierte DNA-Strangbriiche im gesamten Konzentrationsbereich bis
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100 uM nicht ausreichend repariert werden. Neben promutagenen O°-Hydroxyethyl-G-
Addukten, die in V79 Zellen nicht repariert werden kénnen, tragen demnach zusétzlich
andere, nicht reparierte DNA-Addukte zur Mutagenitat von NOZ-2 bei.

Im Gegensatz dazu, werden die durch NOZ-5 induzierten DNA-Strangbriiche in schwach
mutagenen Konzentrationen nahezu vollstandig repariert. Erst in potent mutagenen Kon-
zentrationen ist eine effektive Abnahme der DNA-Schaden nicht mehr mdglich. In Kon-
zentrationen bis 30 uM sind demnach vermutlich hauptsachlich promutagene O°-
Hydroxyethyl-G-Addukte, die in V79 Zellen nicht repariert werden kénnen, fir die Muta-
genitat verantwortlich. Dagegen tragen ab 100 uM zuséatzlich andere, nicht reparierte
DNA-Addukte zur Mutagenitat von NOZ-5 bei.

Neben NOZ-5 wurden auch die beiden methylierten Analoga 2-Me- und 4-Me-NOZ-5 auf
ihr mutagenes Potential in V79 Zellen untersucht. Wie aus Abb. 74 hervorgeht, induzie-

ren beide Verbindungen bis 1000 uM keine hPRT-Mutationen (Viabilitat > 96%).
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Abb. 74: Induktion von hPRT-Mutationen in V79 Zellen durch 2-Me-NOZ-5 und 4-Me-
NOZ-5 (n=3; unabhangige Versuche; 24 h Inkubation; c(2-Me-NOZ-5; 4-Me-
NOZ-5)=30-1000 uM; 1% DMSO; *p<0,1; **p<0,01; ***p<0,001)

MNU (Abb. 75) ist ab 300 pM mutagen (Dsc-Wert 200 pM). In der hochsten Konzentrati-
on zeigen sich geringe cytotoxische Effekte (Viabilitat 82%).

MNU induziert damit im gleichen Konzentrationsbereich DNA-Schaden und hPRT-
Mutationen.

MNU zerféllt in ein DNA-reaktives Methyl-Diazoniumion [Smith et al., 1988; Wurdeman et
al., 1989; Fong et al., 1990]. Als hauptsachliches DNA-Addukt (ca. 66%) entsteht das N’-
Methyl-Guanin [Beranek et al., 1980; Wurdeman et al., 1989]. Weiterhin ist eine Interakti-
on mit den Phosphat-Gruppen des DNA-Riickgrates zu stabilen Methyl-Phosphotriestern
beschrieben (12-17%) [Conrad et al., 1986; Miiller et al., 1987; Beranek et al., 1990]. Ei-

ne DNA-Adduktbildung am O°® des Guanins wurde ebenfalls beobachtet. Trotz des gerin-
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gen Anteils am von MNU induzierten DNA-Addukt-Spektrum von etwa 10%, werden die-

se Lasionen fur die mutagene Wirkung von MNU verantwortlich gemacht [Beranek et al.,
1980; Kelly et al., 1998].
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Abb. 75: Induktion von hPRT-Mutationen in V79 Zellen durch N-Methyl-N-
Nitrosoharnstoff (MNU) (n=3; unabhéngige Versuche; 24 h Inkubation;
¢(MNU)=30-1000 pM; 1% DMSO; *p<0,1; **p<0,01; ***p<0,001)

Das 2-hydroxyethylierende HENU induziert Mutationen am hPRT-Locus von V79 Zellen
ab 30 uM (Abb. 76). Eine deutliche Erhéhung der Mutationsfrequenz ist in der héchsten

Konzentration von 1000 uM zu verzeichnen. Einen Einfluss auf die Viabilitat der Zellen
konnte nicht festgestellt werden (>91%).
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Abb. 76: Induktion von hPRT-Mutationen in V79 Zellen durch N-(2-hydroxyethyl)-N-
nitroso-harnstoff (HENU) (n=3; unabhangige Versuche; 24 h Inkubation;
c(HENU)=30-1000 pM; 1% DMSO; *p<0,1; **p<0,01; ***p<0,001)

HENU wird in ein DNA-alkylierendes 2-Hydroxyethyl-Diazoniumion aktiviert. Dieses in-
teragiert mit der DNA hauptséchlich an den Positionen N’ und O° von Guanin sowie den

Phosphodiestern des DNA-RUckgrats [Conrad et al., 1986; Miller et al., 1987; Beranek et
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al., 1990]. Die resultierenden 2-Hydroxyethyl-Phosphotriester werden unter den gewahl-
ten Bedingungen innerhalb kurzer Zeit in DNA-Strangbriiche gespalten [Conrad et al.,
1986; Miiller et al., 1987].

Der Vergleich mit der Untersuchung zur Reduktion von HENU-induzierten DNA-Schaden
zeigt, dass in schwach mutagenen Konzentrationen die DNA-Strangbruchrate innerhalb
der Nachkultivierung von 8 h bis annahernd auf Kontrollniveau reduziert wird. Hier sind
also vermutlich hauptséchlich promutagene O°-Léasionen fir die Mutagenitat von HENU
verantwortlich. Ab 1000 uM kann ein signifikanter Anteil der DNA-Schaden nicht mehr ef-
fektiv repariert werden. Es ist daher anzunehmen, dass in diesem Konzentrationsbereich
auch nicht reparierte Addukte am N’-G oder den Phosphodiestern zur Mutagenitat von
HENU beitragen.

4.2.4. Einfluss von GSH auf die Induktion von DNA-  Schéaden in V79

Zellen

Ziel der im Folgenden beschriebenen, orientierenden Untersuchung war es, den Einfluss
von GSH auf die Induktion von DNA-Schaden der in V79 Zellen DNA-schadigende Ver-
bindungen GA, Ac, Hex und MNNG zu prufen.

Dazu wurden V79 Zellen mit GSH und den entsprechenden genotoxischen Agentien 4 h
co-inkubiert. Um auszuschlieRBen, dass GSH selbst DNA-Strangbriiche induziert, wurden
des Weiteren V79 Zellen ausschlie3lich mit GSH inkubiert. Nach Bestimmung der Cyto-
toxizitat erfolgte die Quantifizierung der DNA-Schaden im alkalischen Comet Assay (+
FPG). Die in den Abbildungen gezeigten Signifikanzen beziehen sich auf die in 4.2.1 er-
haltenen Ergebnisse zur Induktion von DNA-Schaden in V79 Zellen nach 4-stundiger In-
kubation. Zum Vergleich sind diese Daten jeweils nochmals mit im Liniendiagramm dar-

gestellt.
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Einfluss von GSH auf die Induktion von DNA-Schaden durch Glycidamid (GA)
nach 4-stindiger Co-Inkubation von V79 Zellen ohne (a) und mit (b) zusatzli-
cher FPG-Behandlung (n=3; unabhéngige Versuche; 4 h Co-Inkubation; alka-
lischer Comet Assay; c(GSH)=1000 uM; ¢(GA)=10-1000 uM; 1% DMSO))

Abb. 77 (a) zeigt, dass GSH (1000 uM) das DNA-schadigende Potential von GA (10-

1000 pM)

nach Co-Inkubation von V79 Zellen lediglich in der hochsten eingesetzten

Konzentration von 1000 pM gering beeinflusst. Eine Reduktion FPG-sensitiver DNA-
Sché&den durch GSH ist nicht feststellbar.

Im Gegensatz zu GA, reduziert GSH das DNA-schadigende Potential der beiden a,(-

ungesattigten Carbonylverbindungen Ac und Hex signifikant.

Fir Ac ist

eine Reduktion der DNA-Strangbruchrate nach Co-Inkubation mit GSH bis na-

hezu auf das Niveau der Negativkontrolle DMSO festzustellen (Abb. 78).
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Einfluss von GSH auf die Induktion von DNA-Schaden durch Acrolein (Ac)
nach 4-stindiger Co-Inkubation von V79 Zellen ohne (a) und mit (b) zuséatzli-
cher FPG-Behandlung (n=3; unabhangige Versuche; 4 h Co-Inkubation; alka-
lischer Comet Assay; ¢(GSH)=1000 uM; c(Ac)=3-100 uM; 1% DMSO; *p<0,1;
**p<0,01; ***p<0,001))

DNA-schadigende Wirkung von Hex wird durch GSH signifikant reduziert. Im

Gegensatz zu Ac erfolgt allerdings in der héchsten Konzentration (1000 uM) keine Ab-

nahme der DNA-Strangbruchrate bis auf das Niveau der Negativkontrolle DMSO.
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Abb. 79:

Einfluss von GSH auf die Induktion von DNA-Schéaden durch 2-Hexenal (Hex)
nach 4-stindiger Co-Inkubation von V79 Zellen ohne (a) und mit (b) zusatzli-
cher FPG-Behandlung (n=3; unabhéngige Versuche; 4 h Co-Inkubation; alka-
lischer Comet Assay; c¢(GSH)=1000 uM; c(Hex)=10-1000 pM; 1% DMSO;
*p<0,1; **p<0,01; ***p<0,001))

Ac und Hex besitzen eine hohe Bindungsaffinitdt an GSH. Diese Reaktion, die entweder

direkt [Esterbauer et al., 1975] oder GST-katalysiert [Boyland et al., 1967] verlauft, stellt

einen wirkungsvollen Entgiftungspfad dar. Mit zunehmender Kettenldnge nimmt die Ge-
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schwindigkeit der nicht-enzymatischen Bindung ab [Schuhmacher et al., 1990]. Damit er-
klart sch die effektivere Entgiftung von Ac durch GSH, welches im Vergleich zu Hex auf-
grund der kurzeren Kettenlange elektrophiler ist und somit leichter an das Tripeptid bin-
det.

Wie bereits beschrieben, wird MNNG durch GSH sowohl detoxifiziert als auch aktiviert
[Lawley et al., 1970; Jensen et al., 1987 & 1990; Santala et al., 1992], und zwar in Ab-
hangigkeit davon, ob GSH frei oder an die aktive Stelle von GST gebunden vorliegt. Es
ist also zu vermuten, dass eine Erhohung des GSH-Gehaltes zu einer verstarkten Aktivi-
tat von MNNG durch vermehrte Bildung von Methyl-Diazoniumionen fihrt. Unter den ge-
wahlten Bedingungen der Co-Inkubation von MNNG und GSH zeigt sich allerdings, dass
die DNA-Strangbruchrate von MNNG durch GSH nicht gesteigert, sondern vielmehr re-
duziert wird (Abb. 80).
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Abb. 80: Einfluss von GSH auf die Induktion von DNA-Schaden durch N-Methyl-N'-
Nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG) nach 4-stuindiger Co-Inkubation von V79 Zel-
len ohne (a) und mit (b) zusatzlicher FPG-Behandlung (n=3; unabhangige
Versuche; 4 h Co-Inkubation; alkalischer Comet Assay; c¢(GSH)=1000 puM;
¢(MNNG)=0,3-30 uM; 1% DMSO; *p<0,1; **p<0,01; ***p<0,001))

Einen d@hnlichen Effekt konnten auch Romert et al. [1997] auf die Mutagenitat von MNNG
nach Co-Inkubation mit SH-aktiven Verbindungen feststellen. Man fand eine Steigerung
des mutagenen Potentials lediglich durch Vorbehandlung der Zellen mit GSH und damit
verbundener Erhdhung des intrazellularen GSH-Gehaltes, jedoch eine deutliche Abnah-
me bei gleichzeitiger Inkubation. Die Vermutung war, dass aufgrund des hohen extrazel-
lularen GSH-Spiegels in Anwesenheit von MNNG die N-Nitrosoverbindung moglicherwei-

se bereits aulRerhalb der Zelle in reaktive Methyl-Diazoniumionen zerféllt, welche dann
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wiederum bereits vor Erreichen der DNA aufgrund der geringen Selektivitat, aber auch

hohen Reaktivitdt mit zellularen Bestandteilen abreagieren.

4.2.5. Bestimmung des Verhdltnisses von AP Stelle  n und FaPy mit
Hilfe des Comet Assays bei pH >13 und 12,1

GA induziert hauptséchlich instabile DNA-Addukte am N’-Guanin. Durch Schwéchung
der glykosidischen Bindung entstehen daraus zum einen alkali-labile AP Stellen [Gates et
al., 2004 (rev.)], die unter den alkalischen Bedingungen des Comet Assays in DNA-
Strangbriiche lberfiinrt werden. Ein weiteres Folgeprodukt des alkylierten N’-G-Addukts
sind die so genannten Formamido-pyrimidine (FaPy), in welchen der Imidazolring des al-
kylierten Guanins geoffnet ist [Chetsanga et al., 1982]. Diese sind chemisch stabil und
kénnen unter physiologischen Bedingungen nur durch Enzyme der Base Excision Repa-
ratur aus der DNA entfernt werden [Gates et al., 2004 (rev.)].

Mit Hilfe des alkalischen Comet Assays ohne FPG-Behandlung konnte gezeigt werden,
dass GA DNA-Schaden in V79 Zellen ab 300 uM induziert. Diese sind vermutlich haupt-
sachlich auf AP Stellen zurtickzufiihren, die aufgrund der alkalischen Bedingungen in
DNA-Strangbriiche  tbergehen (vgl. 4.2.1). Daneben verursacht das DNA-
Reparaturenzym FPG einen deutlichen Anstieg der DNA-Strangbruchrate. FPG erkennt
u. a. AP Stellen und FaPy und Uberfuhrt diese in zusatzliche DNA-Strangbriiche [Laval et
al., 1996]. Der Unterschied zwischen DNA-Grund- und FPG-sensitiven DNA-Schaden
kann allerdings nicht ausschlie3lich mit der Entstehung von FaPy erklart werden, da auf-
grund der kurzen DNA-Entwindungszeit im Comet Assay nur ein Teil der AP Stellen in
DNA-Strangbriche tbergehen [Collins, 2004]. Eine Bestimmung des Verhéltnisses von
AP Stellen und FaPy ausgehend von N’-G-Addukten ist demnach mit Hilfe des alkali-
schen Comet Assays (+ FPG) nicht moglich.

Daher wurde die Induktion von DNA-Strangbriichen im Comet Assay bei pH 12,1 unter-
sucht und vergleichend den Ergebnissen des alkalischen Comet Assay (vgl. 4.2.1) ge-
genibergestellt. Da nach Absenkung des pH-Wertes wéhrend DNA-Entwin-dung und E-
lektrophorese auf 12,1 alkali-labile Stellen nicht mehr in DNA-Strangbriche berfihrt
werden [Klaude et al., 1996; Miyamae et al., 1997], ermdglicht der Vergleich zum Comet
Assay bei pH >13 Ruckschlisse auf induzierte AP Stellen.

Dazu wurden V79 Zellen zunéchst analog zu 4.2.1 mit den jeweiligen Testsubstanzen fir
4 h inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Quantifizierung der DNA-Schaden im Comet As-
say bei pH 12,1 (+ FPG).

Vergleichend sind in den einzelnen Abbildungen nochmals die Ergebnisse der 4-

stiindigen Inkubation von V79 Zellen im Comet Assay bei pH >13 dargestellt. Die gezeig-
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ten Signifikanzen beziehen sich jeweils auf die aus 4.2.1 erhaltenen Werte nach 4-

stundiger Inkubation im Comet Assay bei pH >13.

Wie in Abb. 81 dargestellt, fihrt die DNA-Entwindung bei pH 12,1 im Vergleich zu pH
>13 zu einer signifikanten Abnahme der GA-induzierten DNA-Strangbriiche. Im Gegen-
satz zum Comet Assay bei pH >13, fuhrt FPG bei pH 12,1 nicht zu einer Erhdhung der
DNA-Strangbruchrate.
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Abb. 81: Nachweis von Glycidamid (GA)-induzierten DNA-Schéaden im Comet Assay
bei pH >13 und 12,1 nach 4-stiindiger Inkubation von V79 Zellen ohne (a) und
mit (b) zusatzlicher FPG-Behandlung (n=3; unabhangige Versuche; 4 h Inku-
bation; ¢c(GA)=3-1000 uM; 1% DMSO; *p<0,1; **p<0,01; ***p<0,001)

Dies st ein Indiz fur die Entstehung alkali-labiler AP Stellen aus N’-GA-G-Addukten.
Diese werden unter den schwdacher alkalischen Bedingungen nicht mehr in DNA-
Strangbriiche Uberfiihrt. Die ebenfalls zu beobachtende signifikante Abnahme der FPG-
sensitiven DNA-Schaden im Vergleich zum alkalischen Comet Assay kdnnte auf eine un-
vollstandige Entfernung FPG-sensitiver DNA-Schaden zurickzufuhren sein. So werden
AP Stellen, ob durch spontane Depurinierung oder nach Entfernung von FaPy durch die
DNA-Glykosylase-Aktivitat von FPG entstanden, durch die AP-Lyase-Aktivitat von FPG in
DNA-Strangbriiche Uberfiihrt [Laval et al., 1996]. Erfolgt nun dieser Schritt der Reparatur
nur unzureichend, resultiert die Uberfiihrung von AP Stellen in DNA-Strangbriiche in der
alkalischen Variante des Comet Assays aufgrund des pH-Wertes wahrend der DNA-
Entwindung. Im Comet Assay bei pH 12,1 verbleiben diese allerdings in der DNA und
sind nicht mehr nachweisbar [Klaude et al., 1996; Miyamae et al., 1997]. Die Frage, ob
N’-GA-G-Addukte nun hauptsédchlich depuriniert oder in FaPy tberfiihrt werden, kann

anhand dieses Ergebnisses nicht eindeutig geklart werden.
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Ac induziert in V79 Zellen ab 60 pM nach 4-stiindiger Inkubation signifikant DNA-
Schéden, die im Comet Assay bei pH >13 deutlich erkennbar sind. Die Reduktion des
pH-Wertes auf pH 12,1 fuhrt zu einer deutlichen Abnahme der Tail Intensity sowohl ohne
als auch mit zusatzlicher FPG-Behandlung (Abb. 82). Dies lasst auf die Entstehung alka-
li-labiler Stellen aus Ac-DNA-Addukten schliel3en, die bei einem pH-Wert von 12,1 nicht

mehr in DNA-Strangbrtiche tberfuhrt werden.
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Abb. 82: Nachweis von Acrolein (Ac)-induzierten DNA-Schaden im Comet Assay bei
pH >13 und 12,1 nach 4-stindiger Inkubation von V79 Zellen ohne (a) und mit
(b) zusatzlicher FPG-Behandlung (n=3; unabhangige Versuche; 4 h Inkubati-
on; ¢(Ac)=3-100 puM; 1% DMSO; *p<0,1; **p<0,01; ***p<0,001)

Ein vergleichbarer Effekt kann auch bei NOZ-2 beobachtet werden. Nach Reduktion des
pH-Wertes bei der DNA-Entwindung sind signifikant weniger DNA-Strangbrtiche im Co-
met Assay mit und ohne FPG-Behandlung nachweisbar (Abb. 83).

