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Kapitel 1 Einleitung  

1.1 Bösartige Tumorerkrankungen des Menschen 

In Zusammenarbeit mit dem Zentrum für Krebsregisterdaten gruppiert das Robert-Koch-

Institut (RKI) die neu entstandenen bösartigen Krebserkrankungen nach ICD10 sowie die 

Anzahl der Sterbefälle für das Jahr 2012 in Deutschland. In diesem Jahr trat laut RKI bei 

252.060 Männern und 225.890 Frauen eine maligne Tumorerkrankung auf, 220.923 

Menschen verstarben an Krebs. Abbildung 1 zeigt die häufigsten Tumorlokalisationen 

aller Neuerkrankungen [Robert-Koch-Institut 2015]. Dabei wird deutlich, dass bei Frauen vor 

allem der Brustkrebs und bei Männern der Prostatakrebs die häufigsten Tumorentitäten 

sind. Lungen- und Darmkrebs spielen geschlechterunabhängig eine zentrale Rolle. 

 

Abbildung 1: prozentualer Anteil der häufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebsneuerkrankungen in 

Deutschland 2012 (ohne nicht-melanotischen Hautkrebs) [Robert-Koch-Institut 2015] 

Im Zeitraum von 2010 bis 2014 ist ein Anstieg der Todesfälle um 0,37% zu beobachten, 

die Anzahl der durch die Ursache „bösartige Neubildungen“ Verstorbenen stieg hingegen 

im gleichen Zeitraum um 0,74% an, wie aus Tabelle 1 ersichtlich wird. 
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Tabelle 1: Todesursachen in Deutschland in den Jahren 2010 bis 2014 (Statistisches Bundesamt, 

05.09.2016) 

Todesursachen 2010 2011 2012 2013 2014 

Steigerung 

2010 zu 

2014 

Insgesamt 858.768 852.328 869.582 893.825 868.356 0.37% 

Bösartige 

Neubildungen 218.889 22.1591 221.611 223.842 223.758 0.74% 

 

Das Statistische Bundesamt zeigt überdies auf, dass der Anteil der Tode durch bösartige 

Neubildungen, gemessen an den gesamten Todesfällen in Deutschland bei einem Viertel 

liegt [Statistisches Bundesamt 05.09.2016]. 

Im Jahr 2001 starben weltweit sieben Millionen Menschen an Krebs. 2,43 Millionen 

(35%) starben an Krebsarten, die durch potentiell modifizierbare Risikofaktoren 

begünstigt werden. Zu diesen Faktoren zählen Übergewicht und Fettleibigkeit, niedriger 

Konsum von Obst und Gemüse, Bewegungsmangel, ungeschützter Geschlechtsverkehr, 

Einflüssen durch die Umwelt wie Rauchen oder Passivrauchen, Kontamination im 

Gesundheitswesen sowie vermehrter Alkoholkonsum. [Danaei et al. 2005] 

Vor allem aktives Rauchen spielt eine entscheidende Rolle bei der Entstehung von 

Tumoren. Die erhöhte Gefährdung durch Zigarettenrauch zeigt sich besonders deutlich 

am Beispiel des Lungenkrebses. Raucher haben im Vergleich zu Nichtrauchern ein 

mindestens zehnfach erhöhtes Risiko an Lungenkrebs zu erkranken [Carbone 1992]. Aber 

auch andere maligne Krebserkrankungen sind stark mit dem Konsum von Zigarettentabak 

verbunden, wie eine Zusammenfassung von Sasco et. al aus dem Jahr 2004 zeigt. So gibt 

es unter anderem erhöhte Wahrscheinlichkeiten für das Entstehen von Krebs in der Leber, 

dem Pankreas, dem Ösophagus und vor allem in den oberen Atemwegen und des Larynx 

[Sasco et al. 2004]. Ob das Konsumieren von Schnupftabak eine Rolle bei der Entstehung von 

malignen Neoplasien spielt, soll in dieser Arbeit behandelt werden. 
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1.2  Zellbiologische Grundlagen 

1.2.1 Zellzyklus 

Alle potentiell teilungsfähigen Zellen eines Organismus durchlaufen den sogenannten 

Zellzyklus. Dieser besteht aus vier streng regulierten und kontrollierten Phasen. 

  

Abbildung 2: Darstellung des Zellzyklus 

In der G1-Phase gewinnt die Zelle an Größe und synthetisiert die benötigten Enzyme für 

das Eintreten in die S-Phase. Außerdem werden in dieser Zeit herkömmliche Aufgaben 

verrichtet, die je nach Zelltyp variieren. Die eigentliche DNA-Replikation findet in der 

S-Phase statt, sodass am Ende dieser ein tetraploider Zellsatz im Zellinneren vorliegt. 

Anschließend erfolgt ein kurzer Überbrückungsabschnitt, welchen man als G2-Phase 

bezeichnet. Die darauffolgende Mitosephase sorgt durch eine Kernteilung für einen 

erneuten diploiden Zellsatz in zwei Geschwisterzellen. Wenn hiernach keine Zellteilung 

mehr durchlaufen werden soll, gehen die Zellen in die G0-Phase über, in welcher sie nur 

Enzyme und Proteine synthetisiert, die zur Erfüllung ihrer Aufgabe dienen. Durch 

bestimmte wachstumsstimulierende Signale kann eine Zelle aus der G0-Phase in die G1-

Phase überführt werden. 

Zur Regulierung der einzelnen Phasen dienen verschiedene Zellzyklusproteine, welche 

auch als Schrittmacher bezeichnet werden. Bei diesen handelt es sich um Cycline und 

Cyclin-abhängige Kinasen. 

Störungen der regulierenden oder zyklushemmenden Proteine kann zu ungehinderten 

Zellzyklen und zu unkontrolliertem Zellwachstum führen. Auch eine Störung des 



4 Einleitung 

 

geplanten Zelltodes bei bestehenden DNA-Schäden (Apoptose) führt zu unkontrolliertem 

Wachstum von geschädigten Zellen. Das am häufigsten inaktivierte Gen in Tumoren ist 

das gut erforschte p53-Gen, welches die Induktion der Apoptose steuert. [Aktories et al. 2005] 

DNA-Veränderungen, welche einen Einfluss auf den Zellzyklus besitzen, können mit 

dem in dieser Arbeit verwendeten Mikrokern-Assay dargestellt werden.  

1.2.2 DNA Schäden in der Tumorgenese 

Die Tumorentstehung ist ein hochkomplexer Vorgang auf molekularer Ebene. Den 

Beginn der Tumorgenese kann ein DNA-Schaden bilden, welcher entweder durch 

endogene oder exogene Einflüsse entstanden ist.  

 

Abbildung 3: Durch Pharmaka oder Xenobiotika (hellblauer Kasten) kann es zu Schäden der DNA kommen 

(blauer Kasten), welche sich auf verschiedene Arten molekulargenetisch darstellen lassen (gelber Kasten). 

Diesen Schäden können Reparaturen, Apoptosen oder Mutationen folgen. 

Die entstandenen Fehler können unter anderem zu Genamplifikation, Translokation, 

Punktmutation, Fehlregulation durch Methylierungen oder Strangbrüchen führen. 

Wenn in einer normal funktionierenden Zelle oben genannte DNA-Veränderungen 

auftreten, erkennt ein Reparatursystem solche und versucht diese zu beheben oder den 

geplanten Zelltod (Apoptose) einzuleiten. Fehler bei der Replikation von DNA und durch 

äußere Einflüsse entstehen auf molekularer Ebene häufig. Solche Schäden bleiben jedoch 

zumeist ohne Auswirkungen auf den Organismus, da das Reparatursystem greift oder die 

Zelle in die Apoptose überführt wird. Sollte dies jedoch aufgrund von zu vielen oder zu 

schwerwiegenden Fehlern nicht möglich sein, versagt das Reparatursystem und die Zelle 

entartet. [Aktories et al. 2005] 

Die Screening-Methode der Wahl zur Darstellung von DNA-Schäden bildet in dieser 

Arbeit der Comet-Assay. 
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1.3 Zigarettenrauch und Shishatabak 

Tabakrauch ist in den Industriestaaten der Größte und gleichzeitig ein vermeidbares 

Risikofaktor für die Entstehung von malignen Neoplasien. 30% aller tumorösen 

Erkrankungen werden auf den Konsum von tabakhaltigen Produkten zurückgeführt [John 

und Hanke 2002]. Die einzelnen Inhaltsstoffe einer Zigarette sind wissenschaftlich 

weitestgehend gut untersucht und ihre Bedeutung im Rahmen der Kanzerogenese 

verstanden. Auf diesen Grundlagen wurde ein Konzept erarbeitet, welches als Zielsetzung 

die Reduktion des weltweiten Tabakkonsums hat [WHO 2015]. 

Neben dem Zigarettenrauchen ist vor allem in der jüngeren Bevölkerungsgruppe 

Deutschlands das Konsumieren von Shishatabak sehr beliebt. Ein besonderer Unterschied 

zum Zigarettentabak besteht im höheren Feuchtmittelgehalt und der Aromatisierung 

durch Sirup oder Früchte. Der Gehalt des Feuchthaltemittels hat in Deutschland für viele 

Diskussionen gesorgt, die Entstehung von toxischem Acrolein durch die Verbrennung 

des Feuchthaltemittels Glycerin vermutet wird [Bundesinstitut für Risikobewertung 2009]. Jedoch 

sind seit Mai 2016 und Inkrafttreten des „Gesetz zur Umsetzung der Richtlinie über 

Tabakerzeugnisse und verwandte Erzeugnisse“ keine Regularien mehr geltend, die eine 

Beschränkungen des Feuchtegehalts im Shishatabak vorschreiben [Bundesgesetzblatt 2016]. 

Die bisher erfolgten Studien belegen einen genotoxischen Effekt durch den Konsum von 

Shishatabak [El-Setouhy et al. 2008], weshalb die WHO die gleichen Regularien zur Prävention 

und Gesetzgebung wie bei Zigarettentabak empfiehlt [WHO 2005].  

1.4 Schnupftabak 

Schnupftabak gehört zu den „rauchlosen“ Tabakprodukten. Diese Gruppe beinhaltet 

außerdem Sorten, welche gekaut oder im Mund platziert werden, wie den schwedischen 

„Snus“ oder den amerikanischen „moist snuff“ oder „dry snuff“. In den meisten Ländern 

werden rauchfreie Tabaksorten oral appliziert. Die Darreichungsform des Schnupfens ist 

in Deutschland ein regionales Phänomen. Es ist vor allem in Süddeutschland und Bayern 

und dort hauptsächlich unter der älteren Bevölkerung verbreitet [Bundesinstitut für 

Risikobewertung 2013].  

In der Schweiz hingegen wird Schnupftabak auch in der jungen Bevölkerung vermehrt 

konsumiert. In einer Studie aus dem Jahr 2013 wird deutlich, dass 8% der Schweizer 
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Männer im Alter von durchschnittlich 19,5 Jahren einmal im Monat oder mehr 

Schnupftabak konsumieren. [Fischer et al. 2014] 

Auch in den Vereinigten Staaten wird rauchloser Tabak konsumiert, wie eine Studie von 

Rigotti et al. feststellt. In der Bevölkerungsgruppe der 18- bis 24-jährigen Personen 

nutzen 8,4% der Männer und 0,4% der Frauen rauchfreien Tabak [Rigotti et al. 2000]. Die 

Autoren spezifizieren nicht, um welche Art des rauchlosen Tabaks es sich handelt. 

1.4.1 Inhaltsstoffe von Schnupftabak 

Bei einer Prise werden 0,1g bis 0,2g Schnupftabak in die Nase eingesogen und verweilen 

dort für circa 3-5min bevor sie runtergeschluckt oder ausgeschnäuzt werden [Pfaue et al. 

2003]. Das Bundesamt für Risikobewertung geht allerdings von nur 0,04g Schnupftabak 

pro Anwendung aus. Eine 10g Packung enthält somit ca. 250 Anwendungen.  

Über die tatsächliche Verweildauer und Kontaktzeiten von Schnupftabak und 

Nasenschleimhaut sowie etwaige Interaktionen mit der Schlund- und 

Speisenröhrenschleimhaut existieren nur rudimentäre Daten. 

In noch nicht veröffentlichten Rhinoskopie-Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe 

konnte eine Verweildauer von über 15min auf der Nasenschleimhaut aufgezeigt werden. 

Das aufgenommene Nikotin nach einer Prise Schnupftabak ist vergleichbar mit der Dosis 

einer Zigarette, wobei der Tabak einer Zigarette ungefähr 1g entspricht, der von 

Schnupftabak, wie oben angegeben, maximal 0,2g. Dabei steigt der Nikotinspiegel zwar 

langsamer an als durch den inhalierten Zigarettenrauch, jedoch werden nach 10min 

deutlich erhöhte Werte verzeichnet, was ungefähr der Konsumdauer einer Zigarette 

entspricht. Hierbei ist die Menge an aufgenommenem Nikotin abhängig von der 

Erfahrung der Schnupftabakkonsumenten. So konnte die Studie von Russell et al. zeigen, 

dass Personen mit einer langjährigen Erfahrung höhere Nikotinspiegel erreichten, als 

Personen mit keiner oder wenig Erfahrung. Russell nennt als Grund vor allem die 

größeren Mengen an konsumierten Schnupftabak als auch die von unerfahrenen 

Probanden bevorzugten milderen Sorten. [Russell et al. 1981] 

Schnupftabak enthält neben diesen großen Mengen an Nikotin auch Befeuchtungsmittel, 

Lobelin und N-Nitrosamine, wie zum Beispiel N-Nitrosonornicotin (NNN), 4-

(Methylnitrosamino)-1-(3-Pyridyl)-1-Butanon (NNK), N-Nitrosoanatabin (NAT), N-



Einleitung 7 

 

Nitrosoanabasin (NAB), N-Nitrosoanabasin (NAB) sowie 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-

Pyridyl)-1-Butanol (NNAL) [Pfaue et al. 2003]. 