Diese Reduktion deutet darauf hin, dass im alkalischen Comet Assay AP Stellen, die
vermutlich aus N’-Hydroxyethyl-G-Addukten resultieren, zur Gesamtheit der DNA-
Strangbriiche beitragen. Auch hier lasst die Abnahme der FPG-sensitiven DNA-Schéaden

auf eine moglicherweise unvollstdandige DNA-Reparatur durch FPG schliel3en.
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Abb. 83: Nachweis von NOZ-2-induzierten DNA-Schaden im Comet Assay bei pH >13
und 12,1 nach 4-stiindiger Inkubation von V79 Zellen ohne (a) und mit (b) zu-
satzlicher FPG-Behandlung (n=3; unabh&ngige Versuche; 4 h Inkubation;
c(NOZ-2)=1-100 pM; 1% DMSO; *p<0,1; **p<0,01; ***p<0,001)

Das hauptséchlich N’-G-methylierende MNU induziert im Comet Assay bei einem pH >13
DNA-Strangbriiche ab 1000 uM ohne FPG-Behandlung. Die zusatzliche Inkubation mit
dem DNA-Reparaturenzym FPG lasst DNA-Schaden ab 100 uM erkennen und erhdht die
DNA-Schadigung in héheren Konzentrationen so weit, dass die DNA nahezu vollsténdig
fragmentiert vorliegt. Eine Senkung des pH-Wertes bei der DNA-Entwindung auf 12,1
fuhrt dazu, dass in diesen beiden Konzentrationen die Tail Intensity wieder ermittelbar im
Bereich von 10% TI liegt und auch die Tail Intensity fur MNU 100 uM (+ FPG) signifikant
geringer ist. Ein gegenteiliges Ergebnis kann allerdings fur die DNA-Strangbruchrate oh-
ne zusatzliche FPG-Behandlung festgestellt werden. Zwar minimieren sich die DNA-
Strangbriiche in der héchsten Konzentration von 1000 uM, in den beiden Konzentratio-
nen 100 und 300 pM sind allerdings in niedrigeren pH-Bereichen mehr DNA-Schaden de-
tektierbar. Ahnlich wie GA ist auch fur MNU der Unterschied zwischen DNA-
Grundschaden und FPG-sensitiven DNA-Schaden nach Senkung des pH-Wertes nicht

mehr signifikant.
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Nachweis von N-Methyl-N-Nitroso-harnstoff (MNU)-induzierten DNA-Schaden
im Comet Assay bei pH >13 und 12,1 nach 4-stundiger Inkubation von V79
Zellen ohne (a) und mit (b) zusatzlicher FPG-Behandlung (n=3; unabhangige
Versuche; 4 h Inkubation; c(MNU)=10-1000 pM; 1% DMSO; *p<0,1; **p<0,01;
***n<0,001)

4.2.6. Zusammenfassung und Vergleich der Ergebnisse in V79 Zellen

Im Vergleich zum System humanes Vollblut wurde die DNA-schadigende Wirkung von

GA, den a,B-ungesattigten Carbonylverbindungen Ac und Hex sowie verschiedener N-

Nitroso-verbindungen in V79 Zellen geprift. Des Weiteren wurde die Kinetik der Redukti-
on von DNA-Schéden sowie der Einfluss von Glutathion (GSH) auf die Toxizitat der ge-

nannten Verbindungen mit Hilfe des alkalischen Comet Assays bestimmt.

Die Mutagenitat von Verbindungen mit DNA-schadigendem Potential wurde mit Hilfe des
hPRT-Genmutations-Assays bestimmt.

In den Tab. 10 und Tab. 11 sind die Ergebnisse zusammengefasst.
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V79 Zellen
. Einfluss von GSH auf die
Induktion von DNA-Schaden ] )
Induktion von DNA- Schéaden Induktion von DNA-Schaden (4 h) *
(15',1,2,24h) *
(4h)*
Comet Assay (pH >13) Comet Assay (pH 12,1)
Substanz - FPG + FPG - FPG + FPG - FPG + FPG
. . kein Einfluss auf DNA- ] ) . .
Glycidamid 1000 uM (1 h)* 100 uM (1 h)* gering aktiv ab 1000 uM gering aktiv ab 100 uM
Strangbruchrate
Acrolein 60 uM (4 h)** 60 pM (4 h)** gering aktiv ab 60 pM gering aktiv ab 60 pM gering aktiv ab 60 uM
2-Hexenal 100 pM (4 h)* 100 puM (4 h)* gering aktivab 100 uM - -
NOZ-2 1uM (15)** | 0,3 uM (15" h)*** n. b. n. b. verringerte Aktivitat ab 3-10 uM
NOZ-5 100 pM (15%)***| 10 uM (157)*** n. b n. b n. b. n. b.
2-Me-NOZ-5 inaktiv n. b. n. b. n. b. n. b.
4'Me'NOZ'5 InaktIV n. b n. b n. b_ n. b.
MNU 300 puM (15" 100 pM (15 leicht erhohte DNA- i te DNA-Migrati
ki ) verringerte -Migration
H H n.b n. b Strangbruchrate ab 100 uM J d

HENU 300 pM (159 | 30 pM (15 n. b. n. b. n. b. n. b.
MNNG 0,3 UM (4 h)** 0,3 UM (4 hy*= gering aktiv ab 0,3 pM n. b. n. b.

* zeitabhangiger Anstieg der DNA-Migration mit Maximum nach 24 h;

** yergleichbare Tail Intensity nach 4 und 24 h;

*** maximale DNA-Schéadigung nach 1-4 h; nach 24 h nur noch gering aktiv

Tab. 10: Induktion von DNA-Schéaden in V79 Zellen (n. b.: nicht bestimmt); * niedrigste signifikant aktive Konzentration
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V79 Zellen
Induktion von Mutationen am Kinetik der Reduktion von DNA- Schéden
hPRT-Locus (24 h) * (4,24 h)*
hPRT-Genmutations-Assay Comet Assay (pH >13)
Substanz - FPG + FPG
nahezu vollstdndige Reduktion der DNA-Schéaden
Glycidamid 800 uM [Mertes, 2003] in nicht-mutagenen Konzentrationen
[Michael, 2006]
keine effektive Reduktion der DNA-Schéaden
NOZ-2 3 uM ]
[Michael, 2006]
effektive Reduktion von DNA-Schéaden nur in
NOZ-5 10 uM ]
schwach-mutagenen Konzentrationen
2-Me-NOZ-5 inaktiv n. b. n. b.
4-Me-NOZ-5 inaktiv n. b. n. b.
MNU 300 uM n. b. n. b.
HENU 30-300 uM (schwach) effektive Reduktion von DNA-Schaden nur in
1000uM (potent) schwach-mutagenen Konzentrationen

Tab. 11: Induktion von hPRT-Mutationen und Kinetik der Reduktion von DNA-Schéden

in V79 Zellen (n. b.: nicht bestimmt); * niedrigste signifikant aktive Konzentra-

tion

) Vergleich der DNA-schadigenden Wirkung in V79 Ze  llen

GA ist in V79 Zellen ab 100-1000 uM (1 h) DNA-strangbrechend. FPG bewirkt einen sig-

nifikanten Anstieg der DNA-Strangbruchrate.

MNU (100-300 pM) ist vergleichbar DNA-schadigend wie GA, es interagiert allerdings
deutlich schneller mit der DNA (15).

Strangbruchrate signifikant.

Auch bei MNU erhdht FPG die DNA-

Im Vergleich dazu, ist HENU zwar in einem &hnlichen Konzentrationsbereich aktiv (30-
300 uM; 15Y, allerdings besitzt FPG keinen Einfluss auf die DNA-Strangbruchrate.
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Auch die a,B-ungesattigten Carbonylverbindungen Ac und Hex sind in V79 Zellen ab 60-
100 uM DNA-strangbrechend (4 h). Eine zuséatzliche Behandlung mit FPG bewirkt keinen

weiteren Anstieg der DNA-Strangbruchrate.

Wahrend die methylierten N-Nitroso-oxazolidinone in V79 Zellen keine DNA-
Strangbriiche induzieren, sind NOZ-2 und NOZ-5 wesentlich reaktiver und induzieren
DNA-Strangbriiche bereits ab 0,3 resp. 10 pM. Fiur NOZ-2 bewirkt FPG nur einen gerin-
gen Anstieg der DNA-Strangbruchrate. Dagegen induziert NOZ-5 kaum DNA-
Grundschaden, zeigt dagegen allerdings eine signifikante Induktion FPG-sensitiver DNA-

Schéaden.

I)  Vergleich der Zeitabhangigkeit der Induktion vo  n DNA-Schaden in V79 Zellen

Zur Bewertung des genotoxischen Potentials der untersuchten Verbindungen ist neben
der Intensitat der induzierten DNA-Schéaden vor allem die Geschwindigkeit der Reaktion
gegenuber der DNA von Bedeutung. Anhand ausgewahlter Konzentrationen ist in Abb.

85 die Zeitabhangigkeit der Induktion von DNA-Sché&den vergleichend dargestellt.

Es zeigt sich, dass GA relativ langsam mit der DNA reagiert und erst nach Inkubations-

zeiten ab 1 h DNA-Strangbriiche induziert.

Die N-Nitrosoharnstoffe MNU und HENU induzieren DNA-Sché&den in V79 Zellen bereits
ab 15 Minuten und alkylieren die DNA damit deutlich schneller als GA. Die Induktion von
DNA-Schaden durch MNU und HENU ist nach 4-stiindiger Inkubation maximal. Nach
24 h sinkt das DNA-schadigende Potential beider Verbindungen signifikant ab.

Sowohl NOZ-2 als auch NOZ-5 haben bereits nach 15 Minuten nahezu das vollstéandige
Ausmall DNA-schadigender Wirkung erreicht. Die DNA-Strangbruchrate steigt nach
1-4 h nur noch gering an und ist nach 4 h maximal. Nach 24-stindiger Inkubation sinkt

das DNA-schadigende Potential beider Verbindungen deutlich ab.

Im Vergleich zum relativ reaktionstragen GA zeigt sich, dass die beiden N-Nitroso-
oxazolidinone innerhalb weiniger Minuten in DNA-reaktive Intermediate hydrolysiert wer-
den, diese schnell an die DNA binden und DNA-Strangbriiche induzieren. Die Abnahme
des genotoxischen Potentials nach 24-stiindiger Inkubation ist mdglicherweise Indiz fir
die Reparatur von DNA-Strangbrichen nach vollstandiger, schneller Reaktion der NOZ's.
Die Aktivierung von MNU und HENU verlauft langsamer, ist aber wie bei den N-Nitroso-
oxazolidinonen nach 24 h abgeschlossen. Auch hier deutet die signifikant verringerte

DNA-Strangbruchinduktion auf eine Reparatur der DNA-Strangbriiche hin.
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Abb. 85: Zeitabhéangigkeit der Induktion von DNA-Schaden durch GA (300 uM), MNU (100 pM), HENU (300 pM), NOZ-2 (100 uM) und
NOZ-5 (100 pM) in V79 Zellen ohne und mit zuséatzlicher FPG-Behandlung
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1)) Vergleich der DNA-schadigenden Wirkung in V79  Zellen und Vollblut

GA ist in humanem Vollblut und V79 Zellen gleichermaf3en reaktiv. In beiden Systemen
zeigt sich ein konzentrations- und zeitabhangiger Anstieg der DNA-Strangbriche ab 100-
300 uM (1-4 h) sowie nach zuséatzlicher Behandlung mit FPG ein signifikanter Anstieg der
DNA-Strangbruchrate (10 -100 uM; 1-4 h).

Ac und Hex sind in V79 Zellen bedeutend genotoxischer als in Vollblut oder isolierten
Lymphozyten. So sind in V79 Zellen DNA-Strangbrtiche bereits ab 60 resp. 100 pM (4 h)
nachweisbar. Dahingegen sind beide Verbindungen in Vollblut inaktiv und induzieren in
isolierten Lymphozyten DNA-Strangbrtiche erst in deutlich hheren Konzentrationen von
3000-6000 uM. FPG bewirkt in keinem der Systeme einen weiteren Anstieg der DNA-

Strangbruchrate.

MNU ist in humanem Vollblut potenter DNA-schadigend als in V79 Zellen. So sind im
Humanblut bereits ab 100 pM ohne und ab 10 pM mit zusatzlicher FPG-Behandlung
DNA-Strangbriche detektierbar. In V79 Zellen zeigt sich eine vergleichbare Intensitat der

DNA-Schadigung erst in 3-10-fach htheren Konzentrationen.

Da die Genotoxizitat der N-Nitroso-oxazolidinone in Humanblut nur nach einer Inkubati-
onszeit von 4 h detektiert wurde, erfolgt der Vergleich zur Reaktivitadt in V79 Zellen fir
diesen Zeitraum. V79 Zellen sind gegeniiber NOZ-2 deutlich sensitiver als humanes
Vollblut. Wahrend in Vollblut ab 100 pM DNA-Strangbriche nachweisbar waren, ist
NOZ-2 in V79 Zellen bereits ab 3 pM aktiv. Im Gegensatz dazu zeigen NOZ-5 sowie die
beiden methylierten Analoga in V79 Zellen eine deutlich geringere Reaktivitat als in Hu-
manblut. Wahrend NOZ-5 in Vollblut bereits ab 0,1 pM signifikant DNA-Schaden indu-
ziert, sind in V79 Zellen erst ab 100-fach hoheren Konzentrationen DNA-Schaden nach-
weisbar. 2-Me- und 4-Me-NOZ-5 sind in Humanblut erst in hohen Konzentrationen DNA-

strangbrechend, in V79 Zellen sind beide unter den gewéahlten Bedingungen inaktiv.

V) Einfluss von GSH auf die Genotoxizitatin V79 Z  ellen

Die Genotoxizitat von Fremdstoffen hangt wesentlich vom Gleichgewicht giftender und
entgiftender Mechanismen im Organismus ab. Einen Beitrag zur Detoxifizierung leisten u.
a. Glutathion (GSH) und andere endogene oder exogene Thiole [Meister et al., 1983].
Hierbei interagieren die nukleophilen Thiole direkt oder durch enzymatische Katalyse mit

Elektrophilen unter Bildung von nicht-toxischen Konjugaten.

Das DNA-schadigende Potential von GA (10-1000 uM) wird durch GSH (1000 uM) nach

Co-Inkubation von V79 Zellen nicht beeinflusst.
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Im Gegensatz dazu, fuhrt die Co-Inkubation von V79 Zellen mit GSH (1000 pM) und Ac
bzw. Hex zu einer signifikanten Reduktion des genotoxischen Potentials der Verbindun-
gen.

Ac und Hex besitzen eine hohe Bindungsaffinitdt an GSH. Diese Reaktion, die entweder
direkt [Esterbauer et al., 1975] oder GST-katalysiert [Boyland et al., 1967] verlauft, stellt

einen wirkungsvollen Entgiftungspfad dar.

MNNG wird durch GSH sowohl detoxifiziert als auch aktiviert [Lawley et al., 1970; Jensen
et al., 1987 & 1990; Santala et al., 1992], und zwar in Abhangigkeit davon, ob GSH frei
oder an die aktive Stelle von GST gebunden vorliegt. Die gleichzeitige Behandlung von
V79 Zellen mit GSH und MNNG sollte klaren, ob das DNA-strangbrechende Potential von
MNNG durch Erhdhung des GSH-Gehaltes gesteigert werden kann. Allerdings zeigte
sich vielmehr eine signifikante Reduktion der DNA-Schéadigung.

Es ist zu vermuten, dass aufgrund des hohen extrazellularen GSH-Spiegels in Anwesen-
heit von MNNG die N-Nitrosoverbindung mdglicherweise bereits aufRerhalb der Zelle in
das reaktive Methyl-Diazoniumion zerfallt, welches dann wiederum bereits vor Erreichen
der DNA aufgrund seiner geringen Selektivitat, aber auch hohen Reaktivitat mit zellularen

Bestandteilen abreagieren kann.

V) Zusammenhang zwischen hPRT-Mutagenitdt und Repar atur von DNA-
Strangbriichen ausgewahlter Verbindungen

Das Auftreten von Mutationen ist mit der unzureichenden oder mangelnden Reparatur

von DNA-Addukten wesentlich verbunden. Sind DNA-Reparaturmechanismen Uberlastet

oder fehlen vollkommen, erh6ht sich das Risiko einer Mutation durch Weitergabe der feh-

lerhaften Information an die Tochterzelle.

Mertes [2003] zeigte, dass GA ab 800 uM signifikant Mutationen am hPRT-Locus von
V79 Zellen induziert. Dagegen sind DNA-Strangbriiche bereits ab 10-100 uM feststellbar.
Durch Bestimmung der Abnahme von GA-induzierten DNA-Schaden konnte Michael
[2006] zeigen, dass in Konzentrationen bis 800 pM die durch GA induzierten DNA-
Schéaden nahezu vollstandig repariert werden, und erst in htheren Konzentrationen ein
Teil der DNA-Schaden auch nach 8-stindiger Nachkultivierung noch signifikant erhoht

ist.

HENU ist bis 300 uM schwach mutagen, ab 1000 uM ist ein deutlicher Anstieg der hPRT-
Genmutationsfrequenz zu verzeichnen. Der Vergleich mit der Untersuchung zur Redukti-
on von HENU-induzierten DNA-Schaden zeigt, dass in schwach mutagenen Konzentrati-
onen die DNA-Strangbruchrate innerhalb der Nachkultivierung von 8 h bis annéhernd auf

Kontrollniveau reduziert wird. Hier sind also vermutlich hauptséchlich promutagene O°-
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Lasionen fur die Mutagenitat von HENU verantwortlich. Ab 1000 puM kann ein signifikan-
ter Anteil der DNA-Schaden nicht mehr effektiv repariert werden. Es ist daher anzuneh-
men, dass in diesem Konzentrationsbereich auch nicht reparierte Addukte am N’-G oder

den Phosphodiestern zur Mutagenitat von HENU beitragen.

NOZ-2 und NOZ-5 sind ab 3-10 uM mutagen. Fir beide Verbindungen zeigt sich eine
signifikante Erh6hung der Mutagenitat ab 100 pM.

Der Vergleich mit den Ergebnissen zur Kinetik der Reduktion von DNA-Schaden verdeut-
licht, dass NOZ-2-induzierte DNA-Strangbriiche im gesamten Konzentrationsbereich bis
100 pM nicht ausreichend repariert werden. Neben promutagenen O°-Hydroxyethyl-G-
Addukten, die in V79 Zellen nicht repariert werden kénnen, tragen demnach zusétzlich
andere, nicht reparierte DNA-Addukte zur Mutagenitat von NOZ-2 bei.

Im Gegensatz dazu, werden die durch NOZ-5 induzierten DNA-Strangbrtiche in schwach
mutagenen Konzentrationen nahezu vollstandig repariert. Erst in potent mutagenen Kon-
zentrationen ist eine effektive Abnahme der DNA-Schaden nicht mehr mdglich. In Kon-
zentrationen bis 30 uM sind demnach vermutlich hauptsachlich promutagene O°-
Hydroxyethyl-G-Addukte, die in V79 Zellen nicht repariert werden kénnen, fir die Muta-
genitat verantwortlich. Dagegen tragen ab 100 uM zuséatzlich andere, nicht reparierte
DNA-Addukte zur Mutagenitat von NOZ-5 bei.

4.3. Induktion von DNA-Schaden in priméren Rattenhe  patozy-

ten

Primarkulturen von Hepatozyten sind das am haufigsten eingesetzte in vitro-System fur
Studien zur Biotransformation, da die Leberparenchymzelle Uber das fast komplette fur

den Fremdstoffmetabolismus relevante Enzymmuster mit hoher Aktivitat verfugt.

In der vorliegenden Arbeit sollte mit Hilfe des alkalischen Comet Assays (+ FPG) geklart
werden, ob das moglicherweise durch endogene Nitrosierung aus NAPA gebildete N-
Nitroso-NAPA in der Lage ist, nach metabolischer Aktivierung, DNA-Schaden in priméaren
Rattenhepatozyten zu induzieren. Als Positivkontrolle wurde NDELA verwendet, welches
durch metabolische, enzym-katalysierte Aktivierung in DNA-alkylierende Intermediate

uberfuhrt wird.
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Abb. 86: Induktion von DNA-Schaden durch N-Nitroso-diethanolamin (NDELA) in pri-
maren Rattenhepatozyten ohne (unschraffiert) und mit (schraffiert) zuséatzli-
cher FPG-Behandlung (n=3; unabhangige Versuche; 4, 24 h Inkubation; alka-
lischer Comet Assay; c(NDELA)=0,01-30 mM (4 h); c(NDELA)=0,01-10 mM
(24 h); 1% DMSO; *p<0,1; **p<0,01; ***p<0,001)

Wie in Abb. 86 dargestellt, induziert NDELA nach 4-stuindiger Inkubation signifikant DNA-
Strangbriiche ab 3 mM. Durch Verlangerung der Inkubationszeit auf 24 h sind DNA-
Schaden ebenfalls ab 3 mM detektierbar, allerdings mit erhéhter DNA-Strangbruchrate.
Fir beide Inkubationsbereiche sind FPG-sensitive DNA-Schaden zwar ab 1 mM nach-
weisbar, im Vergleich zur DNA-Grundschéadigung ist die Tail Intensity jedoch nur gering
erhoht.

Im Gegensatz zu NDELA induzieren sowohl NAPA als auch N-Nitroso-NAPA nach 4 und
24 h Inkubation keine DNA-Strangbriiche in primaren Rattenhepatozyten (Abb. 87 &
Abb. 88). Es ist zu beachten, dass in der jeweils hchsten Konzentration von 3 mM fir
NAPA nach beiden Inkubationszeitraumen, fir NO-NAPA nach 24-stiindiger Inkubation
keine Zellen mehr nachweisbar waren. Im Verlauf der Inkubation hatten sich alle Hepato-
zyten vom Boden der Petrischale abgeldst.
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Abb. 87: Induktion von DNA-Schaden durch NAPA in primaren Rattenhepatozyten oh-
ne (unschraffiert) und mit (schraffiert) zusétzlicher FPG-Behandlung (n=3; un-
abhéngige Versuche; 4, 24 h Inkubation; alkalischer Comet Assay;
c(NAPA)=0,03-3 mM; 1% DMSO)
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Abb. 88: Induktion von DNA-Schaden durch N-Nitroso-NAPA (NO-Neo) in primaren
Rattenhepatozyten ohne (unschraffiert) und mit (schraffiert) zusatzlicher FPG-
Behandlung (n=3; unabhéngige Versuche; 4, 24 h Inkubation; alkalischer Co-
met Assay; c(NO-NAPA)=0,03-3 mM; 1% DMSO)

4.3.1. Zusammenfassung und Diskussion der Ergebniss e in prima-
ren Hepatozyten

NDELA wird in primaren Rattenhepatozyten aktiviert und induziert in der Folge kon-
zentrations- und zeitabhangig DNA-Strangbriiche ab 3 mM. Die metabolische Aktivierung
erfolgt wie in Abb. 27 gezeigt, Uber zwei Wege. In in-vitro Experimenten konnte gezeigt
werden, dass eine Oxidation sowohl in a- als auch in B-Position erfolgen kann [Loeppky
et al., 2002a]. Durch CYP2E1-vermittelte Hydroxylierung des a-C-Atoms [Loeppky et al.,
2002] wird zunachst das &ulRerst instabile a-Hydroxy-NDELA gebildet, welches spontan
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in Glycolaldehyd und ein hochreaktives, DNA-alkylierendes 2-Hydroxyethyl-diazoniumion
zerféallt [Dennehy et al., 2005]. Zum anderen kann auch eine Metabolisierung via B-C-
Oxidation erfolgen. Das dadurch entstehende Aldehyd-Isomer steht im Gleichgewicht mit
dem zyklischen N-Nitroso-2-hydoxymorpholin (NHMOR), das eine direkte mutagene und
genotoxische Wirkung besitzt [Loeppky et al., 1998]. Eine Weiteroxidation von Glycolal-
dehyd und NHMOR fihrt zur Bildung von Glyoxal, welches ebenfalls mit der DNA inter-
agieren kann [Dennehy et al., 2005; Loeppky et al., 2005].

Wie in-vitro und in-vivo gezeigt werden konnte, induziert NDELA 2-Hydroxyethyl-Addukte
am N’ und O° des Guanins [Farrelly et al., 1987; Scherer et al., 1991]. Diese Addukte
konnten nach Behandlung mit dem Metabolit NHMOR nicht nachgewiesen werden
[Scherer et al., 1991], welches stattdessen hauptsachlich stabile 1,N*-Glyoxal-Addukte
mit Guanin bildet [Loeppky et al., 2002b]. Zusatzlich kommt es mdglicherweise zur Ent-
stehung von instabilen 2-Hydroxyethyl-Phosphotriestern. Dies konnte bereits mit anderen
vergleichbar reaktiven Verbindungen (z. B. N-(2-hydroxyethyl)-N-nitroso-harnstoff (HE-
NU)) gezeigt werden [Conrad et al., 1996; Mller et al., 1987].

Es ist also zu vermuten, dass NDELA zwar hauptsachlich N’-G-Addukte induziert, die
schnell in DNA-Strangbriiche Ubergehenden 2-Hydroxyethyl-Phosphotriester deren
Nachweis im Comet Assay allerdings Uberlagern. Gleiches gilt méglicherweise auch fur
DNA-Reparatur-bedingte DNA-Strangbriiche aus Glyoxal-Addukten. Addukte am O°-G
werden von MGMT suizidal repariert. Durch diese Reparatur entstehen keine DNA-
Strangbriiche, die im Comet Assay nachweisbar sind.

Die Struktur von NAPA und hierbei insbesondere das Vorliegen eines sekundaren Amins
lassen vermuten, dass es mdglicherweise zu einer metabolischen Bildung eines N-
Nitrosamins aus NAPA kommen kann. Diese Nitrosierung zu N-Nitroso-NAPA (NO-
NAPA) koénnte sowohl endogen durch nitrosierende Spezies im Gastrointestinal-Trakt, als
auch direkt in verschiedenen Lebensmitteln erfolgen. Im Comet Assay in priméaren Rat-
tenhepatozyten sind nun beide Verbindungen nicht in der Lage, bis zur maximal l8slichen
Konzentration von 3 mM DNA-Strangbriiche zu induzieren. Diese Ergebnisse stimmen
mit denen von Kohl [2007] Uberein, die in CYP 2EL1 profizienten V79MZh2EL1 Zellen keine
DNA-Strangbriiche durch NO-NAPA im Comet Assay nachweisen konnte.

Sollte also NO-NAPA in DNA-alkylierende Intermediate Uberfiihrt werden, so kommen
aufgrund der vorliegenden Ergebnisse nur DNA-Addukte in Frage, die mit Hilfe des Co-
met Assays nicht nachweisbar sind. Wahrscheinlicher ist allerdings, dass eine Aktivie-
rung unter den gewahlten Bedingungen nur unzureichend oder gar nicht erfolgt. Daher
sind weitere Versuche, auch mit moglicherweise anderen Aktivierungsmodellen (S9-Mix,

Supersomes, etc.) zu empfehlen.
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5. Zusammenfassung und Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde das genotoxische Potential von Acrylamid (AA) und
dessen reaktiven Metaboliten Glycidamid (GA) im Vergleich zu den a,3-ungesattigten
Carbonylverbindungen Ac und Hex, den N-Nitrosoverbindungen a-Acetoxy-NDELA,
MNU, HENU, MNNG und vier N-Nitroso-oxazolidinonen sowie zu (+)-anti-BPDE in den
biologischen Systemen humanes Vollblut und V79 Zellen ermittelt. Die Induktion von
DNA-Strangbriichen, der Einfluss von GSH auf die Genotoxizitdt sowie die Reduktion
von DNA-Schaden wurden mit Hilfe des alkalischen Comet Assays bestimmt. Durch
Verwendung verschiedener Modifikationen (zusatzliche Inkubation der DNA mit dem
DNA-Reparaturenzym FPG, Modifikation des pH-Wertes wéhrend der DNA-Entwindung
und Elektrophorese) wurden Hinweise auf die Art der DNA-schadigenden Wirkung erhal-
ten.

Der hPRT-Genmutations-Assay in V79 Zellen wurde zur Bestimmung der Mutagenitat

der Verbindungen durchgefihrt.

I) Genotoxizitat in Vollblut und isolierten Lymphoz yten

a) a,B-ungesattigte Carbonylverbindungen

Die a,3—ungesittigten Carbonylverbindungen AA, Ac und Hex induzieren in humanem
Vollblut bis 6000 pM keine DNA-Strangbriche. Dagegen sind Ac und Hex in isolierten
Lymphozyten in hohen Konzentrationen DNA-strangbrechend (3000-6000 pM).

AA ist demnach unter den gewahlten Inkubationsbedingungen nicht genotoxisch. Dies
erklart sich vor allem damit, dass AA eine aul3erst geringe Bindungsaffinitat gegenuber
der DNA [Friedman, 2003], allerdings eine deutlich grof3ere Reaktivitat gegeniiber ande-
ren Blutbestandteilen aufweist. So beschrieben Bertow et al. [2007], dass AA bereits ab
0,3 UM (4 h) an das N-terminale Valin in Hamoglobin bindet.

Die unterschiedliche Reaktivitat von Ac und Hex gegentber der DNA in Vollblut und iso-
lierten Lymphozyten kénnen mit deren Elektrophilie erklart werden. Beide Verbindungen
reagieren voraussichtlich im Vollblut mit GSH [Beiswanger et al., 1993; Glaab et al.,
2001] oder anderen nukleophilen Blutbestandteilen und werden somit vermutlich vor Er-
reichen der DNA detoxifiziert. Das gesteigerte DNA-schadigende Potential von Ac und
Hex in isolierten Lymphozyten verdeutlicht den Einfluss der Anwesenheit von detoxifizie-

renden Makromolekilen als Bindungspartner in Vollblut.
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b) Glycidamid

GA ist sowohl in Vollblut als auch in isolierten Lymphozyten ab 300 uM signifikant DNA-
strangbrechend. Die zusatzliche Behandlung der DNA mit dem DNA-Reparaturenzym
FPG fuhrt zu einer deutlichen Erhéhung der DNA-Strangbriiche, welche bereits ab Kon-
zentrationen von 10-100 uM detektiert werden kénnen. Der Vergleich mit den Ergebnis-
sen von Bertow et al. [2007] zeigt, dass GA in humanem Vollblut in vergleichbaren Kon-
zentrationen an die DNA und das N-terminale Valin im Hamoglobin (3 puM, 4 h) bindet.
GA besitzt im Vergleich zu AA eine etwas 100-1000-fach hohere Affinitat zur DNA
[Friedman, 2003] und interagiert mit deren Basen unter hauptsachlicher Bildung des N'-
(2-carbamoyl-2-hydroxyethyl)-Guanin-Adduktes (N’-G) [Segerbéck et al., 1995; Gamboa
da Costa et al., 2003]. Eine Alkylierung am N’-G fiihrt u. a. zur Destabilisierung der gly-
kosidischen Bindung zwischen Base und Zucker-Phosphat-Strang. In der Folge wird die
veranderte Base mittels Depurinierung aus der DNA unter Bildung von AP Stellen ent-
fernt [Gates et al., 2003 (rev.)]. Unter den alkalischen Bedingungen des Comet Assays
wahrend der DNA-Entwindung (pH >13) werden alkali-labile AP Stellen in DNA-
Strangbriche Uberfihrt [Tice et al., 2000]. Diese tragen neben DNA-Strangbriichen aus
DNA-Reparaturprozessen zur Gesamtheit der DNA-Schadigung bei. Zuséatzlich zur De-
purinierung unterliegen N’-G-Addukte einer Ring6ffnung zu Formamido-pyrimidinen (Fa-
Py), welche unter physiologischen Bedingungen in der DNA stabil sind [Chetsanga et al.,
1982] und durch Enzyme der BER, wie z.B. FPG, repariert werden [Boiteux et al. 1989 &
1992; Laval et al., 1991; Li et al., 1997]. Hierbei erkennt die DNA-Glykosylase u. a. FaPy
und entfernt diese unter Erhalt einer AP Stelle aus der DNA. Diese sowie spontan durch
Depurinierung entstandene AP Stellen werden durch die AP-Lyase unter Entfernung des
Deoxyribosephosphats in einen DNA-Strangbruch Gberfuhrt [Laval, 1996]. Fur die durch
GA induzierten FPG-sensitiven DNA-Schaden sind also vermutlich sowohl die Bildung

von FaPy als auch AP Stellen ausgehend vom N’-G-Addukt verantwortlich.