Diese Stoffe sind sogenannte Prodrugs, das heißt sie benötigen erst eine metabolische 

Aktivierung. Die aktiven Formen reagieren mit zellulären Kompartimenten, der DNA und 

mit Hämoglobin. Bei Ratten, Mäusen und Hamstern konnte eine deutlich karzinogene 

Wirkung von NNN, NNK und NNAL festgestellt werden, für die restlichen Stoffe konnte 

eine geringe und für NAT keine karzinogene Wirkung nachgewiesen werden. Allerdings 

bezog sich diese Studie auf die Applikationsform des Rauchens oder des Kauens, nicht 

auf das Schnupfen des Tabaks. [Hoffmann et al. 1994] 

Eine erhöhte Krebsentstehung konnte hierbei vor allem für die oberen Atemwege und den 

Ösophagus nachgewiesen werden [Straif et al. 2000]. 

1.4.2 Staatliche Regulation und Prävention von rauchlosem Tabak 

Rauchfreie Tabakprodukte wurden in Deutschland bis April 2016 genauso wie 

Rauchtabakerzeugnisse über das „Vorläufige Tabakgesetz“ aus dem Jahre 1997 geregelt 

[Bundesgesetzblatt 1997]. Seit Mai 2016 ist das „Gesetz zur Umsetzung der Richtlinie über 

Tabakerzeugnisse und verwandte Erzeugnisse“ in Kraft getreten. In diesem Gesetz wird 

vor allem die Regulation von Rauchtabakerzeugnissen berücksichtigt. So müssen auf 

Zigarettenpackungen, Tabak zum Selbstdrehen und Wasserpfeifentabak nun Bilder und 

Warntexte in Kombination abgebildet werden, die mindestens 65% der Vorder- und 

Rückseite bedecken. Rauchloser Tabak, Schnupftabak eingeschlossen, ist von dieser 

Regulation hingegen nicht betroffen [Bundesgesetzblatt 2016]. Das Gesetz beruht auf einer 

Richtlinie des Europäischen Parlaments und des Europäischen Rates vom 3. April 2014, 

welches als Ziel hat, die Maßnahmen der WHO-Rahmenübereinkommen zur 

Eindämmung des Tabakgebrauchs von 2003 umzusetzen (Framework Convention on 

Tobacco Control) [Shibuya et al. 2003]. Die EU-Richtlinie beinhaltet außerdem eine 

Regulation der Werbung für Tabakerzeugnisse, der Packungsgestaltung und der 

nikotinhaltigen elektronischen Zigarette [Amtsblatt der Europäischen Union 2014]. 

Außerdem werden die Inhaltsstoffe rauchloser Tabakprodukte durch die 

Aromenverordnung [Bundesministerium der Justiz und für Verbraucherschutz Ausfertigungsdatum 1981] und 

die Zusatzstoff-Zulassungsverordnung [Bundesministerium der Justiz und für Verbraucherschutz 1998] 

geregelt. 
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Fast alle Präventionsprogramme beruhen auf der Empfehlung der 

Weltgesundheitsorganisation, kurz WHO. Diese veröffentlicht, basierend auf dem 

aktuellen Studienstand, jährlich Berichte und Präventionsmaßnahmen über potentiell 

schädliche Xenobiotika. Zur Einteilung wird ein Gruppensystem verwendet, bei dem die 

einzelnen Xenobiotika nach Studienlagen sortiert und klassifiziert: 

Gruppe 1:   der Stoff ist karzinogen für den Menschen 

Gruppe 2A:   wahrscheinlich karzinogen  

Gruppe 2B:  möglicherweise karzinogen 

Gruppe 3:  nicht eingestuft 

Gruppe 4:  wahrscheinlich nicht karzinogen 

Rauchfreier Tabak wird generell als Gruppe 1 klassifiziert, jedoch wird deutlich, dass die 

WHO hierbei über Tabak berichtet, welcher oral konsumiert wird [WHO 1987]. Im Jahr 2007 

veröffentlichte die WHO, dass sie Schnupftabak als nicht krebserregend ansieht „Studies 

on nasal use of snuff did not provide conclusive evidence of a relationship with cancer“ 

[WHO 2007]. 

Seit 2008 berichtet die WHO jährlich über Maßnahmen, die zur Eindämmung des 

Tabakkonsums getroffen worden sind und derzeit von Regierungen umgesetzt werden, 

und unterstützt somit die Länder bei ihrem Kampf gegen den Tabakkonsum. Diesen 

bezeichnet man als MPOWER. Die einzelnen Buchstaben stehen hierbei für die 6 

Gedanken der WHO gegenüber Tabakkonsum [WHO 2015]: 

Monitor tobacco use and prevention policies 

Protect people from tobacco smoke 

Offer help to quit tobacco use 

Warn about the dangers of tobacco 

Enforce bans on tobacco advertising promotion and sponsorship 

Raise taxes on tobacco 

Aufgrund der Studienlage ist es nicht verwunderlich, dass die WHO sich sehr stark auf 

Zigaretten und nicht auf rauchfreien Tabak bezieht.  

Auch in der Europäischen Union gibt es einen Unterschied in der Prävention von 

rauchfreiem Tabak und Zigarettentabak. So hieß es von September 2002 bis Mai 2015 

auf den Packungen von Schnupftabak und Kautabak in einer entschärften Version: 

„Dieses Tabakerzeugnis kann ihre Gesundheit schädigen und macht abhängig“ [Amtsblatt 
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der Europäischen Gemeinschaft 2001] im Gegensatz zu verbrennenden Tabakprodukten: „Rauchen 

kann tödlich sein“ oder „Rauchen fügt Ihnen und den Menschen in Ihrer Umgebung 

erheblichen Schaden zu.“ Seit 2015 gilt für rauchlose Tabakerzeugnisse der 

Warnhinweis: „Dieses Tabakerzeugnis schädigt Ihre Gesundheit und macht süchtig“ 

[Amtsblatt der Europäischen Union 2014] und stellt somit eine Verschärfung des bisherigen Textes 

dar. 

1.5 Verwendete Tabaksorten 

Dieses Unterkapitel gibt einen Überblick über zwei Schnupftabakprodukte und über den 

Zusatz Menthol, welcher in einem der beiden Produkte zu einem größeren Anteil 

enthalten ist. 

1.5.1 Schnupftabak 

Der in dieser Arbeit verwendete Schnupftabak stammt von der Herstellungsfirma Pöschl. 

Die Firma wurde 1902 gegründet und ist laut eigenen Angaben Weltmarktführer im 

Verkauf von Schnupftabakprodukten. Pöschl besitzt in Deutschland einen Marktanteil 

von 95% für Schnupftabak, 14% für Pfeifentabak, 15% für Feinschnitt und 50%igen 

Anteil am Weltmarkt von verkauften Schnupftabakprodukten. [Pöschl 30.08.2016] 

Seit 1971 vermarktet Pöschl „GLETSCHERPRISE“, welches das weltweit am meisten 

verkaufte Schnupftabakprodukt darstellt. Laut Pöschl vertreibt das Unternehmen allein 

von diesem Tabak jährlich 4,1 Millionen Packungseinheiten. Insgesamt sind es über 21 

Millionen Schnupftabak-Packungen pro Jahr verteilt auf 27 verschiedene Produkte. Das 

Unternehmen erzielte dabei im Jahr 2015 einen Gesamtumsatz von circa 565 Millionen 

Euro. [Pöschl 20.08.2016] 

In dieser Arbeit wird auf zwei Produkte eingegangen, zum einen auf den Weltmarktführer 

„GLETSCHERPRISE“, welcher durch Mischung eine Beimischung verschiedener 

ätherischer Öle für einen stärkeren Menthol-Geruch sorgen soll. Pöschl besitzt hierbei die 

Patentrechte an der Wortschöpfung des „Columbia-Öl“. 

Für eine bessere Übersichtlichkeit, wird Schnupftabak mit verstärktem Menthol-

Geschmack als „mit Menthol oder „+ Menthol“ bezeichnet. 
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Der zweite Schnupftabak ist ein Produkt mit dem Namen „LÖWEN-PRISE“, eine 

Tabaksorte, welche kein zusätzliches ätherisches Öl enthält. 

In der folgenden Arbeit wird dieser als „ohne Menthol“ oder „- Menthol“ bezeichnet.  

Der Begriff „mit Columbia-Öl versetzt“ darf seit Mai 2016 nach der Richtlinie 

2014/40/EU des Europäischen Parlaments und des Europäischen Rates nicht mehr auf der 

Verpackung verwendet werden [Amtsblatt der Europäischen Union 2014]. Zum Zeitpunkt der 

Durchführung der Experimente war dieses Gesetz noch nicht in Kraft.  

Auf Grund des verstärkten Menthol-Eindrucks im Schnupftabak mit „Columbia-Öl-

Zusatz“, befasst sich diese Arbeit außerdem mit der Frage ob der Zusatz der ätherischen 

Öle einen verstärkt oder verminderten zytotoxischen oder genotoxischen Schaden auf die 

untersuchten Zellpopulationen hat.  

1.5.2 Menthol 

Menthol ist ein natürlich vorkommendes ätherisches Öl, welches in Pflanzen der Gattung 

„Menta“ vorkommt, aber auch synthetisch hergestellt werden kann [Chang et al. 1998].  

Es wird heutzutage in vielen Produkten wegen seiner kühlenden Wirkung verwendet, so 

zum Beispiel in Zahnpasta, Süßigkeiten oder Medizinerzugnissen. Menthol ist der 

häufigste Zusatzstoff in Zigaretten und wird auch „Nicht-Mentholzigaretten“ zugesetzt. 

Daneben wird Menthol auch bei E-Zigaretten und Schnupftabak eingesetzt. In den zuletzt 

genannten Produkten hat Menthol neben dem kühlenden Effekt vor allem eine 

betäubende Wirkung. Die Wirkung erfolgt über eine Veränderung des Calciumspiegels 

an freien Nervenendigungen [Eccles 1994] wodurch der Ausstrom von Kalziumionen aus 

dem Axon reguliert wid [Swandulla et al. 1987], was für ein kühles Empfinden sorgt und den 

Rachen und Mundraum betäubt. Zusätzlich sorgt es über eine Desensibilisierung 

gegenüber Nikotin und einer Hemmung des Nikotinstoffwechsels für ein erhöhtes 

Abhängigkeitspotential. So konnte in Studien gezeigt werden, dass die Rauchentwöhnung 

durch mit mentholversetze Tabakprodukte erschwert wird [Ahijevych und Garrett 2010]. Durch 

die erhöhte Aufnahme von Tabakkomponenten in die Lunge und die Hemmung des 

Nikotinabbaus sorgt es eventuell für ein erhöhtes Krebsrisiko (siehe Abbildung 4) 

[Pötschke-Langer et al. 2015]. 
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Wirkung von Menthol in einer Zigarette in drei Gruppen 

untergliedert (schwarz: Milderung der Reizung, grün: erhöhte Abhängigkeit und orange: erhöhtes 

Krebsrisiko)  

1.6 Ziele der Arbeit 

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit den Auswirkungen von Schnupftabak auf humane 

Nasenschleimhautzellen (NSH) und Lymphozyten. Als Anstoss zu dieser Arbeit dienen 

die sehr wenig erforschten zellulären Auswirkungen von Schnupftabak auf den 

Menschen. Die vorhandenen Studien, welche zu diesem Thema durchgeführt worden 

sind, konnten meistens keine evidenzbasierten Aussagen in Bezug auf die geno- und 

zytotoxische Wirkung von Schnupftabak vermitteln.  

Folgende Hypothesen sollen in der Arbeit untersucht werden: 

1. Lässt sich durch Schnupftabak ein geno- und/oder ein zytotoxischer

 Effekt auf humanen Lymphozyten feststellen? 

2. Ist ein geno- oder zytotoxischer Schaden an Nasenschleimhautzellen, 

 welche direkt mit dem Schnupftabak in Berührung kommen, messbar? 

3. Sorgt der extra Zusatz von Menthol im Schnupftabak für ein 

 unterschiedliches Schadensausmaß in Bezug auf die Geno- und 

 Zytotoxizität? 
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4. Falls sich im Suchtest des Einzellzell-Mikrogel-Elektrophorese-Assays 

 ein  Hinweis auf Genotoxizität feststellen lässt, kann dieser im 

 Mikrokerntest bestätigt werden? 

Die Relevanz der Arbeit ergibt sich aus den möglichen Konsequenzen der bisher geringen 

Forschungslage. Dies führte dazu, dass auch die WHO, wie bereits oben erwähnt, sich 

bei ihrer Aussage, dass Schnupftabak nicht krebserregend sei auf eine sehr kleine 

Datenlage stützt [WHO 2007]. 

Durch die geringe Datenlage und die kaum vorhandenen Arbeiten auf molekularer und 

zellulärer Ebene, könnte sich die Schlussfolgerung, dass Schnupftabak nicht 

krebserregend sei als falsch herausstellen. Tatsächlich wirbt der ausgewählte 

Schnupftabakhersteller offensiv mit dieser Feststellung der WHO [Pöschl 01.09.2016]. 
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Die verwendeten Testverfahren für die Untersuchung der Zyto- und Genotoxizität 

umfassen folgende etablierte Methoden: Den Trypanblautest für die Erfassung der 

Zytotoxizität sowie den Comet-Assay und den Mikrokernversuch zur Bestimmung von 

genotoxischen Schäden. 

2.1 Patientenaufklärung  

Alle verwendeten Proben stammen von Patienten aus der „Klinik und Poliklinik für Hals, 

Nasen und Ohrenkrankheiten, plastische und ästhetische Operationen“ des 

Universitätsklinikums Würzburg (Direktor: Prof. Dr. Dr. h.c. R. Hagen), welche sich im 

Zeitraum von April 2015 bis März 2016 einer Operation der Nasennebenhöhlen oder 

Nasenhöhle unterzogen. Das Studienkollektiv bestand aus 10 Patienten (6 Männern und 

4 Frauen), wobei das Alter der Personen zwischen 19 und 68 Jahren (Median: 41,5 Jahren, 

Mittelwert: 38,8 Jahren) betrug.  

Die Patienten wurden mindestens einen Tag vor ihrer Operation in vollem Bewusstsein 

im Krankenhaus nach dem Ethikkommissionsantrag Nr.16/06 mündlich und schriftlich 

über die wissenschaftlichen Untersuchungen an ihren Zellen aufgeklärt. Ebenfalls wurden 

die Patienten bei ihrer Einverständniserklärung zur Studie über ihren 

Schnupftabakkonsum befragt, wobei keiner der Patienten eine regelmäßige Einnahme 

von Schnupftabak angab. 

Die Gewinnung der Nasenschleimhautzellen erfolgte intraoperativ. Hierbei durften die 

Patienten weder Tumor-, Pilz- oder ähnliche strukturelle Erkrankungen der 

Nasenschleimhaut aufweisen. Die Schleimhaut wurde durch den jeweiligen Operateur 

gewonnen und direkt nach der Operation ins Labor geschickt. Die Lymphozyten 

stammten von den gleichen 10 Personen. Um diese zu gewinnen, wurde den Personen im 

Rahmen einer postoperativen Serumkontrolle eine zusätzliche Vollblutprobe in ein 

Heparinröhrchen entnommen.  
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2.2 Gewinnung der Testsubstanz 

Zur besseren Dosierung des käuflich erworbenen Schnupftabaks und zur gleichmäßigen 

Verteilung der Probe auf den Zellen wurde der Schnupftabak (Pöschl Tabak, 

Geisenhausen, Deutschland) vor der Inkubation in DMSO (Sigma-Aldrich Steinheim, 

Deutschland) eingelegt. Ziel war es die löslichen Stoffe des Schnupftabaks in DMSO zu 

gewinnen und den festen Überstand zu verwerfen. Das Stoff-DMSO-Gemisch (S-DMSO-

Gemisch) wurde anschließend für die weiteren Untersuchungen verwendet. 

 Damit eine möglichst genaue Konzentration erreicht werden konnte, wurden jeweils 

200µg Schnupftabak (mit ätherischem Öl- und ohne Zusatz) für den Comet Assay und 

100µg für den Mikrokerntest an einer Feinwaage (Sartorius, Göttingen, Deutschland) 

abgewogen. Anschließend wurde der abgewogene Tabak in Zentrifugationsröhrchen 

(Hartenstein, Würzburg, Deutschland) überführt und mit 1000µl DMSO vermengt. Diese 

Suspension wurde auf einem Vortexmischer (IKA Techniques, Wilmington Boutersem, 

Belgien) für 3min gevortext und danach in einem Wasserbad für 20min bei 37°C 

belassen. Um für eine noch bessere Lösung der Inhaltsstoffe des Schnupftabaks in DMSO 

zu sorgen wurde das Gemisch anschließend in ein Ultraschallgerät (Bandelin, Berlin, 

Deutschland) gegeben und für 5min bei einer Frequenz von 1000/s beschallt. Da die 

festen Bestandteile vom flüssigen Überschuss gelöst werden mussten, wurde das Substrat 

abschließend bei 1400 rounds per minute (rpm) für 5min bei Raumtemperatur (RT) 

zentrifugiert (Centrifuge 5810 R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) und der Überstand 

in ein Mikroreaktionsgefäß überführt. Das Pellet wurde verworfen. Die 

Konzentrationsreihe umfasste für den Comet-Assay 2000µg/ml, 1000µg/ml, 100µg/ml, 

10µg/ml, 1µg/ml, 0,1µg/ml und 0,01µg/ml. Für den Mikrokernversuch wurden die 

Konzentrationen 1000µg/ml, 10µg/ml sowie 0,1µg/ml verwendet.  

Wie bereits erwähnt, wird in dieser Arbeit „mit (+) Menthol“ für Schnupftabak mit 

ätherischem Öl-Zusatz und von „ohne (-) Menthol“ bei den jeweiligen Sorten angegeben. 
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2.3 Gewinnung der Einzelzellen 

2.3.1 Isolierung der Nasenschleimhautzellen 

Im direkten Anschluss an die Operation wurden die Gewebsstücke der Nasenschleimhaut 

aus dem Operationssaal in einem 50ml-Röhrchen (Greiner, Frickenhausen, Deutschland) 

mit 0,9% NaCl (physiologische Kochsalzlösung) (Merck, Schwalbach, Deutschland) 

gefüllt in das Labor überführt und dort innerhalb von zwei Stunden weiterbehandelt. 

Unter sterilen Bedingungen wurde das Operationspräparat in einer Petrischale (Becton 

Dickinson, Oxnard, USA) mit Minimum-Essential-Medium-Eagle (MEM)-Medium 

(Sigma-Aldrich) gespült. Diesem Medium wurde vor dem Gebrauch jeweils 1% L-

Glutamin (200mM) und Penicillin-Streptomycin-Lösung (P/S) (Biochrom, Berlin, 

Deutschland) sowie jeweils 0,1% Gentamycin (Sigma-Aldrich) und 

Fungizone/Amphotericin B (Gibco, Grand Island, N. Y., USA) hinzugefügt. 

Anschließend wurden mit einer sterilen Pipette (Braun, Tuttlingen, Deutschland) und 

einem sterilen Skalpell (Braun) grobe Blut-, Knorpel- und Knochenreste entfernt. Das 

Präparat wurde daraufhin in ein 15ml Falcon-Röhrchen (Greiner) mit 9ml frischem 

MEM-Medium überführt und nachfolgend 100µl einer Enzymlösung hinzugefügt. Die 

Enzymlösung bestand aus 100mg Protease (Sigma-Aldrich) und 1mg DNAse (Roche 

Diagnostics, Mannheim, Deutschland) gelöst in 10ml einer einfach konzentrierten 

phosphatgepufferten Salzlösung (1xPBS) (Biochrom). Das Falcon-Röhrchen wurde 

anschließend lichtdicht verpackt und bei konstanten 4°C auf einer Schüttelplatte (IKA 

Techniques) für 24 Stunden belassen. 

Danach wurden die Schleimhautzellen samt Medium und Enzymlösung in eine 

Gewebekulturschale (Becton Dickinson) gegeben. Mit einer Pasteurpipette (Brand, 

Wertheim, Deutschland) wurden 2ml frisch aufgetautes fetales Kälberserum (FCS) 

(Linaris, Wertheim, Deutschland) hinzugegeben, um die Enzymreaktion zu beenden. 

Anschließend erfolgte eine mechanische Lösung der Zellen mit einem sterilen Skalpell, 

indem mit der Klinge mehrmals über die Schleimhautoberfläche geschabt wurde. Die 

Zellsuspension wurde anschließend durch eine sterile Mullkompresse (Lohmann und 

Rauscher, Rengsdorf, Deutschland) in ein 50ml Röhrchen (Greiner) gefiltert und danach 

bei 1400rpm bei RT für 5min zentrifugiert (Eppendorf). Der entstandene Überstand 

wurde verworfen und die Zellen unter Zugabe von Bronchial Epithelial Growth Medium 
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(BEGM) (Promo Cell, Heidelberg, Deutschland), versetzt mit Supplementzusatz (Promo 

Cell) und 1% Penicillin-Streptomycin, resuspendiert. 

2.3.2 Isolierung der Lymphozyten 

Die Isolierung der Lymphozyten erfolgte direkt im Anschluss an die Blutentnahme durch 

eine Dichtezentrifugation.  

Zur Vorbereitung wurde unter sterilen Bedingungen 3ml Separationsmedium (Biocoll 

von Biochrom) in ein 15ml Zentrifugationsröhrchen mit enthaltener Polyethylen-

Trennscheibe (Greiner) pipettiert und anschließend für 30sec bei 1000rpm bei RT 

zentrifugiert. Daraufhin befand sich das Separationsmedium unterhalb der Trennscheibe. 

Auf diese löchrige Trennscheibe mit zentraler Einkerbung wurden nun 8ml Vollblut aus 

den Heparinröhrchen überführt. Das Röhrchen wurde anschließend für 10min bei 

2000rpm bei RT zentrifugiert. Dabei wurde darauf geachtet, dass die 

Zentrifugationsbremse ausgeschaltet war, um für eine bessere Phasentrennung der 

einzelnen Blutkomponenten zu sorgen. Nach der Zentrifugation konnten folgende 

Schichten voneinander unterschieden werden: 

 

Abbildung 5: Aufnahme nach der Dichtezentrifugation (links) und eine Schemazeichnung (rechts)  

 

• Plasmaphase mit enthaltenen Thrombozyten 

• Lymphozyten und Monozyten-Phase 

• Separationsmedium, welches die Trennscheibe umgibt 

• aus Erythrozyten und Granulozyten bestehendes Pellet 

Vor Entnahme der Interphase wurde aus Gründen des Kontaminationsschutzes die 

Plasmaphase mit den enthaltenen Thrombozyten unter sterilen Bedingungen abgesaugt 
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und verworfen. Im Anschluss wurde unter leichtem Drehen des Zentrifugationsröhrchens 

vorsichtig die weißlich-trübe Lymphozyten- und Monozyteninterphase mit Hilfe einer 

Pasteurpipette in ein neues 15ml Röhrchen überführt. Der Rest wurde verworfen. 

Um die Lymphozyten von eventuell aufgetretenen Verunreinigungen zu befreien, 

erfolgten nun drei Waschschritte. Dabei wurde im ersten Schritt 10ml 1x PBS zu den 

Lymphozyten gegeben und danach für 10min bei 1000rpm und RT zentrifugiert. Nach 

der Zentrifugation wurde das überschüssige PBS verworfen und das am Boden des 

Röhrchens entstandene Pellet in 5ml frischem PBS resuspendiert. Nach diesem Schritt 

erfolgten zwei weitere identische Waschvorgänge, wobei jeweils 5ml PBS (Biochrom) 

verwendet wurden.  

Anschließend erfolgte die Lösung des Pellets in 10ml Roswell Park Memorial Institute 

(RPMI)-Medium (Biochrom), welches auf 37°C erwärmt wurde. Dem RMPI-Medium 

wurden vor der Benutzung 10% FCS sowie jeweils 1% P/S-Lösung, nicht-essentielle 

Aminosäuren und Natrium-Pyruvat-Lösung (alle Biochrom) hinzugefügt.  

2.4 Kryokonservierung und Rekultivierung der 

Lymphozyten 

Da aufgrund der hohen Anzahl an Versuchen die Zellen nicht alle auf einmal behandelt 

werden konnten, wurde ein Teil der Lymphozyten eingefroren.  

Nach dem Isolieren und Zählen der Zellen wurde das RPMI-Zell-Gemisch bei 1400rpm 

für 5min zentrifugiert und der Überstand erneut verworfen. Das Pellet wurde 

anschließend in einem Tieffriermedium bestehend aus 90% FCS-Fertiglösung und 10% 

DMSO resuspendiert, sodass eine Konzentration von 106 vitalen Zellen pro 1ml 

Tieffriermedium entstand. Jeweils 1ml dieser Suspension wurde in ein 2ml Kryoröhrchen 

(Nunc, Roskilde, Dänemark) überführt und in einem Behälter, gefüllt mit Isopropanol 

(VWR Chemicals, Fontenay-sous-Bois, Frankreich), bei -70°C im Eisschrank gelagert.  

Das Isopropanol in den Behältern sorgte dafür, dass die Zellen nicht zu schnell abkühlten, 

sondern bei 1°C/min kontinuierlich gefrieren konnten.  

Zur Rekultivierung der Zellen wurden die Kryoröhrchen schnellstmöglich in einem 

Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Um die Zellen aus dem Tieffriermedium zu lösen, wurde 

der Inhalt der aufzutauenden Kryoröhrchen in 5ml RPMI-Medium überführt und 

anschließend 5min bei RT mit 1400rpm zentrifugiert. Danach wurde der Überstand 
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verworfen und das Pellet in 10ml frischem RPMI-Medium resuspendiert und die Zellzahl 

bestimmt. 

2.5 Zellzahl und Vitalitätsbestimmung 

2.5.1 Zählen der Zellen vor der Behandlung 

Die Zählung der Zellen erfolgte durch ein CASY-Zellzählgerät (Innovatis, Reutlingen, 

Deutschland). Dafür wurden 100µl der RPMI-Zell-Suspension mit 10ml sterilem CASY-

Ton (Innovatis) vermengt und anschließend in einem CASY-Zellzählgerät mit Angabe 

der Vitalität gezählt.  

Dieses Gerät funktioniert über ein elektrisches Niederspannungsfeld, welches einen 

Unterdruck erzeugt, der die Zellen auf eine Messpore saugt [Schärfe 2006]. Die Zählung der 

Zellen erfolgt hierbei über ein Stromausschlussverfahren, bei welchem die elektrische 

Isolationseigenschaft der Zellmembran genutzt wird. Lebende Zellen mit intakter 

Zellmembran sind elektrische Isolatoren, wohingegen tote Zellen eine stromdurchlässige 

Membran besitzen und somit den zytoplasmatischen Raum leitfähig machen. Vitale 

Zellen werden dadurch mit ihrer tatsächlichen Größe gemessen, tote Zellen hingegen nur 

mit ihrem Zellmatrixvolumen, was in etwa dem Zellkern entspricht [Glauner 2004]. 

2.5.2 Vitalitätsbestimmung 

Zur Bestimmung der Zellzahl und Zellvitalität nach Behandlung der Zellen mit S-DMSO-

Gemisch wurde der Trypanblau-Ausschlusstest verwendet. Dabei nehmen Zellen mit 

intakter Zellmembran den Farbstoff Trypanblau (Trypan 0,4% Blue Solution, Sigma-

Aldrich, D) nicht auf und färben sich somit nicht. Durch Zellen, deren Membran nicht 

mehr intakt ist, kann der Farbstoff frei diffundieren und das Zytoplasma blau färben [Philips 

1973]. Diese Farbänderung konnte unter einem Lichtmikroskop nachgewiesen werden. 

Nasenschleimhautzellen zeigten sich unter dem Mikroskop teilweise mit Kinozilien 

besetzt und circa drei Mal so groß wie Lymphozyten. 