¢) N-Nitrosamide

MNU ist in humanem Vollblut vergleichbar genotoxisch wie GA (-FPG: 100 uM; +FPG:
10 uM). Da MNU wie GA hauptséchlich N’-Addukte am Guanin induziert [Beranek et al.,
1980; Wurdeman et al., 1989], lasst sich dessen DNA-strangbrechendes Potential eben-
falls durch die Entstehung von AP Stellen sowie ring-gedffneten Imidazolen ausgehend
vom N’-Methyl-G-Addukt erklaren. Zusétzlich zu diesen Addukten konnte fiir MNU auch
die Methylierung am O°-G [Beranek et al., 1980; Wurdeman et al., 1989] sowie an den
Phosphatgruppen des DNA-Riickgrates beobachtet werden [Conrad et al., 1986; Miller
et al., 1987]. O°G-Addukte werden durch die Methyl-Guanin-Methyl-Transferase
(MGMT) [Christmann et al., 2003 (rev.)] unter Erhalt der urspriinglichen Guanin-Base re-

pariert. Diese Reparatur fuhrt nicht zur Induktion von DNA-Strangbriichen, die im Comet
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Assay nachweisbar wéren. Die ebenfalls gebildeten Methyl-Phosphotriester verbleiben
stabil in der DNA [Conrad et al., 1986; Miiller et al., 1987] und gehen nicht in DNA-

Strangbriiche uber.

d) N-Nitroso-oxazolidinone

NOZ-2 induziert DNA-Schaden in humanem Vollblut ab 100 uM. FPG-sensitive DNA-
Schaden sind ab 300 uM detektierbar. Im Gegensatz dazu, ist NOZ-5 ohne FPG-
Behandlung nur gering DNA-strangbrechend. Durch zusatzliche FPG-Behandlung ist ein
deutlicher Anstieg der DNA-Strangbruchrate festzustellen (> 0,1 pM). Die methylierten
NOZ-5-Analoga sind deutlich geringer aktiv. Der Einfluss von FPG auf die DNA-
Strangbruchrate bei beiden Verbindungen ist gering.

N-Nitroso-oxazolidinone werden durch Hydrolyse in DNA-alkylierende Diazoniumionen
Uberfuhrt; NOZ-2 voraussichtlich in ein 2-hydroxyethylierendes, NOZ-5 sowie 2-Me-NOZ-
5 in ein methylierendes und / oder carboxymethylierendes und 4-Me-NOZ-5 in ein carbo-
xyethylierendes Agens. Fur Verbindungen, die in vergleichbare DNA-alkylierende Inter-
mediate Uberfuhrt werden (z.B. NDELA, MNU, Azaserin), ist gezeigt, dass diese mit
Guanin an den Positionen N’- und O° sowie an die Phosphatgruppen des DNA-
Riickgrates interagieren. Es ist zu erwarten, dass die hauptséchlich gebildeten N’-G-
Addukte, unabhéangig von der Art des Substituenten, entweder spontan unter Erhalt einer
AP Stelle depuriniert oder durch Ringéffnung in FaPy Uberfuhrt werden [Gates et al.,
2004 (rev.)]. Die alkali-labilen AP Stellen werden wahrend der DNA-Entwindung in DNA-
Strangbriiche gespalten, sie sind aber auch Substrat von FPG, welches wiederum beide
Modifikationen aus der DNA als DNA-Strangbruchs spaltet. Es zeigt sich allerdings ledig-
lich fur NOZ-5 das fur hauptsachlich N’-alkylierende Agentien charakteristische Scha-
densmuster (vgl. GA und MNU). Eine Erklarung dafir konnten die ebenfalls gebildeten
Phosphotriester sein, die sich in Abhangigkeit des jeweiligen Substituenten hinsichtlich
ihrer Stabilitat deutlich unterscheiden. Wahrend Methyl-Phosphotriester, wie sie mdgli-
cherweise von NOZ-5 induziert werden, stabil in der DNA verbleiben [Conrad et al., 1986;
Eisenbrand et al., 1986], wird vermutet, dass die 2-hydroxyethylierten Analoga ausge-
hend von NOZ-2 &uferst instabil sind und unmittelbar nach ihrer Bildung in DNA-
Strangbriiche tbergehen [Conrad et al., 1986; Eisenbrand et al., 1986]. Eine Hypothese
ist daher, dass flir NOZ-2 die Bildung instabiler Phosphotriester fir das Ausmaf an DNA-
Strangbriichen verantwortlich ist und der Nachweis von N’-G-Addukten nach FPG-
Behandlung tberlagert wird. Anders ist die Situation fir NOZ-5, welches vermutlich stabi-
le Phosphotriester induziert, sodass ein Nachweis von N’-G-Addukten mit FPG-

Behandlung moglich wird.
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e) (¥)-anti-BPDE

Das potente Kanzerogen (+)-anti-BPDE ist unter den gewdahlten Bedingungen ab Kon-
zentrationen von 30 uM potent DNA-strangbrechend. Es ist bekannt, dass BPDE haupt-
sachlich N*-G-Addukte induziert [Cheng et al., 1989; Geacintov et al., 1997]. Diese ,bulky
adducts” sind auRerst stabil und kdnnen nur durch Reparaturenzyme der Nukleotid-
Excisions-Reparatur (NER) aus der DNA entfernt werden [Gunz et al., 1996; McLeod et
al., 1991; Yang et al., 1982]. In geringeren Anteilen werden instabilere Addukte, wie z.B.
N’-G und N°-A [Ochi et al., 1986; Braithwaite et al., 1998; 1999] gebildet, die als DNA-
Strangbriiche im Comet Assay nachweisbar sind. Die im Comet Assay erhaltenen DNA-
Strangbriiche sind also vermutlich hauptsachlich auf AP Stellen instabiler DNA-Addukte
[Sage et al., 1984; Ochi et al., 1986] oder auf Reparaturprozesse [Speit et al., 1996] zu-
rickzufihren, spiegeln also demnach maoglicherweise nicht die komplette BPDE-

induzierte DNA-Schadigung wider.

GA ist folglich im Comet Assay mit FPG in humanem Vollblut in gleichen Konzentrations-
bereichen aktiv wie potente genotoxische und kanzerogene Verbindungen, z.B. (+)-anti-

BPDE oder verschiedene N-Nitrosoverbindungen.

) Genotoxizitat in V79 Zellen

Im Vergleich zu humanem Vollblut wurde in V79 Zellen die Induktion von DNA-Schaden
im Comet Assay bei pH >13 und 12,1, die Kinetik der Reduktion von DNA-Strangbrtichen
sowie orientierend der Einfluss von GSH auf die Induktion von DNA-Strangbriichen un-

tersucht. Vergleichend dazu wurde die Induktion von hPRT-Genmutationen bestimmt.

a) a,p-ungesattigten Carbonylverbindungen

Die beiden a,B-ungesattigten Carbonylverbindungen Ac und Hex sind in V79 Zellen um
Faktor 50-100 genotoxischer als in isolierten Lymphozyten. Ac und Hex induzieren DNA-
Strangbriiche konzentrationsabhéngig ab 60 uM bzw. 100 uM. Beide Verbindungen in-
duzieren keine spezifisch FPG-sensitiven DNA-Schaden. Dies stimmt mit den Daten von
Glaab et al. [2000] Uberein. Zudem konnte durch Co-Inkubation mit 1 mM GSH das DNA-
schadigende Potential von Ac und Hex signifikant reduziert werden. Ac und Hex besitzen
ein ausgepragtes elektrophiles Potential. Beide binden daher effektiv an nukleophile Stel-
len der DNA [Eder et al., 1993b; Godlzer et al., 1996] und werden gleichsam von GSH
[Glaab et al., 2000] entgiftet.

Im Comet Assay bei pH 12,1 zeigt sich fir Ac eine signifikante Abnahme der DNA-
Strangbruchrate im Vergleich zu pH >13. Ein Teil der durch Ac induzierten DNA-Strang-

bruche ist demnach vermutlich der Entstehung von alkali-labilen Stellen zuzuschreiben.
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b) Glycidamid

GA induziert in V79 Zellen zeit- und konzentrationsabhangig in vergleichbaren Konzent-
rationsbereichen DNA-Strangbriche wie in humanem Vollblut ab 1000 uM (1 h). Nach
FPG-Behandlung erhéht sich die DNA-Strangbruchrate signifikant (100 uM; 1 h). Die In-
duktion von DNA-Strangbriichen ist nach 24-stiindiger Inkubation maximal. Im Comet
Assay bei pH 12,1 zeigt sich eine signifikante Reduktion der DNA-Strangbruchrate. Im
Gegensatz zum Comet Assay bei pH >13 ist die DNA-Schadigung nach FPG-
Behandlung nur noch gering gegeniiber der Grundschadigung erhoht.

Die Induktion von DNA-Strangbriichen durch GA kann mit der Bildung des N'-(2-
carbamoyl-2-hydroxyethyl)-guanin (N’-G) [Segerback et al., 1995; Gamboa da Costa et
al., 2003] erklart werden. Die DNA-Strangbriiche vor FPG-Behandlung kdnnen neben
Reparatur-bedingten DNA-Strangbriichen, vor allem auf einen Teil der aus N’-GA-G ge-
bildeten AP Stellen zurtickgefiihrt werden, die bei pH >13 aus der DNA entfernt werden.
Zusatzlich zur Umformung in AP Stellen werden diese Addukte durch Ring6ffnung in Fa-
Py Uberfuhrt, welche gemeinsam mit AP Stellen Substrat des DNA-Reparaturenzyms
FPG sind [Boiteux et al., 1989 & 1992; Laval et al., 1991; Li et al., 1997]. Diese erkennt
beide Basen-Madifikationen und Uberfuhrt sie in zusatzliche DNA-Strangbriche [Laval et
al., 1996]. Der Unterschied der Tail Intensity von FPG-sensitiven und nicht sensitiven
DNA-Schaden kann jedoch nicht ausschlieRlich mit der Entstehung von FaPy begriindet
werden, da im Comet Assay bei pH >13 aufgrund der kurzen DNA-Entwindungszeit nur
ein Teil der AP Stellen in DNA-Strangbriche Uberfihrt wird [Collins et al., 2004]. Aussa-
gen Uber das Verhéltnis zwischen Depurinierung und Ringéffnung der N’-G-Addukte soll-
ten nach Modifikation des pH-Wertes bei DNA-Entwindung und Elektrophorese getroffen
werden. Bei einem pH-Wert von 12,1 wahrend der DNA-Entwindung werden AP Stellen
nicht in DNA-Strangbriche dberfuhrt [Miyamae et al., 1997]. Die Abnahme der DNA-
Strangbriiche bei pH 12,1 im Vergleich zu pH >13 ist also Indiz fir die Entstehung von
alkali-labilen AP Stellen. Die Reduktion FPG-sensitiver DNA-Schéaden bei pH 12,1 ge-
genuber pH >13 kdnnte moglicherweise ein Hinweis auf einen unvollstandigen Repara-
turprozess sein. So werden, wie bereits erwahnt, AP Stellen, ob durch spontane Depuri-
nierung oder nach Entfernung von FaPy durch eine DNA-Glykosylase entstanden, durch
die AP-Lyase-Aktivitat von FPG in DNA-Strangbriche tberflihrt. Erfolgt nun dieser Schritt
der Reparatur nur unzureichend, verlauft die Spaltung von alkali-labilen AP Stellen in
DNA-Strangbriche in der alkalischen Variante des Comet Assays aufgrund des pH-
Wertes wahrend der DNA-Entwindung und Elektrophorese. Im Comet Assay bei pH 12,1
verbleiben diese allerdings in der DNA und sind nicht mehr nachweisbar.

Die Ergebnisse der Co-Inkubation von GA und GSH in V79 Zellen zeigen, dass auch ein

extrazellularer Uberschuss an GSH keine Reduktion der DNA-Strangbruchrate verur-
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sacht. Im hier gewahlten Inkubationsmodell wird GA demnach nicht durch eine Bindung
an GSH detoxifiziert.

¢) N-Nitrosamide

Die N-Nitrosoharnstoffe MNU und HENU induzieren im alkalischen Comet Assay ab
300 puM bereits nach 15 Minuten DNA-Strangbriiche. MNNG ist deutlich aktiver und ver-
ursacht DNA-Schaden bereits ab 0,3 uM (4 h). Fir MNU und HENU ist die maximale
DNA-Schadigung nach 1-4 h detektierbar, nach 24 h sinkt das Ausmafl} an DNA-
Strangbriichen.

Wenngleich beschrieben ist, dass die N-Nitrosamide hauptsachlich DNA-Addukte am N'-
G induzieren [Lawley et al., 1970; Smith et al., 1988; Wurdeman et al., 1989; Fong et al.,
1990], fuhrt die Inkubation mit FPG lediglich in MNU- und in geringerem Ausmald auch in
MNNG-behandelten Zellen zu zusétzlichen DNA-Strangbrichen. Urséchlich dafir scheint
die Bildung von Phosphotriestern zu sein, die sich in Abhéngigkeit des jeweiligen Substi-
tuenten in ihrer Stabilitat deutlich unterscheiden [Conrad et al., 1986; Miiller et al., 1987].
Die durch HENU hervorgerufenen, instabilen 2-Hydroyxethyl-Phosphotriester [Conrad et
al., 1986; Miiller et al., 1987] uiberlagern vermutlich den Nachweis von N’-G-bedingten
DNA-Schaden, da sie unmittelbar nach ihrer Bildung in DNA-Strangbriiche Ubergehen.
Im Gegensatz dazu verbleiben die von MNU und MNNG induzierten Methyl-
Phosphotriester stabil in der DNA, sind als DNA-Strangbriiche somit nicht detektierbar
und erméglichen mittels FPG den Nachweis von DNA-Strangbriichen aus N’-G-
Addukten. O°-G-Addukte sind aufgrund ihrer Stabilitat ebenfalls nicht im Comet Assay
nachweisbar, sind aber beziglich der MGMT-Defizienz der V79 Zellen relevant fiur die
mutagenen Eigenschaften der Verbindungen. So ist MNNG im hPRT-Genmutations-
Assay abhangig vom gewahlten Selektionsreagenz bereits ab 0,5-3 uM aktiv [Bradley et
al., 1981; Mertes, 2003]. Im Gegensatz dazu sind sowohl MNU als auch HENU deutlich
schwacher aktiv. Fir MNU konnten Mutationen am hPRT-Locus von V79 Zellen ab
300 uM nachgewiesen werden. Vergleichend dazu, ist HENU in Konzentrationen von 30-
300 pM schwach, ab 1000 pM potent mutagen. Die Untersuchung zur Reduktion von
HENU-induzierten DNA-Strang-brichen zeigt, dass in schwach mutagenen Konzentrati-
onen DNA-Strangbriche bis auf das Niveau der Negativkontrolle reduziert werden kon-
nen, dies in stark mutagenen Konzentrationen jedoch nicht mehr maéglich ist. Bis zu einer
Konzentration von 300 uM sind vermutlich im Wesentlichen in V79 Zellen nicht reparier-
bare DNA-Addukte an der O°®-Position des Guanins fur die Mutagenitat von HENU ver-
antwortlich. In Konzentrationen ab 1000 uM, in denen im Comet Assay detektierbare
DNA-Strangbrtiche nicht mehr effektiv reduziert werden kdnnen, wird vermutet, dass zu-
séatzlich zu den promutagenen O°-G-Addukten, auch nicht reparierte Lasionen am N’-G

sowie DNA-Strangbriiche aus instabilen 2-Hydroxyethyl-Phosphotriestern zum mutage-
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nen Potential von HENU beitragen. Fir MNU ist zu erwarten, dass DNA-Addukte am N’-
G, wie bei GA beobachtet, effektiv und schnell repariert werden und erst bei Uberlasteter
BER mutagen wirken. Bedeutsam fir die Mutagenitat von MNU scheinen daher insbe-
sondere die in V79 Zellen persistierenden O°-Methyl-G-Addukte sowie stabile Methyl-
Phosphotriester zu sein.

Da MNNG nicht wie MNU und HENU hydrolytisch, sondern durch Thiol-Gruppen aktiviert
wird [Lawley et al., 1970], sollte durch Co-Inkubation von MNNG und GSH geklart wer-
den, ob das DNA-strangbrechende Potential von MNNG durch Erhéhung des GSH-
Gehaltes weiter gesteigert werden kann. Allerdings zeigt sich, dass vielmehr hierdurch
die Genotoxizitat von MNNG signifikant abnimmt. Einen vergleichbaren Effekt beobachte-
ten auch Romert et al. [1997]. Es ist zu vermuten, dass aufgrund des hohen extrazellula-
re GSH-Spiegels MNNG mdglicherweise bereits aul3erhalb der Zelle in das reaktive Me-
thyl-Diazoniumion zerfallt, welches dann wiederum bereits vor Erreichen der DNA auf-
grund seiner geringen Selektivitat und hohen Reaktivitat mit anderen zellularen Bestand-

teilen abreagieren kann.

d) N-Nitroso-oxazolidinone

NOZ-2 induziert in V79 Zellen bereits nach 15 Minuten ab 1 uM DNA-Schaden. Die In-
duktion von DNA-Strangbrtichen ist nach 1-4 h maximal. Der Vergleich der Reaktivitat
von NOZ-2 in V79 Zellen und humanem Vollblut (1 und 4 h) zeigt, dass NOZ-2 in V79
Zellen potenter DNA-strangbrechend ist als in humanem Vollblut. Die zusatzliche Be-
handlung der DNA mit FPG bewirkt nur eine leichte Erhéhung der DNA-Strangbruchrate.
Im Vergleich dazu, zeigt sich im Comet Assay bei pH 12,1 eine signifikante Abnahme der
Tail Intensity von FPG-sensitiven und nicht sensitiven DNA-Schaden. NOZ-2 ist im
hPRT-Genmutations-Assay potent mutagen ab 3 pM. Die Untersuchungen zur Kinetik
der Reduktion von DNA-Strangbriichen verdeutlicht, dass NOZ-2-induzierte DNA-
Strangbriiche zwar im Verlauf der 8-stiindigen Nachinkubation auch in potent mutagenen
Konzentrationen reduziert werden, ein Rickgang auf das Niveau der Negativkontrolle
DMSO kann aber nicht festgestellt werden.