Es wurden 10µl der Zellsuspension mit 10µl einer Trypanblau-Lösung (0,4%) (Sigma-

Aldrich) suspendiert und danach 10µl dieser Suspension in eine Neubauer-Zählkammer 

(Marienfeld, Lauda-Königshofen, Deutschland) gegeben. In jedem der Quadranten 

wurden jeweils alle weißen (vitalen) und blauen (avitalen) Zellen gezählt und 
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anschließend die Konzentration von vitalen Zellen pro Milliliter durch folgende Formel 

berechnet: 

𝑉𝑖𝑡𝑎𝑙𝑒 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛 𝑝𝑟𝑜 𝑚𝑙 =  
𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑑𝑒𝑟 𝑢𝑛𝑔𝑒𝑓ä𝑟𝑏𝑡𝑒𝑛 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛

𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑑𝑒𝑟 𝑔𝑒𝑧äℎ𝑙𝑡𝑒𝑛 𝑄𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑡𝑒
 𝑥 2 𝑥 104 

  
Abbildung 6: nicht gefärbte Lymphozyten im 

Trypanblautest bei 400facher Vergrößerung 

Abbildung 7: blaugefärbte Lymphozyten im 

Trypanblautest bei 400facher Vergrößerung 

2.6 Genotoxizitätsbestimmung durch den Einzelzell-

Mikrogel-Elektrophorese-Assay 

2.6.1 Grundlagen des Einzelzell-Mikrogelelektrophorese-Assay 

Mit dem alkalischen Einzelzell-Mikrogelelektrophorese Assay, kurz Comet-Assay, steht 

eine etablierte Methode zur Verfügung, um sowohl in vivo als auch in vitro entstandene 

DNA-Schäden messen zu können. Er dient zur Erkennung von Einzelstrangbrüchen, 

Doppelstrangbrüchen und alkalilabilen Stellen. Zudem kann er zur Erfassung von 

möglichen Reparaturvorgängen nach vorher induzierten DNA-Schäden genutzt werden. 

Der Test hat eine hohe Sensitivität schon bei sehr geringen Schäden, er benötigt nur wenig 

Zellmaterial, ist sehr flexibel, preisgünstig, leicht und schnell durchführbar. [Tice et al. 2000] 

Die Kurzform „Comet-Assay“ leitet sich aus der Erscheinung der Zellen bei der 

Auswertung ab, da diese unter dem Mikroskop kometenartig aussehen.  

Die Grundlagen dieses Tests beruhen darauf, dass DNA-Bruchstücke in einem 

elektrischen Feld schneller zur Anode wandern als intakte DNA-Stränge. Dieses 

Verfahren wurde von Östling und Johanson 1984 entwickelt und konnte nur 

Doppelstrangbrüche unter pH-neutralen Bedingungen nachweisen. [Ostling und Johanson 1984] 
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Später wurde das Verfahren von Singh unter alkalischen Bedingungen (pH >13) 

weiterentwickelt [Singh et al. 1988].  

Beim Comet-Assay werden die inkubierten Zellen in Agarose aufgenommen und auf 

beschichtete Objektträger aufgetragen. Anschließend wird die zelluläre Membran durch 

einen Lysepuffer zerstört, sodass nur noch die freie DNA auf den Objektträgern enthalten 

ist. Die Entwindung der DNA-Helixstruktur erfolgt in einem alkalischen 

Gelelektrophoresepuffer, in welchem anschließend die Elektrophorese abläuft. Dabei 

wandern die negativ geladenen DNA-Bruchstücke durch das Agarosegel vom 

eigentlichen Kern in Richtung Anode. Wie weit sie sich in der vorgegebenen Zeit 

bewegen, hängt hierbei vom Ausmaß des vorher zugefügten Schadens ab. Je größer der 

DNA-Schaden ist, desto weiter ist die Wanderung. Nach dem Durchlaufen der 

Gelelektrophorese folgt eine Neutralisation und Färbung der DNA mit anschließender 

Betrachtung unter einem Fluoreszenzmikroskop (DM4000B, Leica, Heerbrugg, Schweiz) 

(siehe Abbildung 8 und Abbildung 9). 

  
Abbildung 8: fluoreszenzmikroskopisches Bild 

eines Zellkerns mit einer sehr geringen DNA-

Fragmentierung bei 1000-facher Vergrößerung 

Abbildung 9: fluoreszenzmikroskopisches Bild 

eines Zellkerns mit einer sehr starken DNA-

Fragmentierung bei 1000-facher Vergrößerung 

=Komet 

2.6.2 Herstellung von Lösungen und Puffern 

Mindestens eine Stunde vor Beginn der Versuchsreihe wurde eine Lyselösung, 24 

Stunden vorher ein Gelelektrophorese-Puffer angesetzt und bei 4°C im Kühlschrank 

gelagert. 

Hierfür wurden in einer Küvette wurden 75ml Lyselösung angefertigt, bestehend aus 

0,75ml TritonX-100 (Sigma-Aldrich), 7,5ml Dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich) und 

66,75ml Lysestammlösung. Die Herstellung der Lysestammlösung erfolgte aus 67ml 

einer 30%igen N-Lauroylsarcosin-Natriumsalz-Lösung (Serva, Heidelberg, 

Deutschland), 292,8g Natriumchlorid (NaCl) (Merck), 2,4g 

Trishydroxymethylaminomethan (TRIS) (Merck) und 74,4g 
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Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) (Sigma-Aldrich), welche in 1800ml Aqua bidest. 

gelöst wurden. Anschließend wurde durch die Zugabe von Natriumhydroxid (NaOH)-

Plätzchen (Merck) und einer 5M Natronlauge (OH) (Merck) ein pH-Wert von 10 

eingestellt. Danach wurde die Lösung mit Aqua bidest. auf 2000ml aufgefüllt. 

Für die EDTA-0,2M-Stammlösung wurde 14,89g EDTA in 180ml Aqua bidest. gegeben 

und danach ein pH-Wert von 10 durch NaOH-Plätzchen (Merck) erreicht. Durch Zugabe 

von Aqua bidest. wurde die Lösung auf 200ml aufgefüllt, daraufhin autoklaviert und bei 

RT lichtgeschützt verwahrt. Für die Herstellung einer 5 molaren NaOH-Lösung wurden 

200g NaOH-Plätzchen in 950ml Aqua bidest. gelöst und mit Aqua bidest. auf einen Liter 

aufgefüllt. 

Bei der Herstellung des TRIS-Neutralisationspuffers, welcher nach der 

Gelelektrophorese verwendet wurde, wurde 97g TRIS (Merck) in 1700ml Aqua bidest. 

gegeben. Der gewünschte pH-Wert von 7,5 wurde durch Zugabe von 5M HCl-Lösung 

(Merck), das Volumen von 2l durch Auffüllen mit Aqua bidest. erreicht. Anschließend 

wurde der Puffer autoklaviert und bei RT gelagert.  

Als Färbemittel diente 10µl Gel RedTM-Stammlösung (Biotium, Fremont, Kalifornien, 

USA) in 990µl Aqua bidest. Davon wurden jeweils 1ml mit 3ml DABCO (Roth, 

Karlsruhe, Deutschland) gemischt und bei 4°C unter Lichtausschluss im Kühlschrank 

gelagert. 

2.6.3 Herstellung von beschichteten Objektträgern 

Für die Gelelektrophorese mussten Objektträger (Langenbrinck, Emmendingen, 

Deutschland) auf einer Seite mit „normal-melting-point“-Agarose (1,5%) (NMP-

Agarose) (Roth) beschichtet werden, wofür 1,5mg NMP-Agarose (Roth) in 100ml PBS 

gelöst wurden. Dieses Gemisch wurde kurzzeitig erhitzt und die unbeschichteten 

Objektträger zur Hälfte in diese Flüssigkeit eingetaucht. Nachdem die Rückseite 

abgestrichen wurde, trockneten die Objektträger für 12 Stunden, um die Agaroseschicht 

auszuhärten. Nach dem Aushärten lagerten sie in lichtundurchlässigen Boxen bei RT. 
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Abbildung 10: Mit Agarose (links) einseitig beschichteter Objektträger 

2.6.4 Herstellung der Low-melting-point-Agaroselösung 

Das Einbetten der Zellen auf den beschichteten Objektträgern erfolgte durch eine zweite 

Agaroselösung, welche unter Erhitzen aus 50mg Low-melting-point-Agarose (LMP-

Agarose) (Sigma-Aldrich) in 10ml PBS hergestellt wurde. Dabei musste darauf geachtet 

werden, dass die Agarose sich vollständig im PBS löste. Sobald die Flüssigkeit klar war, 

wurde die Agaroselösung bei 4°C und lichtgeschützt im Kühlschrank verwahrt. 

2.6.5 Inkubationsschema 

Zur Überprüfung der genotoxischen und zytotoxischen Wirkung von Schnupftabak 

wurden die Zielzellen eines Probanden, jeweils Nasenschleimhautzellen und 

Lymphozyten, für eine Stunde mit Schnupftabak (+/- Mentholzusatz) in aufsteigender 

Konzentration (2000µg/ml, 1000µg/ml, 100µg/ml, 10µg/ml, 1µg/ml, 0,1µg/ml und 

0,01µg/ml) inkubiert. Als Negativkontrolle diente die einstündige Inkubation der 

jeweiligen Zellsorte mit dem verwendeten Nährmedium RPMI bei Lymphozyten, BEGM 

(Promo Cell) bei Nasenschleimhautzellen. Als Positivkontrolle diente die einstündige 

Inkubation mit Methylmethansulfonat (MMS) (Sigma-Aldrich). Für die Lymphozyten 

wurde eine MMS-Konzentration von 250µM und für die Nasenschleimhautzellen eine 

Konzentration von 400µM gewählt, da sich diese Konzentrationen in Vorversuchen als 

genotoxisch erwiesen hatten. 

2.6.6 Expositionsablauf 

Für die Fremdstoffexposition mit Schnupftabak wurden je 1ml Zellsuspension mit etwa 

2 x 105 Lymphozyten in zwei Zellkulturplatten (Wellplatten) (Becton Dickinson) mit 24 

Wells gegeben. Nach der Zugabe von 10µl/ml S-DMSO-Gemisch ohne Menthol in die 
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erste Wellplatte und 10µl/ml S-DMSO-Gemisch mit Menthol in die zweite Wellplatte, 

wurden die Zellen für eine Stunde bei 37°C und 5%-igem CO2-Luftgehalt im Brutschrank 

(Binder, Tuttlingen, Deutschland) inkubiert.  

Die Fremdstoffexposition der Nasenschleimhautzellen erfolgte wie bei den Lymphozyten 

in 2 x 24-Wellplatten mit je 1ml à 2-3 x 105 Zellen. Nach der Behandlung mit 10µl/ml S-

DMSO-Gemisch (+/-Menthol) erfolgte eine einstündige Inkubation unter Lichtausschluss 

im Brutschrank bei 37°C und 5%-igem CO2-Gehalt. 

Nachfolgend wurden die Zellen in Eppendorfgefäße überführt und für 5min bei 1400rpm 

bei RT zentrifugiert, der Überstand anschließend bis auf 80µl entnommen und verworfen 

und das entstandene Zellpellet im verbliebenen Medium resuspendiert. 20µl dieser 

Suspension wurden für den Trypanblautest in ein zweites Eppendorfgefäß überführt 

(siehe 2.5.2). Bis zur Durchführung des Einzelzell-Mikrogelelektrophorese-Assays 

wurden die Zellen auf Eis gelagert, um eine mögliche Reparatur der Zellen von zuvor 

induzierten genotoxischen oder zytotoxischen Schäden zu unterbinden. Außerdem 

wurden die Zellen lichtundurchlässig verpackt, um eine mögliche DNA-Schädigung 

durch UV-Strahlung des natürlichen Lichts zu verhindern. 

2.6.7 Versuchsablauf 

Unter komplettem Ausschluss von Licht wurden 20µl der gekühlten Zellen entnommen 

und mit 180µl erwärmter LMP-Agarose in einem zweiten Eppendorfgefäß vermischt. Je 

60µl der Zellsuspension wurden anschließend auf zwei einseitig-beschichtete 

Objektträger aufgetragen und mit einem Deckglas (Paul Marienfeld, Lauda, Deutschland) 

versehen. Da die LMP-Agarose schon bei Raumtemperaturen flüssig ist, wurden die in 

ihr aufgenommenen Zellen in die NMP-Agarose eingebettet. Nach 3–5min Wartezeit 

wurde das Deckglas vom Objektträger entfernt und der Objektträger in eine Küvette mit 

Lysepuffer bei 4°C unter Lichtausschluss für mindestens eine Stunde bis maximal 24 

Stunden lysiert. In dieser Zeit lösten sich die kompletten Zell- und Kernmembranen auf 

und die DNA der Zellen lag im Anschluss frei auf den Objektträgern vor.  

Nach der Lyse wurden die Objektträger kurz abgetropft, danach mit der Beschichtung 

nach oben in eine mit Eis umgebene Elektrophoresekammer (Renner, Dannstadt, 

Deutschland) gelegt und mit ungefähr 1850ml 4°C kaltem Elektrophoresepuffer 

überschichtet. Für 20 Minuten konnte sich die DNA in dieser Kammer unter 
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Lichtausschluss entwinden. Anschließend erfolgte für 20 Minuten bei einer Spannung 

von 25V und einer Stromstärke von 300mA die Gelelektrophorese.  

 

Abbildung 11: Gelelektrophoresekammer (Renner) Länge, Breite und Höhe 34cm x 21cm x 7cm) 

Nach der Gelelektrophorese wurden die Objektträger für 2 Minuten zum Abtropfen 

aufgestellt und für 6 Minuten in einer Küvette mit TRIS-Neutralisationspuffer gelagert. 

Um den restlichen Neutralisationspuffer zu entfernen erfolgte ein kurzes Eintauchen in 

PBS. Abschließend fand eine Fixierung in einer Küvette mit 0°C kaltem Methanol (Th. 

Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, Deutschland) statt, in welchem sich die Objektträger 

für mindestens 8 Minuten befanden. Die Lagerung erfolgte in einer lichtundurchlässigen 

Box für maximal eine Woche. 

Die DNA wurde mit 20µl GelRedTM (Biotium) gefärbt und der Objektträger mit einem 

Deckglas abgedeckt (Abbildung 8 und Abbildung 9).  

2.6.8 Versuchsauswertung 

Die Auswertung der Kerne und Kometen fand immer direkt nach dem Färbeprozess statt. 