NOZ-5 ist wie NOZ-2 schon nach 15 Minuten DNA-strangbrechend (30 puM). Wie bereits
nach Inkubation von humanem Vollblut mit NOZ-5 festgestellt wurde, ist auch in V79 Zel-
len der Anteil nicht FPG-sensitiver DNA-Schaden nur gering ausgepragt. Die Behandlung
mit FPG fuhrt zu einem signifikanten Anstieg der DNA-Strangbruchrate. Auch fir NOZ-5
ist die DNA-Schadigung nach 1-4 h maximal. NOZ-5 ist in V79 Zellen nach Inkubations-
zeiten von 1 und 4 h geringer DNA-strangbrechend als in Vollblut. NOZ-5 induziert Muta-
tionen am hPRT-Locus von V79 Zellen ab 10 uM. Die Untersuchung zur Reduktion von
DNA-Strangbriichen (4 h Inkubation) mit Hilfe des Comet Assays zeigt in schwach muta-

genen Konzentrationen bis 30 uM eine effektive Abnahme der FPG-sensitiven DNA-



5. Zusammenfassung und Diskussion 142

Schéaden. In Konzentration >100 uM wird keine Reduktion bis auf das Niveau der Nega-
tivkontrolle beobachtet.
Die ebenfalls untersuchten methylierten NOZ-5-Analoga sind in V79 Zellen sowohl im

Comet Assay * FPG als auch im hPRT-Genmutations-Assay nicht aktiv.

Es wird angenommen, dass N-Nitroso-oxazolidinone durch Hydrolyse in DNA-alkylie-
rende Diazoniumionen Uberflhrt werden, wobei NOZ-2 in ein 2-hydroxyethylierendes,
NOZ-5 sowie 2-Me-NOZ-5 in ein methylierendes und / oder carboxymethylierendes und
4-Me-NOZ-5 in carboxyethylierendes Agens zerfallen. Diese binden voraussichtlich an
die Positionen N’- und 0O°G sowie an die Phosphatgruppen des DNA-Riickgrates. Ins-
besondere letztere nehmen vermutlich entscheidenden Einfluss auf das jeweilige Scha-
densmuster. So zeigt sich auch in V79 Zellen fur das vermutlich 2-hydroxyethylierende
NOZ-2 nur ein geringer Unterschied zwischen DNA-Grund- und FPG-sensitiven DNA-
Schaden, wohingegen dieser beim potentiell methylierenden und / oder carboxymethylie-
renden NOZ-5 besonders deutlich ausgepréagt ist. Wie bereits zur Induktion von DNA-
Schaden in humanem Vollblut diskutiert, scheinen fir NOZ-2 die instabilen 2-
Hydroxyethyl-Phosphotriester den Nachweis von N’-G-bedingten DNA-Strangbriichen zu
Uberlagern. Die Reduktion der DNA-Strangbriiche im Comet Assay bei pH 12,1 zeigt je-
doch, dass AP Stellen, die vermutlich aus N’-Hydroxyethyl-G-Addukten resultieren, zur
Gesamtheit der DNA-Strangbriche beitragen. Die Ergebnisse zur Reduktion von NOZ-2-
induzierten DNA-Strangbriichen lassen vermuten, dass die durch NOZ-2 induzierten
DNA-Schaden teilweise repariert werden, die Reparatur jedoch selbst in schwach muta-
genen Konzentrationen nicht vollstandig stattfindet, sodass beide DNA-Modifikationen
moglicherweise gemeinsam mit nicht reparierbaren O°-G-Addukten zur Mutagenitat von
NOZ-2 beitragen.

Die durch NOZ-5 induzierten Methyl-/Carboxymethyl-Phosphotriester sind vermutlich
stabil und werden nicht spontan in DNA-Strangbriiche tberfuhrt. Daher ist anzunehmen,
dass die im Comet Assay nachgewiesenen DNA-Strangbriiche hauptsachlich auf N'-G-
Addukte und deren Folgeprodukte zurtickzufiihren sind. Die Untersuchungen zur Reduk-
tion von DNA-Strangbriichen lassen vermuten, dass diese instabilen DNA-Addukte in-
nerhalb der Nachkultivierungszeit zumindest in schwach mutagenen Konzentrationen
>30 uM nahezu vollstandig repariert werden. Es wird daher angenommen, dass u. a. die
stabilen DNA-L&sionen an O°®-G und Phosphatgruppen fiir das mutagene Potential der
Verbindung verantwortlich sind. Erst in h6heren Konzentrationen tragen auch méglicher-

weise N’-G-Addukte aufgrund ineffektiver Reparatur zur Mutagenitat von NOZ-5 bei.
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) Induktion von DNA-Schaden in primaren Rattenhe  patozyten

Eine Vielzahl von indirekten Kanzerogenen bedarf der metabolischen Aktivierung durch
Phase I-Enzyme (z.B. Cytochrom P450) des Fremdstoffmetabolismus, um mit der DNA
oder anderen nukleophilen Bestandteilen von Zellen reagieren zu kénnen. Zur Prifung
der Genotoxizitat solcher Verbindungen eignen sich besonders Primérkulturen von Hepa-
tozyten, da die Leberparenchymzelle tiber das fast komplette fir den Fremdstoffmetabo-
lismus relevante Enzymmuster mit hoher Aktivitat verfigt.

In der vorliegenden Arbeit sollte geklart werden, ob das méglicherweise durch endogene
Nitrosierung aus NAPA gebildete N-Nitroso-NAPA nach metabolischer Aktivierung DNA-
Schéaden in primaren Rattenhepatozyten induziert. Im Vergleich dazu wurde NDELA un-
tersucht, welches durch metabolische, enzym-katalysierte Aktivierung in DNA-
alkylierende Intermediate tberfuhrt wird.

NDELA induziert in primaren Rattenhepatozyten konzentrations- und zeitabhéngig DNA-
Strangbriiche ab 3 mM (4 h) mit und ohne FPG-Behandlung. Die metabolische Aktivie-
rung von NDELA erfolgt Uber zwei Wege. In in-vitro Experimenten konnte gezeigt wer-
den, dass eine Oxidation sowohl in a- als auch in -Position erfolgen kann [Loeppky et
al., 2002a]. Durch CYP2E1-vermittelte Hydroxylierung des a-C-Atoms [Loeppky et al.,
2002] wird zunachst das aulRerst instabile a-Hydroxy-NDELA gebildet, welches spontan
in Glycolaldehyd und ein hochreaktives, DNA-alkylierendes 2-Hydroxyethyl-diazoniumion
zerfallt [Dennehy et al., 2005]. Weiterhin kann auch eine Metabolisierung via B-C-
Oxidation erfolgen. Das dadurch entstehende Aldehyd-Isomer steht im Gleichgewicht mit
dem zyklischen N-Nitroso-2-hydoxymorpholin (NHMOR), das eine direkte mutagene und
genotoxische Wirkung besitzt [Loeppky et al., 1998]. Eine Weiteroxidation von Glycolal-
dehyd und NHMOR fuhrt zur Bildung von Glyoxal, welches ebenfalls mit der DNA inter-
agieren kann [Dennehy et al., 2005; Loeppky et al., 2005].

Wie in-vitro und in-vivo gezeigt werden konnte, induziert NDELA 2-Hydroxyethyl-Addukte
am N’ und O° des Guanins [Farrelly et al., 1987; Scherer et al., 1991]. Diese Addukte
konnten nach Behandlung mit dem Metabolit NHMOR nicht nachgewiesen werden
[Scherer et al., 1991]. NHMOR bildet hauptséchlich stabile 1,N*-Glyoxal-Addukte mit
Guanin [Loeppky et al., 2002b]. Zusatzlich kommt es moglicherweise zur Entstehung von
instabilen 2-Hydroxyethyl-Phosphotriestern. Dies konnte bereits mit anderen vergleichbar
reaktiven Verbindungen (z. B. N-(2-hydroxyethyl)-N-nitroso-harnstoff (HENU)) gezeigt
werden [Conrad et al., 1996; Miiller et al., 1987].

Es ist also zu vermuten, dass NDELA zwar hauptsachlich N’-G-Addukte induziert, die
schnell in DNA-Strangbriiche Ubergehenden 2-Hydroxyethyl-Phosphotriester deren
Nachweis im Comet Assay allerdings tberlagern. Gleiches gilt méglicherweise auch fur
DNA-Reparatur-bedingte DNA-Strangbriiche aus Glyoxal-Addukten. Addukte am O°-G
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werden von MGMT repariert. Durch diese Reparatur entstehen keine DNA-Strangbrtiche,
die im Comet Assay nachweisbar sind.

Die Struktur von NAPA und hierbei insbesondere das Vorliegen eines sekundaren Amins
geben Anlass zur Besorgnis, dass es zu einer Bildung des N-Nitrosamins N-Nitroso-
NAPA (NO-Neo) aus NAPA kommen kann. Diese Nitrosierung zu kénnte sowohl endo-
gen durch nitrosierende Spezies im Gastrointestinal-Trakt, als auch in verschiedenen Le-
bensmitteln erfolgen. Im Comet Assay in primaren Hepatozyten sind beide Verbindungen
nicht in der Lage, bis zur maximal I6slichen Konzentration von 3 mM DNA-Strangbriiche
zu induzieren. Diese Ergebnisse stimmen mit denen von Kohl [2007] Uberein, die in CYP
2E1 profizienten V79MZh2E1 Zellen keine DNA-Strangbriichen durch NO-NAPA im Co-
met Assay nachgewiesen hatte.

Sollte also NO-Neo in DNA-alkylierende Intermediate Uberfihrt werden, so kommen auf-
grund der vorliegenden Ergebnisse nur DNA-Addukte in Frage, die mit Hilfe des Comet
Assays nicht nachweisbar sind. Wahrscheinlicher ist allerdings, dass eine Aktivierung un-
ter den gewahlten Bedingungen nur unzureichend oder gar nicht erfolgt. Daher sind wei-

tere Versuche mit anderen Aktivierungsmodellen (S9-Mix, Supersomes, etc.) erforderlich.
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0. Abschlussdiskussion

Entscheidend flr die Risikoabschatzung von Kanzerogenen ist die Bewertung und Cha-
rakterisierung des zugrunde liegenden Wirkmechanismus.

Fur genotoxische Kanzerogene wird angenommen, dass zwischen der Exposition, der
Induktion von DNA-Schaden sowie deren Uberfiihrung in mutagene Veranderungen ein
linearer Zusammenhang besteht [Henderson et al., 2000]. Folglich wird vermutet, dass
fur diese Verbindungen aufgrund ihres DNA-Bindungspotentials und der méglichen Bil-
dung von Mutationen, kein Schwellenwert existiert. Zwar wird das Risiko der Krebsinzi-
denz mit abnehmender Dosis einer genotoxisch-kanzerogenen Substanz unwahrschein-
licher, ist aber theoretisch niemals gleich null [Kirsch-Volders et al., 2000, Barlow et al.,
2006].

Diesem klassischen Modell der Wirkung genotoxischer Kanzerogene steht allerdings ge-
genuber, dass Saugerzellen in-vivo in der Lage sind, durch verschiedene Schutz-
mechanismen, wie z.B. chemische Detoxifizierung und DNA-Reparatur, der Entstehung
und Manifestation genotoxischer Verdnderungen entgegenzuwirken. Sofern diese Pro-
zesse nicht Uberlastet oder gesattigt sind, kann die Alkylierung der DNA verhindert, oder
durch DNA-Reparatur das Risiko der Entstehung von Mutationen minimiert werden.
Daraus ergibt sich theoretisch ein unterschwelliger Dosisbereich, unterhalb dessen expe-
rimentell kein signifikanter Anstieg der Mutationsrate detektierbar sein sollte [Jenkins et
al., 2005].

In der vorliegenden Arbeit sollte an ausgewéhlten Verbindungen der Substanzklassen
o,B-ungesattigte Carbonylverbindungen, Epoxide und N-Nitroso-Verbindungen der Zu-
sammenhang zwischen DNA-Schadigung, Detoxifizierung, DNA-Reparatur (Comet As-
say) und der Entstehung von Mutationen (hPRT-Genmutations-Assay) untersucht wer-

den. Als Zellsysteme wurden V79 Zellen sowie humanes Vollblut verwendet.

Das System humanes Vollblut stellt als erstes Target nach der Darm- und Leberpassage
von Fremdstoffen ein interessantes System zur Prifung deren Genotoxizitat dar und be-
sitzt gegentber den haufiger im Comet Assay verwendeten isolierten Lymphozyten ent-
scheidende Vorteile. So kdnnen genotoxische Verbindungen neben der Lymphozyten-
DNA zusatzlich an andere Blutkomponenten, wie Hamoglobin (Hb), Albumin oder Glu-
tathion (GSH) binden. Diese Interaktion fuhrt vielfach zur Detoxifizierung der Verbindun-
gen.

Die durchgefiihrten Untersuchungen belegen die Eignung des Systems Vollblut zur Pri-
fung auf Genotoxizitat im Comet Assay. Zusatzlich zeigt der Vergleich mit isolierten Lym-

phozyten den Einfluss der Anwesenheit von ,unkritischen“ Makromolekilen als Bin-
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dungspartner auf die Genotoxizitat von a,-ungesattigten Carbonylverbindungen, jedoch
nicht von GA, welches in beiden Systemen vergleichbar genotoxisch ist. Dies lasst ver-
muten, dass in humanem Vollblut unter den gewahlten Bedingungen die Bindung von GA
an die DNA auch in Anwesenheit von mdglichen entgiftenden Bindungspartnern nur un-

wesentlich beeinflusst wird.

In V79 Zellen sollte der Zusammenhang zwischen Induktion von DNA-Strangbriichen,
dem Einfluss von GSH auf die Genotoxizitdt sowie der Reduktion von DNA-Schaden mit
Hilfe des alkalischen Comet Assays (+ FPG) bestimmt werden. Die Induktion von Mutati-
onen als Folge mangelnder Entgiftung von genotoxischen Agentien bzw. aufgrund feh-
lender oder unzureichender Reparatur von DNA-Schaden wurde mit Hilfe des hPRT-

Genmutations-Assay bestimmt.

Das hauptsachliche N’-G alkylierende GA induziert DNA-Schaden bereits ab 10-100 pM
(1-4 h), hPRT-Mutationen sind jedoch erst ab 800 uM [Mertes, 2003] nachzuweisen. Ge-
notoxische Schadensereignisse in tiefen Konzentrationen resultieren somit unter den
gewahlten Bedingungen nicht in nachweisbaren Mutationen. Die Ergebnisse des Comet
Assays sind folglich nicht pradiktiv fir die Mutagenitat von GA im hPRT-Genmutations-
Assay. Eine mdgliche Erklarung dieses Phanomens ergibt sich aus den Ergebnissen von
Michael [2006]. Man zeigte, dass in nicht mutagenen Konzentrationen die durch GA in-
duzierten DNA-Schéaden in V79 Zellen nahezu vollstandig repariert werden. Eine signifi-
kant erhdhte Mutationsrate ist erst in Konzentrationen detektierbar, in denen eine Reduk-
tion der DNA-Schéden nicht mehr effektiv stattfindet.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass V79 Zellen im Niedrig-Dosisbereich in der Lage
sind, der Entstehung von Mutationen aus GA-induzierten DNA-Schaden durch DNA-

Reparaturprozesse entgegenzuwirken.

Die untersuchten N-Nitrosoverbindungen induzieren hauptséchlich DNA-Addukte am N’-
Guanin [Lawley et al., 1970; Zurlo et al., 1982; Farrelly et al., 1987; Smith et al., 1988;
Wurdeman et al., 1989; Fong et al., 1990; Shuker et al., 1997; Harrison et al., 1997 &
1998]. In geringerem MaR werden O°-G-Addukte [Smith et al., 1988; Wurdeman et al.,
1989; Shuker et al., 1997; Harrison et al., 1997 & 1998; Cupid et al., 2004] und
Phosphotriester induziert. Letztere unterscheiden sich in Abhéngigkeit des Substituenten
in ihrer Stabilitat [Conrad et al., 1986; Eisenbrand et al., 1986; Muller et al., 1987]. Die
Ergebnisse lassen vermuten, dass N’-G-Addukte und DNA-Strangbriiche aus instabilen
Phosphotriestern in schwach mutagenen Konzentrationen effektiv repariert werden. In
diesen Konzentrationsbereichen haben demnach vermutlich hauptsachlich promutagene
0°-G-Addukte, die in V79 Zellen nicht repariert werden [Yarosh et al., 1985], Relevanz fiir

das mutagene Potential der Verbindungen. Erst bei einer Uberlastung der DNA-
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Reparatur tragen vermutlich auch nicht reparierte Addukte am N’-G sowie den Phospho-

diestern des DNA-RUckgrats zur Mutagenitét der N-Nitrosoverbindungen bei.

Es wurde gezeigt, dass der Comet Assay durch verschiedene Modifikationen eine sensi-
tive Methode zum Nachweis der Genotoxizitat von direkt oder indirekt DNA-alkylierenden
Fremdstoffen darstellt und orientierende Aussagen Uber moéglicherweise gebildete DNA-
Addukte zulasst. Die Ergebnisse belegen, das das DNA-Reparaturenzym FPG, welches
bislang in-vivo und in-vitro hauptsachlich zur Detektion spezifisch oxidativer DNA-
Schaden eingesetzt wurde, auch zum Nachweis N’-alkylierter Guanin-Addukte, speziell
den daraus resultierenden ring-getffneten Imidazolen (FaPy) und AP Stellen, geeignet
ist.

Orientierende Aussagen Uber die Funktion von Schutzmechanismen gegentiber genoto-
xischen Veranderungen der DNA, wie z.B. chemische Detoxifizierung und DNA-
Reparatur, kdnnen mit Hilfe des Comet Assays getroffen werden. Der Vergleich mit den
Ergebnissen des hPRT-Genmutations-Assays gibt in der Folge Hinweise auf den Zu-
sammenhang zwischen der Reparatur und Persistenz induzierter DNA-Addukte und de-

ren Relevanz fir das mutagene Potential der untersuchten Verbindungen.

Es lasst sich abschlieRend feststellen, dass durch Kombination von Genotoxizitats- und
Mutagenitatstests orientierende Aussagen Uber den Zusammenhang zwischen DNA-
Alkylierung, Detoxifizierung, DNA-Reparatur und der Entstehung von Mutationen zu tref-

fen sind.
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7. Material und Methoden

7.1. Blutentnahme, Lymphozytenisolierung und Zellku ltur

7.1.1. Blutentnahme

Alle verwendeten Blutproben stammen von gesunden, mannlichen Nichtrauchern im Alter
zwischen 25 und 35 Jahren. Diese Auswahl begrindet sich darin, dass sowohl das Alter
der Probanden als auch durch Zigarettenrauch ausgeléste DNA-Schaden einen Effekt
auf die Hintergrundwerte und FPG-sensitiven DNA-Schaden im Comet Assay haben
kénnen [Diem et al., 2002; Hoffmann et al., 2005].

Die Entnahme erfolgt unmittelbar vor Versuchsbeginn in EDTA-beschichtete Monovetten.
Das Entnahmevolumen betragt pro Versuchsansatz maximal 8 ml. Um ein eventuelles
Absetzen von festen Blutbestandteilen zu verhindern, werden die Monovetten bis zum
Versuchsbeginn vorsichtig geschittelt.

Die Inkubation von Vollblut erfolgt maximal bis 4 h, da in Voruntersuchungen ab Inkubati-

onszeiten von 6 h eine deutliche Abnahme der Zellzahl festzustellen war.

7.1.2.  Lymphozytenisolierung

Die Isolierung primarer Lymphozyten erfolgt mittels Dichtegradientenzentrifugation mit
Histopaque®. Bei Histopaque® handelt es sich um eine Lésung aus Polysaccharose und
Natriumdiatrizoat mit einer Dichte von 1,077. Hiermit ist eine rasche Gewinnung von mo-
nonuklearen Zellen aus kleinen Blutvolumina mdéglich. Dazu werden 7 ml auf Raumtem-
peratur temperiertes Histopaque® mit 7 ml Antikoagulans-behandeltem, venésem Vollblut
vorsichtig Uberschichtet und anschliel3end fur 25 min mit 1600 rpm bei RT zentrifugiert.
Durch die Zentrifugation werden Erythrozyten und Granulozyten durch die Polysaccharo-
se aggregiert und rasch sedimentiert, wahrend die Lymphozyten und andere mononukle-
are Zellen in der Plasma-Histopaque®-Interphase verbleiben (Abb. 89). Die Lymphozyten

kénnen aus dieser Interphase durch vorsichtiges Abpipettieren gewonnen werden.
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Abb. 89: Prinzip der Lymphozytenisolierung mittels Histopaque®

Mdgliche Verunreinigungen, welche durch Thrombozyten oder Erythrozyten entstehen,
werden anschlieRend durch zweimaliges Waschen in FKS-haltigem RPMI-1640 Zellkul-
turmedium (Zentrifugation 10 min bei 1400 rpm) entfernt. Im Anschluss erfolgt die Be-

stimmung von Zellzahl und Viabilitat mittels Trypanblau-Ausschluf3test (s. 7.1.3.4).

7.1.3. Kultivierung der V79-Zelllinie

7.1.3.1. Grundlagen

Alle Arbeiten mit V79 Zellen wurden unter sterilen Bedingungen durchgefihrt. V79 Zel-
len stammen aus einer Kultur vom Lungengewebe eines mannlichen chinesischen
Hamsters [Glatt et al., 1993]. Die Kultivierung der Zelllinie erfolgt in Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) unter Zusatz von 10% FKS, 5 ml Natriumpyruvat, 5 ml Penicil-
lin/Streptomycin und Phenolrot (N-Medium).

Die Zellen werden bei 37C, 5% CO , und 95% Luftfeuchtigkeit in Kulturflaschen mit einer
Flache von 25, 50 bzw. 175 cm? kultiviert.

7.1.3.2. Mediumwechsel

Zellen bendtigen zu ihrem Wachstum und zur Viabilitdtserhaltung optimale Bedingungen.
Der daher regelmafiig durchgefihrte Medienwechsel dient zur Zufuhr neuer N&hrstoffe
und zum Entfernen von Stoffwechselprodukten. Der Mediumwechsel wird je nach Prolife-
rationsgeschwindigkeit und Metabolismus der Zellen durchgefuhrt. Der Zeitpunkt wird
durch den Farbumschlag von rot nach gelb des im Medium enthaltenen Phenolrots fest-

gelegt (Umschlagsbereich bei pH 6,4 — 8,2).
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Nach Entfernen des Mediums werden die Zellen zweimal mit PBS gespilt, anschlielRend

wird den Zellen wieder Nahrmedium zugefiigt.

7.1.3.3. Subkultivierung (Passage)

Um einen Wachstumsstillstand oder Absterben der Kultur zu vermeiden, muss im Ab-
stand von maximal 3 Tagen eine Subkultivierung erfolgen.

Dafiur wird das Medium entfernt und die am Flaschenboden haftenden Zellen zweimal mit
PBS gewaschen. Die Zellen werden anschlieRend mittels Trypsin-EDTA vom Boden der

Kulturflasche gel6st und in verringerter Zahl wieder ausgesat.

7.1.3.4. Bestimmung der Zellzahl und Viabilitat

Zur Bestimmung von Zellzahl und Viabilitat werden die Zellen mit Trypanblau im Verhalt-
nis 1:1 angefarbt. Der Farbstoff durchdringt geschadigte Zellmembranen toter Zellen und
farbt diese blau. Die ungeschadigte Zellmembran ist undurchlassig fur Trypanblau. Mit
Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer wird die Zahl der lebenden und toten Zellen mikrosko-
pisch bestimmt.

Die prozentuale Viabilitat ergibt sich als Verhéaltnis der Anzahl lebender Zellen zur Ge-

samtanzahl der Zellen mal 100.

7.1.3.5. Einfrieren der Zellen

In 2 ml Kryoréhrchen werden 150 yl DMSO und 150 ul FKS vorgelegt, anschlieRend
werden etwa 1,5 bis 2 Mio. Zellen hinzugefugt. DMSO wird zugegeben um Kristallbildung
zu vermeiden. Die Suspension wird zuerst 24 h bei -20 T und danach bei -80 T gela-
gert. Eine Lagerung von mehr als sechs Monaten erfolgt in flussigem Stickstoff bei
-196<C.

7.1.3.6. Auftauen der Zellen

Die gefrorene Zellsuspension wird aufgetaut, bis sich die Zellen von der Wand des 2 ml
Kryoréhrchens ablésen. Anschliel3end wird die Zellsuspension in ein 15 ml PP Proben-
réhrchen mit 10 ml Nahrmedium gegeben. Nach 3-minttiger Zentrifugation bei 1300 rpm
und RT wird das zuriickbleibende Zellpellet in 1 ml Nahrmedium resuspendiert und an-
schlieRend in eine 25 cm*Kulturflasche tberfiihrt. Nach Zugabe von ca. 5 ml Nahrmedi-

um wird die Flasche im Brutschrank kultiviert.
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7.1.3.7. Mykoplasmentest

Mykoplasmen sind die kleinsten, sich selbst vermehrenden Prokaryoten. Sie besitzen un-
terschiedliche Formen und eine Grol3e zwischen 0,22 und 2 um. Sie kdnnen die Ublichen
Membranfilter, die eine Porengrdf3e von 0,22 um haben, passieren. Die meisten My-
koplasmen verwerten als Energiequelle Arginin, so dass befallene Zellen an Argininman-
gel leiden. Damit eine Proliferationshemmung aufgrund Argininmangels ausgeschlossen
werden konnte, sind die Zellen regelmafig auf Mykoplasmen getestet worden.

Etwa 0,5 Millionen Zellen werden auf einen Objekttréager in einer Petrischale ausgestreut
und die Petrischale wird mit 10 ml Nahrmedium befllt. Nach 24h wird das Medium ent-
fernt. Der Objekttrager wird mit -20C Methanol ges pult und bei —20C in Methanol min-
destens 15 min fixiert. Der Objekttrager wird anschlieRend kurz getrocknet. Nach Zugabe
von 50 pl DAPI(4’,6-Diamidino-2-phenylindol-dihydrochlorid)-L&sung werden die fixierten
Zellen mit einem Deckglas bedeckt und der Objekttrager am Fluoreszenzmikroskop (An-
regung: 365 nm, Emission: 420 nm) ausgewertet. Die DNA-haltigen Zellbestandteile er-
scheinen blau und das Cytoplasma rot. Mykoplasmen sind als kleine, gleichméRig ge-
formte, hell leuchtende Punkte sichtbar. Kerntrimmer von Zellen sowie Bakterien und
Pilze sind groRer und anders geformt und daher nicht mit Mykoplasmen zu verwechseln.
Diese Nachweismethode beruht auf der Anfarbung der DNA durch die Kopplung des Flu-
orochroms DAPI an die DNA [Lindl, 2002].

7.1.4. Isolierung und Kultivierung parenchymaler Le  berzellen

7.1.4.1. In-situ Perfusion einer Rattenleber und Praparation von Hep  atozy-

ten

Die Isolierung von Hepatozyten aus der Rattenleber erfolgt modifiziert nach Seglen
[1976] mit Hilfe einer zweistufigen in-situ Perfusion.

Alle verwendeten Gerate und Ldsungen werden zunachst zur Gewahrleistung steriler
Bedingungen autoklaviert bzw. sterilfiltriert. Die Perfusionslésungen werden auf 42 er-
warmt, der Waschpuffer wird auf Raumtemperatur gebracht.

Mittels i. p. Injektion einer Phentobarbitallésung (300 pl pro 100 g Korpergewicht; 33
mg/ml) wird die Ratte (180-200 g Korpergewicht) narkotisiert und auf dem Operations-
tisch mit Gewebebandern fixiert.

Nach Offnung des Abdomens und Freilegung der Leber erfolgt zum Verhindern einer
vorzeitigen Blutgerinnung eine Injektion des Antikoagulans Heparin (100 pl pro 100 g
Kdrpergewicht) in die untere Hohlvene (Vena cava inferior). Um die Pfortader (Vena por-
ta hepatica) und den unteren Teil der Hohlvene wird daraufhin zur spateren Fixierung der

Brauntle eine lockere Ligatur gelegt. Unmittelbar nach Einfihren und Fixierung der
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Brauntle in die Pfortader ermdglicht die Durchtrennung der unteren Hohlvene das Ab-
flieRen von Blut und Perfusat aus der Leber.

Im ersten Perfusionsschritt wird die Leber fur ca. 7-10 min mit EGTA-haltigem Perfusi-
onsmedium bei einer Durchflussrate von 40 ml/min durchspult, um durch den Entzug von
Ca ** die Desmosomen zu lésen.

Wahrend diesem Perfusionsschritt wird eine zweite Braunlle in den oberen Teil der
Hohlvene eingefihrt und fixiert. Diese wird nach dem Verschlie3en der unteren Hohlvene
mit einem Abflussschlauch versehen.

Die anschlieBende 5-10-minitige rezirkulierende Perfusion mit Ca?*- und Collagen-
haltigem (100 collagenase digestion units/ml) Perfusionsmedium bei einer Durchflussrate
von 40 ml/min bewirkt den Verdau der extrazellularen Matrix. Ein erfolgreicher Verdau
des Gewebes zeichnet sich durch eine netzartige Oberflachenstruktur des Organs aus.
Die Leber wird daraufhin vorsichtig herausprapariert. Nach Offnen der Leberkapsel tiber
einem sterilen Seidentuch werden die Zellen durch Zugabe von 200 ml Waschpuffer aus
dem Organ herausgeschwemmt und durch das Tuch filtriert.

AnschlieRend wird die entstandene Zellsuspension auf vier 50 ml Zentrifugenréhrchen
aufgeteilt und 2 min bei 350 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert. Hierdurch werden tote
Zellen und Zelltrimmer abgetrennt. Das entstandene Zellpellet wird im Anschluss in je-
weils 20-25 ml Waschpuffer resuspendiert und erneut 2 min bei 350 rpm zentrifugiert. Die
verbleibenden Pellets werden schlief3lich in jeweils 7-8 ml Waschpuffer aufgenommen

und vereinigt.

7.1.4.2. Bestimmung von Zellzahl und Viabilitat

Die Bestimmung der Viabilitat erfolgt mittels Trypanblau-Ausschluf3test (vgl. 7.1.3.4).
Um eine erfolgreiche Versuchsdurchfiihrung zu gewéhrleisten, werden nur Zellpréaparati-

onen mit einer Viabilitdt von mindestens 85% eingesetzt.

7.1.4.3. Herstellung der Kollagenl6sung

Zur Herstellung einer Kollagenldésung werden ca. 20 Rattenschwanze mit Ethanol desin-
fiziert, unter der Sterilbank geh&utet und die Kollagenfasern von der Schwanzspitze her
mit einer Pinzette herausgezogen. Nach Trocknung der Fasern unter UV-Licht tber
Nacht werden die Fasern in kleine Stlicke geschnitten, durch Reiben aufgespaltet und
erneut in einer Petrischale unter UV-Licht Uber Nacht gelagert. In einer verschlossenen
Petrischale sind die Fasern bei —20C Uber langere Zeit lagerfahig.

Zur Herstellung einer Kollagen-Stocklésung werden ca. 2 g der Fasern unter sterilen Be-

dingungen in einen Erlenmeyerkolben utberfihrt und unter Rihren fir eine Stunde mit
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H,O bidest. gewaschen. Das Lésen der Fasern erfolgt unter Rihren in 500 ml 0,1 %-iger
Essigsaure fur 24 h. Nach der Zentrifugation der Losung bei 3700 rpm fur 3 h zur Abtren-
nung der nicht geldsten Fasern wird der Proteingehalt der Stocklosung bestimmit.

Zur Verwendung in der Kultivierung von Hepatozyten werden zwei Gebrauchslésungen
mit den Konzentrationen 0,5 mg/ml und 1,65 mg/ml angesetzt und zusammen mit der

Stocklésung bei 4T gelagert.

7.1.4.4. Kollagenierung von Gewebekulturschalen

Der Gebrauch der Gewebekulturschalen zur Kultivierung von Rattenhepatozyten bedarf
einer vorherigen Beschichtung mit Kollagen. Hierzu wird die Schale mit Kollagenldsung
(0,5 mg/ml) vollstandig bedeckt und die Losung in die nachste Schale tberflihrt. Die Kul-

turschalen werden tber Nacht unter UV- Licht in der Sterilbank getrocknet.

7.1.4.4.1. Kultivierung von Hepatozyten auf kollage nierten Gewebekultur-

schalen

Zur Aussaat der Zellen wird serumhaltiges Williams-E-Medium verwendet (5ml vorgelegt
in beschichtete Petrischale). Pro kollagenierte Petrischale werden 500.000 Hepatozyten
ausgestreut. Die Anheftungszeit betragt maximal zwei Stunden im Brutschrank bei 37C

in wasserdampfgesattigter Atmosphare mit 5 % CO,.

7.2. Einzelzell-Gelelektrophorese (SCGE; Comet Assa )

Mit der Einzelzell-Gelelektrophorese lassen sich einfach, schnell und sensitiv DNA-
Schéaden wie z.B. DNA-Einzelstrang, -Doppelstrangbriiche und AP-Stellen direkt auf Ein-
zelzellniveau untersuchen.

Neben verschiedenen adhérenten und Suspensions-Zelllinien erméglicht der Assay auch
die Mdglichkeit, DNA-Modifikationen an primaren Zellen zu visualisieren. Im Folgenden
soll nun die Verwendung von Vollblut im Comet Assay neben den anderen verwendeten
Zellsystemen genau beschrieben werden (s. 7.2.2).

Die hier verwendete Methode orientiert sich im Wesentlichen an Singh et al. (1988), wur-
de allerdings durch zusatzliche Behandlung der inkubierten Zellen mit dem DNA-
Reparaturenzym Formamidopyrimidin-DNA-Glykosylase (FPG) modifiziert (s. 7.2.3).
Neben der alkalischen Version (pH>13) gibt es auch Protokollvariationen, bei denen die
Zellen nach der Lyse in einem Puffer mit einem niedrigeren pH-Wert der Elektrophorese
ausgesetzt werden. So werden z.B. bei einem pH von 12,1 nur Einzel- und Doppel-

strangbriiche nachgewiesen. Da in der vorliegenden Arbeit verschiedene Protokolle zur
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Anwendung kamen, wird im Folgenden die alkalische Version des Comet Assays genau
beschrieben. Das Protokoll bei pH 12,1 wird nur kurz unter Angabe der Modifikationen er-
lautert (s. 7.2.4).