Sie erfolgte bei 400-facher Vergrößerung an einem Fluoreszenzmikroskop (Leica) mit 

angeschlossenem Computer. Als Auswertungs-software wurde das Programm Comet 5.5 

(Kinetic Imaging, Liverpool, England) verwendet. Pro Versuchskonzentration wurden 2 

Objektträger à 50 Zellen ausgewertet. Als Parameter wurden folgende Daten erhoben: die 

Schweiflänge (Tail Length, TL), der prozentuale DNA-Gehalt im restlichen Kern (Head 

DNA, HD), der prozentuale DNA-Gehalt im Schweif (Tail DNA, TD) und der 

einheitenlose Olivetailmoment (OTM). Der OTM ist ein Produkt aus dem DNA-Gehalt 

im Schweif und der Schweiflänge [Olive et al. 1990b]. Aus den 100 ermittelten Werten wurde 

im Anschluss an die Auswertung der Mittelwert bestimmt.  
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2.6.9 Schematische Darstellung des Einzelzell-Mikrogel-

Elektrophorese-Assay 

 

2.7 Genotoxizitätsbestimmung durch den Mikrokernversuch 

2.7.1 Grundlagen des Mikrokernversuchs 

Der Mikrokernversuch ist eine etablierte Methode, um sowohl Strangbrüche als auch 

Chromosomenverluste zu untersuchen. Diese genannten Fehler können während der 

Anaphase der Mitose als Mikrokerne sichtbar werden. Die Mikrokerne entstehen, da 
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Bruchstücke der DNA oder ganze Chromosomen nicht an den Spindelapparat des Kerns 

angeheftet werden (siehe Abbildung 12). Als Folge resultieren Chromosomenabschnitte, 

welche im Anschluss an die Kernteilung nicht in die Tochterkernmembranen integriert 

werden, sondern eine eigene Kernhülle erhalten. [Fenech 1993] 

 

Abbildung 12: Schemazeichnung zur Entstehung eines Mikrokerns. Durch einen Fehler des 

Spindelapparates wird ein ganzes Chromosom nicht richtig zu den Zellpolen gezogen (rot) oder durch 

einen Strangbruch werden Stücke eines Chromosoms zurückgelassen (blau).  

Neben den Mikrokernen lassen sich im gleichen Versuchsansatz doppelkernige, 

mehrkernige, apoptotische und mitotische Zellen auszählen, um einen Überblick über die 

zellulären Vorgänge zu erhalten. Um die Mehrkernigkeit der Zelle zu erhalten, bevor sie 

sich in ihre Tochterzellen teilt, wird der Stoff Cytochalasin B verwendet, der die 

Zytokinese der Zelle verhindert. [Fenech und Morley 1985] 

2.7.2 Herstellung von Lösungen und Puffern für den Mikrokerntest 

Vor der Durchführung der Versuchsreihe wurde ein Liter Soerensen-Puffer für alle 

Versuche angesetzt. Dieser wurde aus 2,92g Na2HPO4 x 2H2O (15mM) (Natriumsalz) 

(Sigma-Aldrich) und 2,3g KH2PO4 x 2H2O (15mM) (Kaliumsalz) (Sigma-Aldrich) in 1l 

Aqua bidest. hergestellt und anschließend autoklaviert. Der Puffer wurde bei 4°C im 

Kühlschrank gelagert. 

Als Färbemittel für den Versuch wurde eine Acridinorange-Stammlösung hergestellt. 

Dafür wurden 100mg Acridinorange (Serva) in 100ml Aqua bidest. gelöst. Von dieser 

Stammlösung wurden 4,5ml mit 67,5ml Soerensen-Puffer vermengt und im Kühlschrank 

bei 4°C verwahrt. 

Die Spindelgift-Stammlösung mit Cytochalasin B wurde durch 5mg Cytochalasin B in 

5ml DMSO (alle Sigma-Aldrich) hergestellt und bei -20°C im Eisfach gelagert. 

Durch Lösen von 1,2mg/ml Phytohemagglutinin-L-Stammlösung (PHA-L) in 5ml PBS 

wurde eine Stammlösung mit einer Konzentration von 240µg/ml hergestellt. Als Medium 
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für die Zellen wurde das gleiche Nährmedium (RPMI) wie für den Comet-Assay 

verwendet (siehe 2.3.2 für die Herstellungsanleitung). 

2.7.3 Inkubationsschema 

Im Mikrokerntest wurden die Lymphozyten eines Probanden für eine Stunde mit dem S-

DMSO-Gemisch (+/- Mentholzusatz) in aufsteigenden Konzentrationen (0,1µg/ml, 

10µg/ml und 1000µg/ml) inkubiert. Die Negativkontrolle bildeten Lymphozyten, welche 

ausschließlich mit RPMI inkubiert wurden. Als Positivkontrolle diente die einstündige 

Inkubation der Zellen mit 40ng/ml Mitomycin-C (MMC) (Sigma-Aldrich). 

2.7.4 Versuchs- und Expositionsablauf 

Die Lymphozyten von sieben Probanden wurden nach der Kryokonservierung rekultiviert 

und im Casy-Tone Gerät gezählt (siehe 2.5.1). Nach Bestimmung der Vitalität und 

Anzahl der Zellen wurde die Ausgangszellsuspension mit RPMI auf 1 x 106 

Lymphozyten pro Milliliter verdünnt und jeweils 5ml in 5 Kulturflaschen (Becton 

Dickinson) à 50ml überführt. Durch die Zugabe von 100µg/ml Phytohämagglutinin 

(PHA) (Biochrom) wurden die Zellen stimuliert und zur Zellteilung angeregt.  

Nach 43 Stunden im Brutschrank (Binder) bei 37°C und 5%-igem CO2-Gehalt wurden 

die Kulturflaschen unter sterilen Bedingungen geöffnet und 10µl Xenobiotika-Gemisch 

(+/- Menthol in aufsteigender Konzentration) pro Milliliter Zellen aufgetragen. Auch die 

Positivkontrolle wurde in diesem Zeitraum durch Zugabe von MMC exponiert. Nach 

einer Stunde Inkubationszeit im Brutschrank wurden die verschiedenen Ansätze in 

Zentrifugationsröhrchen überführt und für 5min bei 1200rpm und RT zentrifugiert 

(Centrifuge 5415 R, Eppendorf). Hiernach wurde der Überstand entnommen und mit 5ml 

PBS resuspendiert. Anschließend erfolgte eine weitere Zentrifugation für 5min bei 

1200rpm und RT mit erneuter Entnahme des Überstandes und Resuspendierung des 

Pellets in frischen 5ml RPMI. 

Nach diesem Waschvorgang wurde allen Ansätzen 15µl Cytochalasin B hinzugefügt und 

diese erneut für 24 inkubiert, um die Zellteilung bei erhaltener Kernteilung zu verhindern 

[Carter 1967]. 

Nach einer Gesamtzeit von 72 bis maximal 74 Stunden wurden die Zellen mit einer 

Pasteurpipette in ein 15ml Zentrifugationsröhrchen überführt und bei RT für 5min und 
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bei 1200rpm zentrifugiert. Wieder wurde der Überstand verworfen und das Pellet in 

600µl frischem RPMI-Medium resuspendiert. Zur Vorbereitung auf die Zentrifugation 

wurden Objektträger in einem Metallrahmen mit einem Filterpapier und einem Trichter 

versehen und 150µl der Zellsuspension in den Trichter gegeben.  

 

 

Abbildung 13: Dargestellt ist der Metallrahmen mit Spangen, ein Objektträger, ein Filterpapier und ein 

Trichter. Rechts im Bild befindet sich das zusammengesetzte Element 

 

Die Zellen, welche sich im Trichter (Tharmac, Waldsolms, Deutschland) befanden, 

wurden durch Zytozentrifugation (Cellspin 1, Tharmac, Waldsolms, Deutschland) bei 

1000rpm für 5 Minuten aus dem Trichter auf den Objektträger (Langenbrinck) gepresst 

und anschließend für mindestens zwei Stunden in -20°C kaltem Methanol (Th. Geyer 

GmbH & Co. KG) fixiert.  

Die Färbung erfolgte für 5-8 Minuten in Acridinorange-Färbelösung (0,006%), die 

anschließende Entfärbung der Farbüberreste in zwei aufeinanderfolgenden Soerensen-

Puffern für jeweils 5 Minuten. Damit die Proben auf den Objektträgern nicht 

austrockneten und die Kerne ihre Farbe nicht verloren, wurden die Objektträger mit 

Soerensen-Puffer überschichtet und ein Deckglas zum Schutz vor Verschmutzung auf 

den Objektträger gelegt.  
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2.7.5 Versuchsauswertung 

Die Versuchsauswertung erfolgte an einem Fluoreszenzmikroskop (Leica) unter einer 

Blaulichtanregung bei 400-facher Vergrößerung. Pro Ansatz wurde ein Objektträger mit 

jeweils zweimal 1000 Zellen ausgezählt. Im ersten Durchlauf wurden einkernige, 

doppelkernige, mehrkernige, apoptotische und mitotische Zellen erfasst und im zweiten 

Durchlauf nur doppelkernige Zellen mit und ohne Mikrokerne. Befand sich dabei mehr 

als ein Mikrokern in einer doppelkernigen Zelle, so wurde dies als nur ein Mikrokern 

gewertet.  

  
Abbildung 14: Schemazeichnung 2-kernige Zellen 

im Fluoreszenzmikroskop 

Abbildung 15: Schemazeichnung 4-kernige Zelle 

neben einer 2-kernigen Zelle 

  
Abbildung 16: Schemazeichnung einer Apoptose 

im Fluoreszenzmikroskop  

Abbildung 17: Schemazeichnung einer Mitose im 

Fluoreszenzmikroskop 

 

 

Abbildung 18: Schemazeichnung eines Mikrokerns  
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2.7.6 Schematisch Darstellung des Mikrokernversuchs 
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2.8 Statistische Testverfahren und graphische Darstellung 

der Ergebnisse 

Zur graphischen Darstellung der Ergebnisse wurde aus den OTM-Mittelwerten mit dem 

Programm Stata 12 (Stata Corporation, College Station, Texas, USA) ein Median gebildet 

und in Boxplots visualisiert.  

 

Abbildung 19: Boxplot mit Bezeichnung der einzelnen Abschnitte 

(s = Standardabweichung) 

 

Ein Boxplot ist eine graphische Beschreibung der Verteilung von Variablen und besteht 

aus einem Kasten, der 50% der Werte enthält, wobei er nach unten durch das 25% 

Perzentil, nach oben durch das 75% Perzentil begrenzt wird. In der Box selber wird der 

Median durch einen horizontalen Strich visualisiert. Die beiden „Antennen“ bilden 

hierbei die höchsten Werte innerhalb der 1,5-fachen Standardabweichung. Werte, welche 

mehr als 1,5-fachen Standardabweichungen vom Median entfernt sind, werden als 

Ausreißer bezeichnet.  

Zur statistischen Auswertung der Proben wurden ebenfalls die OTM-Mittelwerte durch 

das Auswertungsprogramm Stata 12 (Stata Corporation) analysiert. Als statistische Tests 

wurden zwei nichtparametrische Testverfahren gewählt. Zum einen der Friedman-Test, 
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zum anderen der Wilcoxon-Ransom-Test mit Anpassungen des kumulativen α-Fehlers 

durch die Bonferroni-Holm-Korrektur. 

Der Friedman-Test vergleicht drei oder mehr verbundene Stichproben miteinander, 

indem er den einzelnen Konzentrationen Ränge zuweist und diese anschließend addiert. 

Der p-Wert ergibt sich hierbei aus dem Vergleich der Rangsummen der getesteten 

Konzentrationen für die jeweilige Gruppe. Unter der Annahme, dass die Stichproben eine 

vergleichbare Häufigkeitsverteilung besitzen, besteht die Nullhypothese in der Annahme, 

dass es zwischen den Proben keinen Unterschied gibt.  

Der Wilcoxon-Ransom-Test vergleicht zwei gepaarte Stichproben miteinander auf ihren 

Unterschied. Um zu verhindern, dass durch viele Proben in einer Versuchsgruppe der α-

Fehler in dieser Arbeit mit αg=0,05 gewählt, kumuliert, wurde zur Anpassung des 

Signifikanzwertes die Bonferroni-Holm-Korrektur verwendet. Die Bonferroni-Holm-

Korrektur gibt jedem errechneten p-Wert aus dem Wilcoxon-Test ein lokales α-Niveau. 

Dazu werden die Werte aus k (Anzahl) Wilcoxon-Tests aufsteigend der Größe nach 

sortiert (p1 < p2…< pk) und aus der Anzahl der Versuche in einer Gruppe errechnet [Holm 

1979]. 

 

Abbildung 20: Berechnung des kumulativen α-Fehlers nach Bonferroni-Holm 

Ein p-Wert wird dann als signifikant akzeptiert, wenn er kleiner ist als sein lokaler α-

Fehler (p1 < α1, pk < αk). Gilt für einen der p-Werte ein höherer Wert als für das lokale α-

Niveau, so ist dieser und alle nachfolgenden p-Werte nicht mehr signifikant. 
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2.9 Verwendete Materialien und Geräte  

Im folgenden Abschnitt werden alle verwendeten Materialien und ihre jeweiligen 

Hersteller in tabellarischer Form dargestellt. 

2.9.1 Testsubstanzen 

Folgende Testsubstanzen kamen zum Einsatz: 

Gletscherprise PÖSCHL TABAK, Geisenhausen, 

Deutschland 

Löwen-Prise PÖSCHL TABAK, Geisenhausen, 

Deutschland 

Methylmethansulfonat (MMS) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Mitomycin C (MMC) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

2.9.2 Lösungen, Medien und Zusätze 

Minimum Essential Medium Eagle (MEM) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Bronchial Epithelial Growth Medium 

(BEGM) + Supplemente 

Promo Cell, Heidelberg, Deutschland 

Roswell Park Memorial Institute Medium 

(RPMI 1640) 

Biochrom, Berlin, Deutschland 

Separationsmedium Biocoll Biochrom, Berlin, Deutschland 

Gentamycin (1000Units auf 1000µg/ml) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Penicillin-Streptomycin  

(1000Units auf 1000µg/ml) 

Biochrom, Berlin, Deutschland 

Fetal Calf Serum (FCS) in Fertiglösung Linaris, Wertheim, Deutschland 

Natrium-Pyruvat-Lösung (100mM) Biochrom, Berlin, Deutschland 

zehnfach konzentrierte Phosphat-gepufferte 

Salzlösung (PBS) 

Biochrom, Berlin, Deutschland 

nicht essentielle Aminosäure-Lösung Biochrom, Berlin, Deutschland 

CASY-Ton Innovatis, Reutlingen, Deutschland 

2.9.3 Enzyme 

DNAse Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland 

Protease  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Lectin- Phytohaemagglutinin-L Stammlösung 

(PHA-L) 

Biochrom, Berlin, Deutschland 
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2.9.4 Stoffe für Gebrauchslösungen 

Normal Melting Point-Agarose  Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Low Melting Point-Agarose Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Natriumchlorid (NaCl) Merck, Schwalbach, Deutschland 

Natriumhydroxid-Plätzchen (NaOH) Merck, Schwalbach, Deutschland 

Natronlauge Merck, Schwalbach, Deutschland 

N-Lauroylsarcosin-Natriumsalz-Lösung Serva, Heidelberg, Deutschland 

Trishydroxymethylaminomethan  Merck, Schwalbach, Deutschland 

Salzsäure (10M) Merck, Schwalbach, Deutschland 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Triton X-100 Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Trypanblau-Lösung 0,4% Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Gel-Red Biotium, Fremont, Kalifornien, USA 

DABCO (1,4-Diazabicyclo[2,2,2]octan) Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Cytochalasin B Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Acridin Orange Serva, Heidelberg, Deutschland 

Natriumsalz (15mM) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Kaliumsalz (15mM) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

2.9.5 Verbrauchsmaterialien 

Deckgläser Stärke 0 (24 x 32mm) Paul Marienfeld, Lauda, Deutschland 

Objektträger, geschnitten mit doppelseitigen 

Mattrand (26 x 76 mm)  

Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland 

Gewebskulturschalen Becton Dickinson, Oxnard, USA 

Kryoröhrchen  Nunc, Roskilde, Dänemark 

Pasteurpipetten Brand, Wertheim, Deutschland 

Mikroreaktionsgefäße 

0,5ml 

1,5ml 

 

Hartenstein, Würzburg, Deutschland 

Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

24-Loch Wellplatte Becton Dickinson, Oxnard, USA 

Zentrifugenröhrchen 15ml und 50ml Greiner, Frickenhausen, Deutschland 

Chirurgische Einmalskalpelle Braun, Tuttlingen, Deutschland 

Sterile Pinzetten Braun, Tuttlingen, Deutschland 

Sterile Mullkompressen 7,5 x 7,5cm  Lohmann und Rauscher, Rengsdorf, 

Deutschland 

Celfunnel (Trichter) Tharmac, Waldsolms, Deutschland 

Cellspin Filtercards Tharmac, Waldsolms, Deutschland 
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CASY-Zählröhrchen Innovatis, Reutlingen, Deutschland 

Fungizone/Amphotericin B Gibco, Grand Island, New York, USA 

Kulturflaschen: Cellstar Cell Culture Flasks 

(250ml/50ml) 

Greiner Bio-One, Frickenhausen, 

Deutschland 

Cellstar Serological Pipetten, steril 

(5ml/10ml/20ml) 

Greiner Bio-One, Frickenhausen, 

Deutschland 

Methanol Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, 

Deutschland 

Isopropanol VWR, Fontenay-sous-Bois, Frankreich 

2.9.6 Geräte 

Elektrophoresekammer Renner, Dannstadt, Deutschland 

Elektrophoresenetzgerät EV202 Consort, Turnhout, Belgien 

Fluoreszenzlampe ebq 100 Isolated Leica, Heerbrugg, Schweiz 

Mikroskope: 

Fluoreszenzmikroskop, DM4000B 

Lichtmikroskop, 473028 

 

Leica, Heerbrugg, Schweiz 

Zeiss, Oberkochen, Deutschland 

Neubauerkammer (Zellzählkammer) Paul Marienfeld, Lauda-Königshofen, 

Deutschland 

Zentrifugen: 

Centrifuge 5810 R 

Cellspin 1 

Centrifuge 5415 R 

 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Tharmac, Waldsolms, Deutschland 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Edelstahlclips Tharmac, Waldsolms, Deutschland 

CASY-Zellzählgerät Innovatis, Reutlingen, Deutschland 

Rüttler: TTS 3 digital yellow line IKA Techniques, Wilmington Boutersem, 

Belgien 

Feinwaage Sartorius, Göttingen, Deutschland 

Ultraschallgerät: Sonorex TK52 Bandelin, Berlin, Deutschland 

Brutschrank Binder, Tuttlingen, Deutschland 
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3.1 Einleitung 

Die folgenden Abschnitte befassen sich mit den Ergebnissen des Wilcoxon-Ransom-

Tests und des Friedman-Tests. Die Auswirkungen von Schnupftabak auf die beiden 

Zellarten Lymphozyten und Nasenschleimhautzellen werden hierbei getrennt 

voneinander betrachtet. Für den Comet-Assay wurden nur Zellen angenommen, deren 

Vitalität über 80% im Trypanblautest betrug. Es wurden das Olivetailmoment (OTM), 

die Tail Length (TL) und die Tail DNA (TD) bestimmt. Alle OTM-Werte mit Median, 

Mittelwert und Standardabweichung können im Anhang eingesehen werden (siehe 6.3). 

Der Mikrokernversuch wird in die einzelnen Teilbereiche (zweikernig, mehrkernig, 

Mitosen, Apoptosen und Mikrokerne) untergliedert, wobei anhand dieser Parameter die 

genetische Schädigung der Lymphozyten gemessen wurde. Die verwendeten 

Lymphozyten im Mikrokern-Test stammen dabei von den gleichen Personen, die auch 

ihre Nasenschleimhaut und Vollblutproben für den Trypanblautest und Comet-Assay 

gespendet haben. 7 von 10 Probanden spendeten genug Blut, um auch einen 

Mikrokernversuch durchführen zu können. Der Comet-Assay diente als Suchtest für 

genotoxische Schäden und der Mikrokerntest wurde zur Überprüfung dieser Schäden 

herangezogen. 

Die gewonnenen Proben stammen von Probanden, die in einer kurzen mündlichen 

Befragung den Konsum von Schnupftabak verneinten. Es wurde außerdem darauf 

geachtet, dass sowohl Männer als auch Frauen ausgewählt wurden (6 Männer und 4 

Frauen). Anderer Xenobiotikagebrauch, wie zum Beispiel der regelmäßige Konsum von 

Alkohol (0 von 10 Probanden) oder Zigaretten (1 von 10 Probanden) konnte 

weitestgehend ausgeschlossen werden. 
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3.2 Übersicht zu den Ergebnissen 

Die folgenden drei Tabellen geben einen kurzen Überblick über die Ergebnisse der 

vorliegenden Arbeit, einzelne Werte und genaue Zahlen folgen in den jeweiligen 

Abschnitten. Positiv bedeutet, dass eine statistische Signifikanz aufgezeigt werden 

konnte, negativ das keine ermittelt wurde. 

Tabelle 2: Übersicht über die Ergebnisse der Vitalitätsbestimmung durch den Trypanblautest 

Vitalitätsbestimmungen Friedman-Test Wilcoxon-Ransom-Test 

Lymphozyten Positiv für +/- Menthol Negativ für +/- Menthol 

Nasenschleimhautzellen Positiv für +/- Menthol Negativ für +/- Menthol 

Vergleich der beiden 

Schnupftabaksorten 
entfällt 

Negativ für alle 

Konzentrationen 

Tabelle 3: Übersicht über die Ergebnisse der Genotoxizitäts-Testung durch den Comet-Assay 

Genotoxizitätsbestimmung Friedman-Test Wilcoxon-Ransom-Test 

Lymphozyten Positiv für +/- Menthol 

Positiv ab einer 

Konzentration von 

100µg/ml +/- Menthol 

Nasenschleimhautzellen Positiv für +/- Menthol 

Positiv ab einer 

Konzentration von 

1000µg/ml +/- Menthol 

Vergleich der beiden 

Schnupftabaksorten 
entfällt 

Negativ für alle 

Konzentrationen 

Tabelle 4: Übersicht der Ergebnisse des Mikrokernversuchs 

Mikrokernversuch Friedman-Test Wilcoxon-Ransom-Test 

Doppelkernige Zellen Negativ für +/- Menthol Negativ für +/- Menthol 

Mehrkernige Zellen Negativ für +/- Menthol Negativ für +/- Menthol 

Apoptotische Zellen Negativ für +/- Menthol Negativ für +/- Menthol 

Mitotischer Zellen Negativ für +/- Menthol Negativ für +/- Menthol 

Mikrokernhaltiger 

Zellen 
Negativ für +/- Menthol 

Negativ für +/- Menthol 

(nur für 40µg/ml MMC 

positiv) 
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3.3 Effekt von Schnupftabak auf Lymphozyten 

3.3.1 Vitalitätsbestimmung durch den Trypanblautest  

An frisch isolierten und rekultivierten Lymphozyten zeigt die einstündige Inkubation mit 

S-DMSO-Gemisch im Friedman-Test einen statistisch signifikanten Unterschied der 

prozentualen Vitalität gemessen durch den Trypanblautest. Dies gilt für +/- Menthol. 

Tabelle 5: Zytotoxizität an Lymphozyten. Test 1 beinhaltet die Negativkontrolle und die 

Konzentrationen 0,01µg/ml, 0,1µg/ml, 1µg/ml, 10µg/ml, 100µg/ml, 1000µg/ml und 2000µg/ml 

für S-DMSO-Gemisch + Menthol. Test 2 umfasst die gleichen Konzentrationen, jedoch für S-

DMSO-Gemisch - Menthol. In grün hinterlegt sind statistisch signifikante Werte. 
 

Friedman-Test p-Wert α-Niveau 

Test 1 (mit Menthol) 0,0053 0,05 

Test 2 (ohne Menthol) 0,0045 0,05 

Im Wilcoxon-Ransom-Test kann hingegen kein statistisch signifikanter Unterschied der 

aufsteigenden Konzentrationen gepaart zur Negativkontrolle aufgezeigt werden. Es 

wurde jeweils die Negativkontrolle mit den Konzentrationen (0,01µg/ml, 0,1 µg/ml, 1 

µg/ml, 10 µg/ml, 100 µg/ml, 1000 µg/ml, 2000µg/ml und 250µM MMS) verglichen. Der 

α-Fehler wurde durch die Bonferroni-Holm-Korrektur angepasst. Die Vitalität der Zellen 

liegt selbst bei der höchsten verwendeten Konzentration von S-DMSO-Gemisch 

(2000µg/ml) bei über 90%, im Median sogar bei über 95%, für beide getestete 

Xenobiotika. 

Tabelle 6: Zytotoxizität nach Inkubation von Lymphozyten mit S-DMSO-Gemisch + Menthol. 

Dargestellt ist der Median, p-Werte und das lokale α-Niveau. Der Median berechnet sich hier 

jeweils auf Basis von 10 Mittelwerten der gemessenen Prozent-Werte. Der Prozent-Median der 

Negativkontrolle liegt bei 97,32. 
 

Wilcoxon-Ransom-Test Median p-Wert α-Niveau 

0,01 vs. Medium 98,22 0,8203 0,05 

0,1 vs. Medium 97,74 0,5966 0,025 

1 vs. Medium 96,61 0,1038 0,017 

10 vs. Medium 96,18 0,0155 0,007 

100 vs. Medium 96,58 0,0819 0,0125 

1000 vs. Medium 95,78 0,0126 0,00625 
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Wilcoxon-Ransom-Test Median p-Wert α-Niveau 

2000 vs. Medium 95,30 0,0233 0,0083 

MMS 250µM vs. Medium 96,20 0,0412 0,01 

Tabelle 7: Zytotoxizität nach Inkubation von Lymphozyten mit S-DMSO-Gemisch - Menthol. 

Dargestellt ist der Median, p-Werte und das lokale α-Niveau. Der Median berechnet sich hier 

jeweils auf Basis von 10 Mittelwerten der gemessenen Prozent-Werte. Der Prozent-Median der 

Negativkontrolle liegt bei 98,55. 
 

Wilcoxon-Ransom-Test Median p-Wert α-Niveau 

0,01 vs. Medium 97,48 0,4718 0,05 

0,1 vs. Medium 96,84 0,0342 0,017 

1 vs. Medium 97,01 0,0412 0,025 

10 vs. Medium 97,25 0,0190 0,0083 

100 vs. Medium 95,99 0,0191 0,01 

1000 vs. Medium 96,11 0,0191 0,01 

2000 vs. Medium 95,37 0,0065 0,00625 

MMS 250µM vs. Medium 96,53 0,0126 0,007 

Im Vergleich der beiden Schnupftabaksorten konnte kein statistisch signifikanter 

Unterschied aufgezeigt werden. Die p-Werte schwanken hierbei zwischen minimal 

0,2261 und maximal 0,8501. 

Tabelle 8: Dargestellt ist der Vergleich zwischen den beiden Schnupftabaksorten +/- Menthol mit 

Angabe des jeweiligen p-Wertes, Signifikanzniveau bei 0,05. 
 

Wilcoxon-Ransom-Test p-Wert 

Medium (+) vs. Medium (-) 0,4039 

(+) 0,01 vs. 0,01 (-) 0,8501 

(+) 0,1 vs. 0,1 (-) 0,2263 

(+)1 vs. 1 (-) 0,4497 

(+) 10 vs. 10 (-) 0,2261 

(+) 100 vs. 100 (-) 0,4961 

(+) 1000 vs. 1000 (-) 0,5967 

(+) 2000 vs. 2000 (-) 0,7624 

Positivkontrolle vs. Positivkontrolle 0,4725 
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Abbildung 21 und Abbildung 22 zeigen, dass alle Vitalitätswerte im Median über 95% 

liegen.  

  

Abbildung 21: Ergebnisse der Vitalitätsbestimmung im Trypanblautest. Inkubation von Lymphozyten mit 

S-DMSO-Gemisch + Menthol in aufsteigender Konzentration. Auf der Y-Achse befindet sich die Vitalität 

in Prozent, auf der X-Achse aufsteigend die Stoffkonzentrationen. Es zeigt sich kein signifikanter 

Vitalitätsabfall. 

 

Abbildung 22: Ergebnisse der Vitalitätsbestimmung im Trypanblautest. Inkubation von Lymphozyten mit 

S-DMSO-Gemisch - Menthol in aufsteigender Konzentration. Auf der Y-Achse befindet sich die Vitalität 

in Prozent, auf der X-Achse aufsteigend die Stoffkonzentrationen. Es zeigt sich kein signifikanter 

Vitalitätsabfall. 
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3.3.2 Genotoxizitätsbestimmung durch den Comet-Assay 

An frisch isolierten und rekultivierten Lymphozyten zeigt die einstündige Inkubation mit 

S-DMSO-Gemisch im Friedman-Test einen statistisch signifikanten Unterschied in 

Bezug auf die Genotoxizität gemessen im Comet-Assay. Dies gilt für beide getesteten 

Schnupftabaksorten (siehe Tabelle 9). 