7.2.1. Vorbereitung der Objekttrager

Auf Objekttrager werden zunéachst 40 ul NMA (normal melting agarose) aufgetragen und
mit einem Flexistrip gleichmaRig verteilt. Nach dem Erstarren der Agarose werden zwei-
mal je 65 pl NMA auf die Objekttrager pipettiert und mit einem Deckglas abgedeckt. Nach
erneutem Erstarren der Gele kénnen die Objekttrager bei 4C mehrere Tage gelagert

werden.

7.2.2. Inkubation

7.2.2.1. Vollblut

In 10 ml PP Probenrdhrchen wird Vollblut vorgelegt und die Testsubstanzen (geldst in
DMSO) mit einem Ldsungsmittelanteil von 1% zudotiert. Die Inkubation erfolgt fur 1, 2
und 4 h bei 37 unter leichtem Schutteln im Wasser bad. Im Anschluss werden jeweils 6
pl inkubiertes Vollblut (= 60.000 Lymphozyten) in Eppendorf-ReaktionsgefalRe Uberfihrt.
Das Vollblut wird mit 65 pl LMA (low melting agarose) gemischt und auf die vorbereiteten
Objekttrager aufgetragen. Die Gele werden mit Deckglasern abgedeckt. Nach Erstarren
der Agarose werden die Deckglaser vorsichtig entfernt und die Objekttrager in eine mit
kaltem Lysepuffer gefiillte Lysekammer tberfihrt. Die Lyse der Zellen erfolgt fiir mindes-
tens 1 h bei 4C.

7.2.2.2. Lymphozyten

Nach Isolierung der Lymphozyten mittels Histopaque® und anschlieRender Bestimmung
der Zellzahl werden jeweils 1Mio. Lymphozyten in 1 ml serumfreies RPMI-1640 Zellkul-
turmedium dberfuhrt. Nach Zugabe der Testsubstanzen (geldst in DMSO; Lésungsmittel-
anteil 1%) erfolgt die Inkubation im Wasserbad bei 37T unter leichtem Schutteln. Nach
Beendigung der Inkubation und Bestimmung der Viabilitdt mittels Trypanblau-
AusschlufBtest werden 60 pl Suspension (= 60.000 Lymphozyten) in Eppendorf-
Reaktionsgefalle Uberfihrt und bei 2000 rpm fur 10 min bei 4C zentrifugiert. Das
verbleibende Pellet wird wie unter 7.2.2.1 beschrieben in LMA resuspendiert und auf vor-
bereitete Objekttrager aufgebracht. Im Anschluss erfolgt eine alkalische Lyse fiir mindes-
tens 1h bei 4TC.
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7.2.2.3. V79 Zellen

In 35mm-Petrischalen werden zunéchst 1 x 10° Zellen in 5 ml FKS-haltigem DMEM Zell-
kulturmedium (N-Medium) ausgesat und 24 h anwachsen gelassen. Die anschlieRende
Inkubation findet in serumfreien Medium (S-Medium) statt. Die entsprechenden Testsub-
stanzen werden dazu in DMSO geldst und in einem Losungsmittelanteil von 0,1% dem S-
Medium zugegeben. Die Inkubation erfolgt bei 37C, 5% CO,und 95% Luftfeuchtigkeit im
Brutschrank dem jeweiligen Versuchsansatz entsprechend fiir 15 min bis 24 h. Nach Be-
endigung der Inkubationszeit wird der Zellrasen zweimal mit PBS gewaschen und die
Zellen mittels 500 pl Trypsin vom Boden der Petrischale geldst. Der Verdau wird durch
Zugabe von 500 pl N-Medium gestoppt und die Zellsuspension in ein Eppendorf-
Reaktionsgefald tberfuhrt. Die Petrischale wird anschlieRend mit 500 pl S-Medium nach-
gespult, welches ebenfalls in das Eppendorf- Reaktionsgefal3 tberfihrt wird. Nach Be-
stimmung von Zellzahl und Viabilitat mittels Trypanblau-Ausschlu3test werden = 60.000
Zellen in Eppendorf-ReaktionsgefalRe pipettiert und bei 2000 rpm fir 10 min bei 4C
zentrifugiert. Das verbleibende Pellet wird wie unter 7.2.2.1 beschrieben in LMA re-
suspendiert und auf vorbereitete Objekttrager aufgebracht. Im Anschluss erfolgt eine al-

kalische Lyse fur mindestens 1 h bei 4C.

7.2.2.4. Primare Rattenhepatozyten

Nach Beendigung der 2-stiindigen Anheftungszeit wird das N-Medium entfernt und die
Kulturschalen mit HPBS gewaschen, um tote Zellen und Zelltrimmer vom Zellmonolayer
zu entfernen.

Im Anschluss erfolgt die Inkubation mit den Testsubstanzen (geldst und verdiinnt in se-
rumfreiem Medium bzw. DMSO) fir 4 bzw. 24 h.

Die Inkubation wird durch Absaugen des Mediums gestoppt. Die Zellen werden daraufhin
mit 2 ml HPBS gewaschen und mit 500 pl Trypsin versetzt. Das Trypsin wird nach 1 min
durch Zugabe von 500 pl N-Medium inaktiviert. Im Anschluss werden die Zellen aus der
Petrischale vorsichtig abgespult und in ein Eppendorf Reaktionsgefal® tberfihrt. Durch
Nachspulen der Petrischale mit 500 pul serumfreiem Medium werden restliche Zellen ent-
fernt und das Medium ebenfalls in das Eppendorf Reaktionsgefal3 pipettiert. Nach vor-
sichtigem Vereinzeln der Zellen werden Zellzahl und Viabilitat der Zellen mittels Try-
panblau-Ausschluftest bestimmt. Ausgehend davon werden jeweils 60.000 Zellen in vier

Eppendorf ReaktionsgefalRe Uberfiihrt und fir 5 min bei 1000 rpm und 4T zentrifugiert.
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7.2.2.5. Reduktion der DNA-Schéden in V79-Zellen

Zum Nachweis der Reduktion von DNA-Schéaden in V79 Zellen wird zunachst entspre-
chend der unter 7.2.2.3 beschriebenen Inkubation verfahren. Nach Beendigung der Inku-
bationszeit (4 und 24 h) wird der Zellrasen zweimal mit PBS gewaschen, anschliel3end
die Zellen mit 5 ml N-Medium versetzt und im Brutschrank nachinkubiert. In den Zeitin-
tervallen 0, 2, 4, 6 und 8 h nach Zugabe des N-Mediums wird die Inkubation durch
Trypsin-EDTA-Zugabe abgestoppt. Die weitere Vorgehensweise entspricht der in 7.2.2.3

beschriebenen.

7.2.3. Inkubation mit FPG

Die Objekttrager werden zunédchst dreimal mit Enzympuffer fir je 5 min gewaschen. Im
Anschluss erfolgt die Behandlung mit dem Reparaturenzym FPG (Formamidopyrimidin-
DNA-Glykosylase). Hierzu werden jeweils 50 pl FPG-Gebrauchslésung bzw. Enzympuf-
fer als Kontrolle auf die Gele pipettiert, mit Deckglasern abgedeckt und fir 30 min bei
37T inkubiert.

7.2.4. Elektrophorese

7.24.1. pH>13

Nach Entfernen der Deckglaser werden die Objekttrager in eine horizontale Elektropho-
resekammer Uberfuhrt. Die DNA der Zellen wird in eiskaltem Elektrophoresepuffer (pH >
13) 20 min entwunden. AnschlieRend erfolgt eine 20-minltige Elektrophorese bei 25 V,
300 mA und 4.

7.24.2. pH121

Unter Anlehnung an Miyamae et al. [1997] erfolgt hier die Verwendung eines Elektropho-
resepuffers mit einem pH-Wert von 12,1, der durch Zugabe von 37 %iger HCI zum unter

7.2.4.1 verwendeten Elektrophoresepuffer erhalten wird.

7.2.5. Neutralisation, Anfarbung der DNA und mikros  kopische
Auswertung

Nach der Elektrophorese werden die Zellen durch dreimaliges Waschen mit Neutralisati-
onspuffer neutralisiert. Im Anschluss wird die DNA der Zellen wird mit dem Fluoreszenz-
farbstoff Ethidiumbromid angefarbt. Die Visualisierung der Zellen erfolgt mit einem Zeiss

Axioskop II; Quantifizierung und mikroskopische Auswertung mit Hilfe des Computerpro-
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gramms ,,Comet II* (Perspective Instruments). Pro Gel werden 50 zufallig ausgewahlte
Zellen gemessen. Die dabei ermittelte Tail Intensity (TI) wird zur graphischen Auswertung

mit dem Programm Origin 6.0 verwendet.

7.3. hPRT-Genmutations-Assay

7.3.1.  Durchfihrung des hPRT-Genmutations-Assay

Ziel des hPRT-Tests ist es, Vorwartsmutationen in Saugerzellen quantitativ zu erfassen.
Die Etablierung erfolgt anhand der Empfehlungen von Bradley et al. [1981] und Glatt
[1993] mit der V79 Zelllinie. Anhand des folgenden Protokolls wurden die Untersuchun-

gen nach 24-stiindiger Inkubation durchgefihrt.

0. Tag:  Aussaat der Zellen

Fir jede Testsubstanz werden pro Konzentration je 1 Mio. V79-Zellen in 75 cm?

Kulturflaschen ausgesat. Sie werden 24 h im Brutschrank kultiviert.

1. Tag: Inkubationsstart

Fur die Stammldsung werden die jeweils entsprechenden Konzentrationen der
Testsubstanzen in DMSO angesetzt. Fur die Inkubation wird S-Medium mit den
Testsubstanzen versetzt, so dass eine maximale DMSO-Konzentration von 0,3%

im Inkubationsmedium vorliegt.

Nach dem Entfernen des Nahrmediums und zweimaligem Waschen mit PBS wer-
den die Kulturflaschen mit dem Inkubationsmedium befillt und fir weitere 24 h im

Brutschrank belassen.

2. Tag: Inkubationsabbruch

Nach 24 h wird die Inkubation durch Mediumwechsel beendet und die Zellen in N-

Medium weiterkultiviert.

3.und 5. Tag: Passage / Zellzahl (Expressionszeit)

Die Zellen werden passagiert. Danach werden Zellzahl und Viabilitat ermittelt. Pro

Ansatz werden 1 Mio. Zellen in neue 75 cm? Kulturflaschen ausgestreut.
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7. Tag: Passage / Selektionsphase / Cloning-Efficie  ncy (CE)

Die Zellen werden zunachst wie oben beschrieben passagiert und danach ihre

Viabilitat bestimmt.

AnschlieBend werden je drei neue 75cm? Kulturflaschen mit je 1 Mio. Zellen an-
gelegt. Die Zellen werden in 15 ml Selektionsmedium kultiviert, das 6-Thioguanin
(TG-Medium) und einen verminderten FKS-Gehalt enthalt. Zur Erfassung cytoto-
xischer Effekte der Testsubstanzen wird begleitend die ,Cloning Efficiency” (CE)
bestimmt. Hierfir werden je zwei 90mm Petrischalen mit 240 Zellen ausgesat und

in 10 ml N-Medium kultiviert.

16. Tag: Féarben der Kolonien
Die hPRT-defizienten Mutanten haben Kolonien gebildet, die ohne Hilfsmittel er-
kennbar sind. Fir eine erleichterte Auswertung werden diese mit ethanolischer
Methylenblaulésung angefarbt. Hierzu wird der Test abgestoppt, indem das Medi-
um abgegossen und die Zellen zweimal mit Kochsalzlésung gespult werden. Zum
Fixieren werden 5ml Ethanol (-20 C) zugegeben und die Zellen mind. 15min bei -
20 € gehalten. Im Anschluss wird das Ethanol verwo rfen und die Zellen fir min-
destens 30 min bei -20 T mit ethanolischer Methyle nblaulésung gefarbt. Dann
wird der ungebundene Farbstoff abgegossen und die Kolonien vorsichtig mit Lei-
tungswasser gewaschen. Nach dem Trocknen werden die gebildeten Kolonien

ausgezahilt.

7.3.2.  Anhaltspunkte zur Etablierung des Testablauf s

Wahrend des Tests darf die Zellzahl durch cytotoxische Effekte nicht unter 1 Mio. Zellen
fallen. Es kénnen daher die Substanzen nicht in cytotoxischen Konzentrationsbereichen
auf Mutagenitat getestet werden, da ansonsten eine Beeintrachtigung der Mutationsfre-
quenz zu erwarten ist. Glatt [1993] fiihrte den Test mit Zelldichten von bis zu 4x10° Zel-
len/cm? durch.

Zur Ausdinnung des hPRT-Enzyms passagiert man die Zellen nach der Inkubation. Die
vorgeschlagene Zeitspanne hierfir betrdgt mindestens 5 Tage [Bradley et al., 1981,
Glatt, 1993].

Wahrend der Selektionsphase machen Gap junctions die Kommunikation zwischen
hPRT-profizienten und -defizienten Zellen mdglich. Dadurch kann ein Transfer von Nuc-
leotid-Analoga auftreten, der zum Absterben hPRT-defizienter Zellen fihrt. Um einen sol-
chen Nebeneffekt zu minimieren, wird der FKS-Anteil im Selektionsmedium um die Halfte
reduziert [Glatt, 1993].
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Far die mitgefuhrte ,Cloning-Efficiency” (CE) werden Ublicherweise 240 Zellen eingesetzt
[Glaab et al., 2000].

7.3.3.  Auswertung

Fur die Auswertung des Tests werden alle erkennbaren Kolonien in den Kulturflaschen
und Petrischalen gezahlt. Fir jede Konzentration werden die ausgezahlten Koloniezahlen
in den Kulturflaschen und den Petrischalen jeweils gemittelt.
Die Mutationsfrequenz (MF) fir eine Testsubstanzkonzentration gibt die Anzahl der
hPRT-defizienten Mutanten pro 1 Mio. Zellen an. Sie berechnet sich mit folgender Glei-
chung:
MF = MZ [F
mit MZ:  ermittelte Kolonienzahl (bzw. Mutantenzahl) einer
Testsubstanzkonzentration
F: Korrekturfaktor

Der Korrekturfaktor (F) erhalt man aus dem Quotienten:

_ 240
" MCE
mit MCE: Mittelwert der Kolonienzahlen der CE
240:  Anzahl der erforderlichen Zellen zur CE-Ermittlung.
Die erhaltenen Mutationsfrequenzen (MF) sind somit anhand der zugehdrigen CE auf
240 Zellen bezogen und untereinander vergleichbar. Sie werden im Bezug auf die zuge-
horige Konzentration angegeben.
Die Spontanmutationsfrequenz MF, ist die aus der Negativkontrolle (hier DMSO) ermittel-
te Mutationsfrequenz. Eine Verbindung gilt im Sinne des hPRT-Tests bei gegebener
Konzentration als mutagen, wenn die Mutationsfrequenz dreimal héher ist als die Spon-
tanmutationsfrequenz MF, [Bradley et al., 1981].
Fur einen Vergleich des mutagenen Potentials der unterschiedlichen Substanzen wird
der ermittelte Dsc-Wert angegeben. Dieser wird folgendermal3en berechnet:
Dy = g
mit C: spontane Mutationsfrequenz MF,
Y: beobachtete Mutationsfrequenz (MF)
D: Konzentration [pM]
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7.4.