Tabelle 9: Genotoxizität an Lymphozyten. Test 1 beinhaltet die Negativkontrolle und die 

Konzentrationen 0,01µg/ml, 0,1µg/ml; 1µg/ml, 10µg/ml, 100µg/ml, 1000 µg/ml und 2000µg/ml 

für S-DMSO-Gemisch + Menthol. Test 2 umfasst die gleichen Konzentrationen für S-DMSO-

Gemisch - Menthol. In grün hinterlegt sind statistisch signifikante Werte. 
 

Friedman-Test p-Wert α-Niveau 

Test 1 (+ Menthol) 0,00001 0,05 

Test 2 (- Menthol) 0,00001 0,05 

Sowohl an frisch isolierten als auch an rekultivierten Lymphozyten zeigt sich im 

Wilcoxon-Ransom-Test ein statistisch signifikanter Anstieg des OTM-Medianwertes ab 

einer Konzentration von 100µg/ml. Dies gilt für beide getesteten Schnupftabaksorten.  

Tabelle 10 stellt die Median-Werte des OTM, die errechneten p-Werte und lokalen α-

Werte bei der Inkubation von Lymphozyten mit S-DMSO-Gemisch + Menthol dar. Der 

Wilcoxon-Ransom-Test wurde dabei jeweils zwischen der Negativkontrolle und der 

entsprechenden Konzentration durchgeführt. Dabei zeigt sich, dass der Anstieg des 

Olivetailmoments ab einer Konzentration von 100µg/ml statistisch signifikant wird. Das 

Maximum des OTM in der getesteten Versuchsreihe wurde, abgesehen von der 

Positivkontrolle, bei einer Konzentration von 2000µg/ml mit einem Medianwert von 

3,5495 erreicht. Auch die Positivkontrolle mit 250µM MMS zeigt eine statistische 

Signifikanz, wobei die OTM-Werte noch einmal deutlich über denen der 

Schnupftabakkonzentrationen liegen. 
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Tabelle 10: Genotoxizität nach Inkubation von Lymphozyten mit S-DMSO-Gemisch + Menthol. 

Dargestellt ist der Median, p-Werte und das lokale α-Niveau. Der Median berechnet sich hier 

jeweils auf Basis von 10 Mittelwerten der gemessenen OTM-Werte. Der OTM-Median der 

Negativkontrolle liegt bei 0,28935. In grün sind p-Werte hinterlegt, welche gemessen an ihrem 

lokalen α-Niveau eine Signifikanz aufweisen. 
 

Wilcoxon-Ransom-Test Median p-Wert α-Niveau 

0,01 vs. Medium 0,26 0,4497 0,025 

0,1 vs. Medium 0,31 0,8798 0,05 

1 vs. Medium 0,40 0,2568 0,017 

10 vs. Medium 0,60 0,0156 0,0125 

100 vs. Medium 1,09 0,0019 0,01 

1000 vs. Medium 1,95 0,0003 0,0083 

2000 vs. Medium 3,55 0,0002 0,00625 

MMS 250µM vs. Medium 13,94 0,0002 0,00625 

 

Tabelle 11 zeigt, dass bei S-DMSO-Gemisch – Menthol ebenfalls ein statistisch 

signifikanter Unterschied ab einer Konzentration von 100µg/ml zu verzeichnen ist. Auch 

bei dieser Tabaksorte wird eine Steigerung des OTM deutlich.  

Tabelle 11: Genotoxizität nach Inkubation von Lymphozyten mit S-DMSO-Gemisch - Menthol. 

Dargestellt ist der Median, p-Wert und das lokale α-Niveau. Der Median berechnet sich hier 

jeweils auf Basis von 10 Mittelwerten der gemessenen OTM-Werte. Der OTM-Median der 

Negativkontrolle liegt bei 0,3608. In grün sind p-Werte hinterlegt, welche gemessen an ihrem 

lokalen α-Niveau eine Signifikanz aufweisen. 
 

Wilcoxon-Ransom-Test Median p-Wert α-Niveau 

0,01 vs. Medium 0,34 0,4963 0,025 

0,1 vs. Medium 0,34 0,8798 0,05 

1 vs. Medium 0,50 0,0963 0,0125 

10 vs. Medium 0,64 0,0963 0,01 

100 vs. Medium 1,08 0,0015 0,01 

1000 vs. Medium 1,85 0,0003 0,0083 

2000 vs. Medium 4,04 0,0002 0,00625 

MMS 250µM vs. Medium 14,17 0,0002 0,00625 
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Tabelle 12 zeigt den Vergleich der beiden Tabaksorten miteinander. Es wurden jeweils 

alle sieben verschiedenen Konzentrationen miteinander verglichen, außerdem die Positiv- 

und Negativkontrolle um mögliche Fehlerquellen auszuschließen. Es zeigt sich, dass kein 

statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Tabaksorten in Bezug auf das 

Olivetailmoment festgestellt werden konnte. 

Tabelle 12: Dargestellt ist der Vergleich zwischen den beiden Schnupftabaksorten +/- Menthol, 

mit Angabe des jeweiligen p-Wertes, Signifikanzniveau bei 0,05. 
 

Wilcoxon-Ransom-Test p-Wert 

Medium vs. Medium  0,9397 

(+) 0,01 vs. (-) 0,01 0,0413 

(+) 0,1 vs. (-) 0,1 0,4497 

(+) 1 vs. (-) 1 0,3258 

(+) 10 vs. (-) 10 1,0000 

(+) 100 vs. (-) 100 0,6501 

(+) 1000 vs. (-) 1000 0,7624 

(+) 2000 vs. (-) 2000 0,5967 

 Positivkontrolle vs. Positivkontrolle 0,7055 

Abbildung 23 und Abbildung 24 stellen die Genotoxizität in Form des Olivetailmoment 

dar. Man erkennt, dass bei geringen Konzentrationen bis 100µg/ml nur ein sehr geringer 

Anstieg des OTM zu verzeichnen ist, danach die Werte jedoch deutlich ansteigen. Die 

Positivkontrolle besitzt hierbei die größte Streuung der Werte und mit Abstand den 

höchsten medianen Olivetailmoment. 

Mit roten Sternen sind diejenigen Boxplots markiert, welche im Wilcoxon-Ransom-Test 

eine statistische Signifikanz aufwiesen.  
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Abbildung 23: Ergebnisse der Genotoxizitätsbestimmung im Comet-Assay. Inkubation von Lymphozyten 

mit S-DMSO-Gemisch + Menthol. Auf der Y-Achse befindet sich das OTM (einheitslos), auf der X-Achse 

aufsteigend die Stoffkonzentrationen. Es zeigt sich ein statistisch signifikanter Anstieg des OTM ab einer 

Konzentration von 100µg/ml. Mit einem roten Stern markierte Boxplots zeigen eine statistische 

Signifikanz. 

 

Abbildung 24: Ergebnisse der Genotoxizitätsbestimmung im Comet-Assay. Inkubation von Lymphozyten 

mit S-DMSO-Gemisch - Menthol. Auf der Y-Achse befindet sich das OTM (einheitslos), auf der X-Achse 

aufsteigend die Stoffkonzentrationen. Es zeigt sich ein statistisch signifikanter Anstieg des OTM ab einer 

Konzentration von 100µg/ml. Mit einem roten Stern markierte Boxplots zeigen eine statistische 

Signifikanz. 
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3.3.3 Bestimmung doppelkerniger Zellen durch den 

Mikrokernversuch 

Im Anschluss an den Comet-Assay wurde zur weiteren Betrachtung der Ergebnisse der 

Mikrokernversuch an rekultivierten Lymphozyten angeschlossen.  

Im Friedman-Test ergibt sich für die doppelkernigen Zellen für beide getesteten 

Schnupftabaksorten keine statistische Signifikanz (siehe Tabelle 13). 

Tabelle 13: Doppelkernige Zellen. Test 1 beinhaltet die Negativkontrolle und die Konzentrationen 

0,1µg/ml, 10µg/ml und 1000µg/ml für das S-DMSO-Gemisch + Menthol. Test 2 umfasst die 

gleichen Konzentrationen für das S-DMSO-Gemisch – Menthol. 
 

Friedman-Test p-Wert α-Niveau 

Test 1 (+ Menthol) 0,6529 0,05 

Test 2 (- Menthol 0,9343 0,05 

Tabelle 14 zeigt die Vergleiche der verwendeten Konzentrationen (0,1µg/ml; 10µg/ml 

und 1000µg/ml) und der Positivkontrolle mit der Negativkontrolle im Wilcoxon-Ransom-

Test. Es zeigte sich in den durchgeführten Versuchen keine statistische Signifikanz 

gemessen am lokal bestimmten α-Niveau. 

Tabelle 14: Doppelkernige Zellen. Dargestellt sind Mediane, p-Werte und das lokale α-Niveau 

im Wilcoxon-Ransom-Test für die Inkubation durch S-DMSO-Gemisch + Menthol (oben) und 

- Menthol (unten). Der Median der doppelkernigen Zellen der Negativkontrolle in der 

Versuchsreihe + Menthol liegt bei 563, für - Menthol bei 569. 
 

Wilcoxon-Ransom-Test Median p-Wert α-Niveau 

+ Menthol 

0,1 vs. Medium 611 0,4062 0,017 

10 vs. Medium 609 0,4428 0,025 

1000 vs. Medium 584 0,2248 0,0125 

MMC 40µg/ml vs. Medium 581 0,848 0,05 

- Menthol 

0,1 vs. Medium 585 0,4822 0,0125 

10 vs. Medium 571 0,848 0,025 

1000 vs. Medium 564 0,9491 0,05 

MMC 40µg/ml vs. Medium 527 0,5653 0,017 
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Im Folgenden dargestellt sind die Boxplots für das Auftreten von doppelkernigen Zellen 

nach Inkubation mit S-DMSO-Gemisch + Menthol (oben) und – Menthol (unten).  

  

Abbildung 25: Inkubation von Lymphozyten mit S-DMSO-Gemisch + Menthol, Anteil der doppelkernigen 

Zellen. Auf der Y-Achse befindet sich die Anzahl der doppelkernigen Zellen, auf der X-Achse aufsteigend 

die Stoffkonzentrationen. Es zeigt sich kein statistisch signifikanter Unterschied. 

 

Abbildung 26: Inkubation von Lymphozyten mit S-DMSO-Gemisch - Menthol, Anteil der doppelkernigen 

Zellen. Auf der Y-Achse befindet sich die Anzahl der doppelkernigen Zellen, auf der X-Achse aufsteigend 

die Stoffkonzentrationen. Es zeigt sich kein statistisch signifikanter Unterschied. 
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3.3.4 Bestimmung mehrkerniger Zellen durch den 

Mikrokernversuch 

Im Friedman-Test zeigt sich durch die Inkubation von Lymphozyten mit S-DMSO-

Gemisch +/- Menthol kein statistisch signifikanter Unterschied in Bezug auf die Anzahl 

von mehrkernigen Zellen (siehe Tabelle 15). 

Tabelle 15: Mehrkernige Zellen. Test 1 beinhaltet die Negativkontrolle und die Konzentrationen 

0,1µg/ml, 10µg/ml und 1000µg/ml für S-DMSO-Gemisch + Menthol. Test 2 umfasst die gleichen 

Konzentrationen für S-DMSO-Gemisch - Menthol. 
 

Friedman-Test p-Wert α-Niveau 

Test 1 (+ Menthol) 0,8866 0,05 

Test 2 (- Menthol) 0,2201 0,05 

 

Die folgende Tabelle zeigt die Ergebnisse des durchgeführten Wilcoxon-Ransom-Test 

mit den verwendeten Konzentrationen (0,1µg/ml, 10µg/ml und 1000µg/ml) sowie der 

Positivkontrolle und der Negativkontrolle. Es kann im Hinblick auf die Mehrkernigkeit 

keine statistische Signifikanz gemessen am α-Niveau festgestellt werden.  

Tabelle 16: Mehrkernige Zellen. Dargestellt sind Mediane, p-Werte und das lokale α-Niveau im 

Wilcoxon-Ransom-Test für die Inkubation mit S-DMSO-Gemisch + Menthol (oben) und 

- Menthol (unten) Der Median der mehrkernigen Zellen der Negativkontrolle in der 

Versuchsreihe + Menthol liegt bei 77, für - Menthol bei 101. 
 

Wilcoxon-Ransom-Test Median p-Wert α-Niveau 

+ Menthol 

0,1 vs. Medium 74 1,0000 0,05 

10 vs. Medium 80 0,6089 0,025 

1000 vs. Medium 65 0,3706 0,017 

MMC 40µg/ml vs. Medium 45 0,0252 0,0125 

- Menthol 

0,1 vs. Medium 77 0,1248 0,025 

10 vs. Medium 73 0,4822 0,05 

1000 vs. Medium 63 0,1102 0,017 

MMC 40µg/ml vs. Medium 45 0,0253 0,0125 
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Die hier dargestellten Graphen (Abbildung 27 und Abbildung 28) zeigen die Anzahl der 

Zellen, die drei oder mehr Kerne in einer Zellmembran aufwiesen.  

 
Abbildung 27: Inkubation von Lymphozyten mit Schnupftabak + Menthol, Anteil der mehrkernigen 

Zellen. Auf der Y-Achse befindet sich die Anzahl der mehrkernigen Zellen, auf der X-Achse aufsteigend 

die Stoffkonzentrationen. Es zeigt sich kein statistisch signifikanter Unterschied. 

 

Abbildung 28: Inkubation von Lymphozyten mit Schnupftabak - Menthol, Anteil der mehrkernigen Zellen. 

Auf der Y-Achse befindet sich die Anzahl der mehrkernigen Zellen, auf der X-Achse aufsteigend die 

Stoffkonzentrationen. Es zeigt sich kein statistisch signifikanter Unterschied. 
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3.3.5 Bestimmung apoptotischer Zellen durch den Mikrokernversuch 

Im Friedman-Test zeigt sich durch die Inkubation von Lymphozyten mit S-DMSO-

Gemisch +/- Menthol kein statistisch signifikanter Unterschied in Bezug auf die Anzahl 

der apoptotischen Zellen (siehe Tabelle 17). 