7.4.1. Reagenzien

a-Acetoxy-NDELA

Acrolein
Acrylamid
Antifade-Puffer

Bleomycin
Borsaure
(¥)-anti-BPDE

Calciumchlorid
Dimethylsulfoxifd
Dimethylsulfoxifd
Elektrophoresepuffer (pH >13)

Elektrophoresepuffer (pH 12,1)

Elektrophoresepuffer (pH 8,3)

Enzympuffer—Stammldsung

EDTA
EDTA-LOsung
Ethanol
Ethidiumbromid

Ethidiumbromid-Stammldsung

Ethidiumbromid—Gebrauchslosung

Reagenzien, Materialien und Gerate

zur Verfugung gestellt durch R. N. Loeppky,
University of Missouri, Columbia

[Fluka]

(fir die Elektrophorese) [Merck]

100 ml p—Phenylendiamidindihydro-chlorid
und 10 ml PBS, 0,5 M wassrige Natrium-
hydrogencarbonat—Ldsung mit Natrium-
hydroxid auf pH 9 einstellen; Gemisch auf
pH 8 einstellen, 90 ml Glycerin hinzugeben,
bei —20<C dunkel lagern

[Serva]

[Fluka]

zur Verfigung gestellt durch P. Steinberg,
Universitat Potsdam

p.a. [Merck]

fur UV-Spektroskopie (41641) [Fluka]

fur Lysepuffer [Merck]

30 ml 10 mM NaOH, 2,5 ml 200 mM EDTA-
Losung auf 11 HyO pigest-
Elektrophoresepuffer (pH >13) mit 37%iger
HCI eingestellt auf pH 12,1

90 mM Tris, 2 mm EDTA, 90 mM Borsaure
9,5 g HEPES, 7,46 g KCI, 0,146 g EDTA,
0,2 g BSA auf 1 H,0 pigest, pH 8 mit KOH
einstellen, eingefroren lagern, vor Gebrauch
1:10 verdiinnen

p.a. [Serva]

11,7 g EDTA (200 mM) in H,0 pigest
Rotipuran® p.a. = 99,8% [Roth]

[Sigma]

100 pl Ethidiumbromid + 4900ul

HZO bidest

Ethidiumbromid—Stammldsung
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FKS

FPG-Enzym

FPG-Enzym-Gebrauchslésung
Glutathion (GSH)

Glycerin

Glycidamid

HENU
Heparinldsung
HEPES
2-Hexenal
HPBS

Histopaque®
Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat
Kaliumhydroxid

Kochsalzlésung

Natriumchlorid
Natriumhydrogenphosphat
N-Laurylsarcosin—Natriumsalz
LMA (low melting agarose)
LMA-LGsung

Lysepuffer

Lysepufferstammldsung

Magnesiumchlorid

(1:10 verdiinnen)

Fotales Kalberserum [Gibco™]

100 pl Enzympuffer, 100 uM Glycerin auf 1
ml mit H,O pigest @uffillen; davon 990 pl + 10

pl Enzym (1:100 verdinnt)
Lagerung bei -80C

25 ul Enzym + 725 ul Enzympuffer
[Sigma-Aldrich]

p.a. [Merck]

Synthese nach Payne et al., 1961

Heparin 1000 U/ml NaCl 0,9 %

Pufferon = 99.5 % f. d. Gewebezucht [Roth]
[Sigma-Aldrich]

137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 6,5 mM
Na,HPO,, 1,5 mM KH,PO,, 0,9 mM

CacCl,, 0,5 mM MgCl,, 10 mM Hepes
[Sigma-Aldrich]

p.a. [Merck]

p.a. [Merck]

p.a. [Merck]

wassrig, physiologisch (0,9 % auf Masse
bezogen)

p.a. [Merck]

p.a. [Merck]

[Sigma-Aldrich]

[Bio Rad Laboratories]

700 mg LMA auf 100 ml PBS fur Agarose
89 ml Lysepufferstammlésung, 10 ml
DMSO, 1 ml Triton X-100

146,1 g NaCl; 37,2 g Titriplex Ill; 1,2 g Tris
in Ho0 pigest l0s€N; pH 10 einstellen mit Na-
OH; Zugabe von 10 g N-Laurylsarcosin-
Natriumsalz und auf 1l auffillen mit H,O pigest

p.a. [Merck]
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Medien (Zellkultur)

Methanol
Methylenblau
Methylenblaulésung

2-Methyl-3-nitrosooxazolidin-5-on

4-Methyl-3-nitrosooxazolidin-5-on

MNNG (N-Methyl-N’-Nitro-N-
nitrosoguanidin)

MNU

Immersionsol

Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Natriumpyruvat

Neutralisationspuffer

3-Nitrosooxazolidin-2-on

3-Nitrosooxazolidin-5-on

NMA (normal melting agarose)

NMA-LGsung
Nahrmedium (N-Medium)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) mit 4500 mg/l D-Glucose, mit
584 mg/l L-Glutamin, mit 15 mg/I Phe-
nolrot [Gibco™)

RPMI-1640 [Gibco™]
. Williams E Medium [Gibco™]

p.a. [Merck]

Reag. Ph Eur (C.I. 52015) [Merck]

ethanolisch, 0,5% (auf Masse bezogen)

zur Verfigung gestellt durch R. N. Loeppky,

University of Missouri, Columbia

zur Verfigung gestellt durch R. N. Loeppky,

University of Missouri, Columbia

purum = 97%, moistened with water (= 50%)

[Fluka]

synthetisiert nach Organikum

fur Mikroskopie [Merck]

p.a. [Merck]

p.a. (31437) [Riedel-de Haén]

p.a. [Merck]

p.a. (Platzchen) [Merck]

MEM 100MM [Gibco™

48,5 g Tris mit HCI auf pH 7,5 einstellen; auf

1 1 Hy0 pigest auffiillen

zur Verfigung gestellt durch R. N. Loeppky,

University of Missouri, Columbia

zur Verfigung gestellt durch R. N. Loeppky,

University of Missouri, Columbia

[Bio Rad Laboratories]

500 mg NMA auf 100 ml PBS flr Agarose
0,51 DMEM, 50 ml FKS, 5 ml Natriumpy-
ruvat, 5 ml Penicillin -

Streptomycin

0,5 | RPMI-1640, 50 ml FKS, 5 ml
Penicillin/Streptomycin

0,5 | Williams E Medium, 50ml FKS, 5 ml

Penicillin/Streptomycin, 5 ml L-Glutamin
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PBS—Stammldsung

PBS-L0Osung

Penicillin—Streptomycin

Pentobarbitalldsung

p—Phenylendiamidindihydrochlorid

Propidiumiodid—L6sung
Salzsaure
FKS—freies Medium (S-Medium)

6—Thioguanin—haltiges Medium
(TG-Medium)

6—Thioguanin
6—Thioguanin—Stammldsung
Titriplex Il

Triton X-100

Tris

Trypanblau

Trypanblau-Ldsung

Trypsin

Trypsinlésung

5 g NacCl; 0,25 g KCI; 0,72 g Na;HPOy;
0,125 g KH,PO,4 auf 1 I mit H,O pigest
auffillen; pH-Wert 7.4

50 ml Stammldsung auf 500 ml auffiilllen mit
H2O pidest

[Gibco ™]

Pentobarbital 33 mg/ml H;O pigest.

1 mg Propidiumiodid in 1 ml H,0 pigest
37 % [J. T. Backer]
= 0,51 DMEM, 5 ml Natriumpyruvat, 5 ml
Penicillin—Streptomycin
Streptomycin
0,51 RPMI-1640, 5 ml
Penicillin/Streptomycin
0,5 I Williams E Medium, 5 ml
Penicillin/Streptomycin, 5 ml L-Glutamin
0,51 DMEM, 25 ml FKS, 5 ml Natriumpyru-
vat, 5 ml Penicillin-Streptomycin, 0,5 ml 6 —
Thioguanin-
Stammldsung (54 uM)
2—Amino—6—mercaptopurin, Approx. 98%
(A-4882) [Sigma]
9 mg 6-Thioguanin pro 1 ml DMSO
(53,83 mM)
[MerckK]
[Aldrich]
99,9% [Appli Chem; Roth]
[Sigma]
0,5 g Trypanblau; 0,9 g NaCl; mit H,Opjigest
auf 100 ml auffillen; vor Gebrauch 1:1 ver-
diinnen
1:250, 2,4 DMC-U/mg (aus Rinderpankreas)
[Serva]
0,125 g Trypsin, 0,0625 g EDTA mit PBS-
Losung auf 250 ml auffillen;
pH-Wert 7,4
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7.4.3.

7.4.2. Gerate

Auswertesystem (Comet Assay)

Autoklav

Brutschrank

Biofreezer
Elektrophoresekammer
Elektrophoresespannungsgerat
Farbekammer fur OT

Fluoreszenzmikroskop

Kamera
Mikroskop
Neubauer—zZahlkammer

Pipetten

Pipettierhilfe

pH-Meter
Sterilbank

Ultraschallbad
Vortexer
Waage
Wasserbad
Zahlmaschine

Zentrifuge

Deckglaser

Flexistrip

PP—Reaktionsgefalle

PP—Probenrbéhrchen

Verbrauchsmaterialien

Comet Assay Il (Perspective Instruments,
Suffolk, England)

Varioklav® [H+P]

Cytoperm 8088 [Heraeus]

Sanjo

Bio-Rad Sub Cell GT

Bio-Rad Power Pac 300

[Roth], verwendet als Lysekammer

[Zeiss] Axioskop 20; Filter Set 15 (Anre-
gung BP 546/12; Emission LP 590)
COHU High Performance CCD Camera
IM; Axioskop Il [Zeiss]

Tiefe 0,1 mm; 0,0025 mm? [Marienfeld]
Pipetman (verschiedene Volumina) [Gil-

son]

pipetus®-akku [Hirschmann Laborgeréte]

WTW 522, Elektrode Schott L737 A
LaminAir® HLB 2472 BS [Heraeus]

Sonorex RK 100 [Bandelin]
[Scientific Industries]

Sartorius CP224S

[Labortechnik Kéttermann; Julabo]
TRS 1250 PD [Scht]

Megafuge 1.0 R [Heraeus]

24x50 mm [Menzel-Glaser]

24x24 mm [Menzel]

[Roth]

1,5 ml und 2,0 ml [Greiner Bio—One
GmbH]

Steril; 10 ml, 15 ml und 50 ml,
CELLSTAR® [Greiner Bio—One GmbH]
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Kanilen

Kryoréhrchen

Kulturflaschen

Mikrotiterplatten (96-well)

Monovetten

Multifly

Objekttrager

Pasteurpipetten

Petrischalen

Pipettenspitzen

Sterilfilter 0,2 puM

Sterican; 0,9 mm Durchmesser,

70mm Lange [Braun]

Steril [Greiner, Sarstedt]
Zellkulturflasche mit Gasaustausch-
schraubverschluss, Bodenflache: 25 cm?,
75 cm? und

175 cm?, CELLSTAR® [Greiner Bio—One
GmbH]

[Greiner]

Sarstedt Monovette® EDTA K2 Gel

9Oml

Sarstedt Multifly® Set 21 G, Schlauch 20
cm

76x26 mm, ISO-Norm 8037, Super Frost
[Menzel]

fur Einmalgebrauch, Lange ca.

150 mm [Brand]

94/16 mm Quialitat TC, steril, CELLSTAR®
[Greiner Bio—One GmbH]

verschiedene Grol3en [Greiner Bio-One
GmbH] Combitips (verschiedene Volumi-
na) [Eppendorf]

[Sartorius]
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Danke, Danke, Danke....

Noch bevor das erste Wort dieser Arbeit geschrieben war, dachte ich, dass wohl kaum
etwas so einfach zu schreiben ware, wie die nun folgenden Seiten. Inzwischen ist dies al-
lerdings die x-te Version, denn letztendlich ist es zwar nicht schwer zu entscheiden, wem
man alles ,Danke” sagen mdchte, sondern eben die richtigen Worte daftir zu finden.
Denn ehrlich gesagt, haben mir manche so viel Unterstitzung und Hilfe entgegenge-
bracht, dass es dafir eigentlich niemals die richtigen und erst recht nicht gentigend Wor-
te gibt.

Zu allererst mochte ich Herrn Prof. Dr. Eisenbrand danken, von dem ich sehr viel lernen

durfte und der mit ein strenger, aber auch stets gerechter Doktorvater gewesen ist.

Ebenfalls zu dieser Arbeit beigetragen hat mein Betreuer Dr. M. Baum. Lieber Matthias,
auch wenn wir in manchen Dingen nicht immer einer Meinung waren, haben wir letztend-
lich doch immer einen gemeinsamen Weg gefunden. Danke fir Deine Unterstitzung,

auch in Situationen, die nicht gerade ein Spaziergang gewesen sind.

An dieser Stelle ist nun auch ein Dankeschon an meine Kollegen angebracht, die mich
nicht nur unterstitzt haben, sondern auch viel zu oft einfach nur ertragen mussten:
...Heike und Ingrid, bei die ich mit allen Sorgen und Problemen immer kommen konnte;
die nie mude wurden, mir mit hilfreichen Tipps, Telefonnummern und sonstigen Auskinf-
ten weiterzuhelfen und vor allem, die mir manche Planlosigkeit und Unorganisiertheit
verziehen und somit auch manche Krise abgewendet haben

...Sylvia, die mir nicht nur als Kollegin besonders wichtig gewesen ist, sondern mit der es
auch einfach nett war, Gber Alltadgliches, das immer viel zu kalte Wetter oder die Unge-
rechtigkeit der Welt zu diskutieren

...Moni vom AK Schrenk, die mir mit viel Geduld die Geheimnisse und Kniffe der Leber-
perfusion gezeigt hat und die es geschafft hat, eine nicht gerade angenehme Arbeit in ei-
nem positiven Licht erscheinen zu lassen

...Vera Fritzinger und Prof. Dr. Zankl, die es mir auch in den fir sie ungunstigsten Gele-
genheiten nicht verwehrt haben, Blutproben zu bekommen

...allen Blutspendern, die an dieser Stelle leider namentlich unerwahnt bleiben missen
ein ganz herzliches Dankeschdn flr die Bereitschaft, mir den ein oder anderen Milliliter
Blut zu spenden

...Daniel, Jochen, Thomas, Yu, Sandra, Karl-Heinz, Rainer, Eva, Ari, den Kollegen von
Bau 56, der SKLM, den Mitarbeitern der Arbeitskreise Marko und Schrenk und allen, die
sich hiermit angesprochen fuhlen, fir Hilfe jedweder Art und manchmal auch einfach nur

fur einen Kaffee zur richtigen Zeit



Danke, Danke, Danke....

...an die Mitfahrer zu den Tox-Kursen, fur viel Spal® und eine willkommene Ablenkung

vom Promotionsalltag

Nicht vergessen sein sollen aber auch vor allem die, die durch unermidliches Engage-
ment und viel Begeisterung auch im praktischen Sinne zu dieser Arbeit beigetragen ha-
ben, meine Forschungspraktikanten und Diplomanden: Carsten Bernard, Christine Czau-
derna, Michelle Hoffmann, Jessica Gopee-Gorlitz, Valerie Kappler, Jan Kreutzer, Yvonne
Kohl, Michelle Memmer, Sabrina Michael und Julia Scheffler. Es hat mir unglaublichen

Spal’ gemacht, mit Euch zusammenarbeiten zu kénnen.

Na ja, damit ware wohl der leichtere Teil des Dankeschdns geschrieben. Alle diejenigen,
die jetzt folgen, haben es eigentlich auf eine viel gré3ere Weise verdient, Ihnen Danke zu
sagen, als nur auf den letzten Seiten dieser Arbeit zu stehen. Ich hoffe Ihr wisst, wie
wichtig lhr mir alle - nicht nur in den vergangenen Jahren - gewesen seid (und auch noch
sein werdet). Deshalb gilt Euch allen, jedem aus ganz unterschiedlichen Griinden, ein

ganz besonderer Dank.

Zuerst einmal mdchte ich mich bei den wunderbarsten Freunden tiberhaupt bedanken:
...Silke und Thomas, deren Kraft ich bewundere und die mir selbst soviel Mut gemacht
hat. Danke auch fur tolle Tage im Schnee, fir halsbrecherische Abfahrten und eine im-
mer volle Volvic-Flasche (...)

...Dirk und Tina; den drei besten ,Hippen“ der Welt Susi, Pimpfi und Anke; Tom; Schen-
di; Alex und Wolle; Christoph und Nathalie mit Philip; Sandra und Michael; Ursel und
Ralf; Kerstin und Ralf.... Danke, dass |lhr mir immer wieder bewiesen habt, dass es ein
Leben aulRerhalb der Chemie gibt und ich immer ich selbst sein konnte. Einfach Danke,
dass Ihr schon seit vielen Jahren so tolle Freunde seid.

...Anita, Christa und Nadine, die schon wahrend meines Studiums immer fur mich da
gewesen sind und die mir durch leider viel zu seltene E-Mails, Telefonate etc. gezeigt
haben, dass man im Leben nicht alles zu ernst nehmen sollte

...Jessi und Hemant, fur die gemeinsame Vorfreude auf unseren ,schonsten Tag", fur ei-
ne schone, aber viel zu kurze Zeit vereint in der Bewdltigung mancher Krise und die net-

ten Mails aus dem fernen England

Ein besonders groRes Dankeschdn geht allerdings an meine ganze Familie, die mich in
den letzten Jahren immer bedingungslos unterstitzt hat, stolz auf mich gewesen ist und

mir nicht nur dadurch das Gefiihl gegeben haben, zu Hause zu sein.



Danke, Danke, Danke....

Jeder von Euch hat auf seine ganz besondere Weise dazu beigetragen, dass nun diese
Zeilen hier geschrieben wurden. Um jedem einzelnen fiir das alles zu danken, was ihr an
kleinen und grof3en Dingen fir mich getan habt, misste ich wahrscheinlich nochmals
mehrere Seiten flllen. Bitte verzeiht an dieser Stelle, dass ich dies aufgrund der fortge-
schrittenen Seitenzahl nun nicht ausfihrlich tun werde. Daher sollt ihr einfach nur wissen,
dass ich das alles niemals vergessen werde und gliicklich bin, ein Teil dieser wunderba-
ren Familie zu sein.

Allerdings gibt es drei unter Euch, die es ganz besonders verdient haben, hier genannt
zu werden:

Ein ganz besonders grol3es Dankeschén geht an meine Eltern und Sascha, die wahrend
der ganzen Zeit immer zu mir gestanden haben und nicht nur in den vergangenen Jahren
viel zu oft meine Launen und Sorgen ertragen mussten. Auch wenn es wahrscheinlich
nicht immer einfach fiir Euch gewesen ist, habt lhr es trotzdem geschafft, auch schwere
Stunden ertraglich scheinen zu lassen und mir nicht nur dadurch die Kraft gegeben, alles
durchzustehen.

Und an Sascha noch ein spezieller Dank: Danke, dass es Dich gibt und Du mich so
liebst, wie ich bin. Danke aber auch fir das schénste Geschenk tberhaupt: Dein ,Ja“ zu

mir und einem gemeinsamen, wunderschdnen Leben.