Tabelle 17: Apoptotische Zellen. Test 1 beinhaltet die Negativkontrolle und die Konzentrationen 

0,1µg/ml; 10µg/ml und 1000µg/ml für S-DMSO-Gemisch + Menthol. Test 2 umfasst die gleichen 

Konzentrationen für S-DMSO-Gemisch – Menthol. 
 

Friedman-Test p-Wert α-Niveau 

Test 1 (+ Menthol) 0,5017 0,05 

Test 2 (- Menthol) 0,4188 0,05 

 

Die folgende Tabelle 16 zeigt die Vergleiche durch den Wilcoxon-Ransom-Test der 

verwendeten Konzentrationen (0,1µg/ml, 10µg/ml und 1000µg/ml) und den Vergleich 

der Positivkontrolle mit der Negativkontrolle in Bezug auf die Anzahl der Zellen, welche 

in eine Apoptose eingetreten sind. Es konnte kein signifikanter Unterschied zum jeweilig 

lokal bestimmt α-Niveau festgestellt werden. 

Tabelle 18: Apoptotische Zellen. Dargestellt sind Mediane, p-Werte und das lokale α-Niveau im 

Wilcoxon-Ransom-Test für die Inkubation mit S-DMSO-Gemisch + Menthol (oben) und - Menthol 

(unten). Der Median der apoptotischen Zellen der Negativkontrolle in der Versuchsreihe + 

Menthol liegt bei 2, für - Menthol bei 1. 
 

Wilcoxon-Ransom-Test Median p-Wert α-Niveau 

+ Menthol 

0,1 vs. Medium 2 0,6983 0,05 

10 vs. Medium 4 0,2699 0,017 

1000 vs. Medium 3 0,4367 0,025 

MMC 40µg/ml vs. Medium 4 0,0692 0,0125 

- Menthol 

0,1 vs. Medium 2 0,5969 0,05 

10 vs. Medium 3 0,2449 0,017 

1000 vs. Medium 2 0,3276 0,025 

MMC 40µg/ml vs. Medium 4 0,1763 0,0125 
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Wie aus den Graphen (siehe Abbildung 29 und Abbildung 30) ersichtlich wird, liegt die 

Anzahl der apoptotischen Zellen im Median konstant in einem Bereich zwischen 0 und 4 

Zellen pro 1000 ausgewerteter Zellen. 

 

Abbildung 29: Inkubation von Lymphozyten mit S-DMSO-Gemisch + Menthol, Anteil der apoptotischen 

Zellen. Auf der Y-Achse befindet sich die Anzahl der apoptotischen Zellen, auf der X-Achse aufsteigend 

die Stoffkonzentrationen. Es zeigt sich kein statistisch signifikanter Unterschied. 

 

Abbildung 30: Inkubation von Lymphozyten mit S-DMSO-Gemisch - Menthol, Anteil der apoptotischen 

Zellen. Auf der Y-Achse befindet sich die Anzahl der apoptotischen Zellen, auf der X-Achse aufsteigend 

die Stoffkonzentrationen. Es zeigt sich kein statistisch signifikanter Unterschied. 
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3.3.6 Bestimmung mitotischer Zellen durch den Mikrokernversuch 

Im Friedman-Test zeigt sich durch die Inkubation von Lymphozyten mit S-DMSO-

Gemisch +/- Menthol kein statistisch signifikanter Unterschied in Bezug auf die Anzahl 

von mitotischen Zellen (siehe Tabelle 19). 

Tabelle 19: Mitotische Zellen. Test 1 beinhaltet die Negativkontrolle und die Konzentrationen 

0,1µg/ml, 10µg/ml und 1000µg/ml für S-DMSO-Gemisch + Menthol. Test 2 umfasst die gleichen 

Konzentrationen für – Menthol. 
 

Friedman-Test p-Wert α-Niveau 

Test 1 (+ Menthol) 0,1837 0,05 

Test 2 (- Menthol) 0,4402 0,05 

 

Die folgende Tabelle zeigt die Vergleiche, durch den Wilcoxon-Ransom-Test, der 

verwendeten Konzentrationen (0,1µg/ml, 10µg/ml und 1000µg/ml) und den Vergleich 

der Positivkontrolle mit der Negativkontrolle für die Anzahl der Zellen, welche sich in 

einer mitotischen Teilung befanden. Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied 

festgestellt werden. 

Tabelle 20: Mitotische Zellen. Dargestellt sind Mediane, p-Werte und das lokale α-Niveau im 

Wilcoxon-Ransom-Test für die Inkubation mit S-DMSO-Gemisch + Menthol (oben) und 

- Menthol (unten). Der Median der mitotischen Zellen der Negativkontrolle in der Versuchsreihe 

+ Menthol liegt bei 4, für - Menthol bei 6. 
 

Wilcoxon-Ransom-Test Median p-Wert α-Niveau 

+ Menthol 

0,1 vs. Medium 5 0,4803 0,05 

10 vs. Medium 6 0,4418 0,025 

1000 vs. Medium 4 0,4382 0,017 

MMC 40µg/ml vs. Medium 2 0,0811 0,0125 

- Menthol 

0,1 vs. Medium 7 0,7483 0,05 

10 vs. Medium 9 0,5215 0,017 

1000 vs. Medium 5 0,6533 0,025 

MMC 40µg/ml vs. Medium 3 0,3002 0,0125 
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Die Anzahl der Mitosen lag im Median bei allen gemessenen Konzentrationen unter 10 

pro 1000 Zellen. Die Positivkontrolle zeigt einen leichten Abfall der Anzahl an Zellen in 

der Mitose, aber auch hier ist keine statistische Signifikanz nachweisbar. 

 

Abbildung 31: Inkubation von Lymphozyten mit S-DMSO-Gemisch + Menthol, Anteil der in der Mitose 

befindlichen Zellen. Auf der Y-Achse befindet sich die Anzahl der mitotischen Zellen, auf der X-Achse 

aufsteigend die Stoffkonzentrationen. Es zeigt sich kein statistisch signifikanter Unterschied. 

 

Abbildung 32: Inkubation von Lymphozyten mit S-DMSO-Gemisch - Menthol, Anteil der in der Mitose 

befindlichen Zellen. Auf der Y-Achse befindet sich die Anzahl der mitotischen Zellen, auf der X-Achse 

aufsteigend die Stoffkonzentrationen. Es zeigt sich kein statistisch signifikanter Unterschied. 
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3.3.7 Bestimmung der Mikrokerne durch den Mikrokernversuch 

Im Friedman-Test zeigt sich durch die Inkubation von Lymphozyten mit S-DMSO-

Gemisch +/- Menthol kein statistisch signifikanter Unterschied in Bezug auf die Anzahl 

von mikrokernhaltigen Zellen (siehe Tabelle 21).  

Tabelle 21: Mikrokernhaltige Zellen. Test 1 beinhaltet die Negativkontrolle und die 

Konzentrationen 0,1µg/ml, 10µg/ml und 1000µg/ml für S-DMSO-Gemisch + Menthol. Test 2 

umfasst die gleichen Konzentrationen für S-DMSO-Gemisch – Menthol. 
 

Friedman-Test p-Wert α-Niveau 

Test 1 (+ Menthol) 0,1055 0,05 

Test 2 (- Menthol) 0,0925 0,05 

 

Die folgende Tabelle zeigt die Ergebnisse des durchgeführten Wilcoxon-Ransom-Tests 

mit den verwendeten Konzentrationen (0,1µg/ml, 10µg/ml und 1000µg/ml) sowie der 

Positivkontrolle und der Negativkontrolle. Es kann kein statistisch signifikanter 

Unterschied festgestellt werden, dagegen zeigte die Positivkontrolle einen signifikanten 

Anstieg der Mikrokernanzahl. 

Tabelle 22: Mikrokernhaltige Zellen. Dargestellt sind Mediane, p-Werte und das lokale α-Niveau 

im Wilcoxon-Ransom-Test für die Inkubation mit S-DMSO-Gemisch + Menthol (oben) und 

- Menthol (unten). Der Median der mikrokernhaltigen Zellen der Negativkontrolle in der 

Versuchsreihe + Menthol liegt bei 3, für - Menthol bei 4. In grün hinterlegt sind statistisch 

signifikante Werte. 
 

Wilcoxon-Ransom-Test Median p-Wert α-Niveau 

+ Menthol 

0,1 vs. Medium 4 0,1715 0,05 

10 vs. Medium 7 0,0604 0,017 

1000 vs. Medium 6 0,0689 0,025 

MMC 40µg/ml vs. Medium 39 0,0017 0,0125 

- Menthol 

0,1 vs. Medium 4 0,3989 0,05 

10 vs. Medium 5 0,1198 0,025 

1000 vs. Medium 5 0,0443 0,017 

MMC 40µg/ml vs. Medium 25 0,0017 0,0125 
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Wie aus den Boxplots (Abbildung 33 und Abbildung 34) ersichtlich wird, gibt es keinen 

Anstieg der Mikrokernanzahl weder bei S-DMSO-Gemisch + Menthol noch - Menthol. 

Die Positivkontrolle zeigt einen statistisch signifikanten Anstieg. 

 

Abbildung 33: Inkubation von Lymphozyten mit S-DMSO-Gemisch + Menthol, Anteil der doppelkernigen 

Zellen mit Mikrokernen. Auf der Y-Achse befindet sich die Anzahl der mikrokernhaltigen Zellen, auf der 

X-Achse aufsteigend die Stoffkonzentrationen. Es zeigt sich nur bei der Positivkontrolle ein statistisch 

signifikanter Unterschied. Mit einem roten Stern markierte Boxplots zeigen eine statistische Signifikanz. 

 

Abbildung 34: Inkubation von Lymphozyten mit S-DMSO-Gemisch - Menthol, Anteil der doppelkernigen 

Zellen mit Mikrokernen. Auf der Y-Achse befindet sich die Anzahl der mikrokernhaltigen Zellen, auf der 

X-Achse aufsteigend die Stoffkonzentrationen. Es zeigt sich nur bei der Positivkontrolle ein statistisch 

signifikanter Unterschied. Mit einem roten Stern markierte Boxplots zeigen eine statistische Signifikanz. 
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3.3.8 Vergleich der beiden Tabaksorten im Mikrokernversuch 

Im Vergleich der beiden Tabaksorten (+/- Menthol) miteinander kann kein signifikanter 

Unterschied festgestellt werden. Im Folgenden werden die verschiedenen Morphologien, 

welche im Mikrokernversuch auftreten können durch den Wilcoxon-Ransom-Test, auf 

Unterschiede zwischen den beiden Tabaksorten untersucht. Hierbei zeigt sich kein 

signifikanter Unterschied in allen getesteten Versuchen des Mikrokerntests. 

Tabelle 23: Dargestellt ist der Vergleich zwischen den beiden Schnupftabaksorten +/- Menthol 

mit Angabe des jeweiligen p-Wertes, Signifikanzniveau bei 0,05. 
 

Wilcoxon-Ransom-Test p-Wert 

Doppelkernige Zellen 

Medium vs. Medium  0.7494 

(+) 0,1 vs. (-) 0,1  0.6547 

(+) 10 vs. (-)10  0.3379 

(+) 1000 vs. (-) 1000 0.3706 

Positivkontrolle vs. Positivkontrolle 0.2496 

Mehrkernige Zellen 

Medium vs. Medium  0.1594 

(+) 0,1 vs. (-) 0,1  0.9491 

(+) 10 vs. (-) 10  0.7494 

(+) 1000 vs. (-) 1000  0.7494 

Positivkontrolle vs. Positivkontrolle 0.9489 

Apoptosen 

Medium vs. Medium  0.7428 

0,1 vs. (-) 0,1  0.8966 

(+) 10 vs. (-) 10 0.9486 

1000 vs. (-) 1000  0.7950 

Positivkontrolle vs. Positivkontrolle 1.0000 

Mitosen 

Medium vs. Medium 0.9488 

(+) 0,1 vs. (-) 0,1 0.7979 

(+) 10 vs. (-) 10  0.5220 

(+) 1000 vs. (-) 1000  0.7972 
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Wilcoxon-Ransom-Test p-Wert 

Positivkontrolle vs. Positivkontrolle 0.4743 

Mikrokerne 

Medium vs. Medium 0.696 

(+) 0,1 vs. 0,1 0.8967 

(+) 10 vs. 10  0.6967 

(+) 1000 vs. 1000  0.5627 

Positivkontrolle vs. Positivkontrolle 0,0550 
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3.4 Effekt von Schnupftabak auf Nasenschleimhautzellen 

3.4.1 Vitalitätsbestimmung durch den Trypanblautest 

An frisch isolierten Nasenschleimhautzellen zeigt die einstündige Inkubation mit S-

DMSO-Gemisch im Friedman-Test einen statistisch signifikanten Unterschied der 

prozentualen Vitalität, gemessen im Trypanblautest. Dies gilt für beide getesteten 

Tabaksorten.  

Tabelle 24: Zytotoxizität an NSH-Zellen. Test 1 beinhaltet die Negativkontrolle und die 

Konzentrationen 0,01µg/ml, 0,1µg/ml, 1µg/ml, 10µg/ml, 100µg/ml, 1000µg/ml und 2000µg/ml 

für S-DMSO-Gemisch + Menthol. Test 2 umfasst die gleichen Konzentrationen - Menthol. In grün 

hinterlegt sind statistisch signifikante Werte. 
 

Friedman-Test p-Wert α-Niveau 

Test 1 (+ Menthol) 0,0300 0,05 

Test 2 (- Menthol) 0,0083 0,05 

 

Im Wilcoxon-Ransom-Test kann kein statistisch signifikanter Unterschied der 

aufsteigenden Konzentrationen gepaart zur Negativkontrolle aufgezeigt werden. Es 

wurde jeweils die Negativkontrolle mit den aufsteigenden Konzentrationen verglichen. 

Der α-Fehler wurde durch die Bonferroni-Holm-Korrektur angepasst. 

Tabelle 25: Zytotoxizität nach Inkubation von NSH mit S-DMSO-Gemisch + Menthol. Dargestellt 

ist der Median, p-Werte und das lokale α-Niveau. Der Median berechnet sich hier jeweils auf 

Basis von 10 Mittelwerten der gemessenen Prozent-Werte. Der Prozent-Median der 

Negativkontrolle liegt bei 97,05. 
 

Wilcoxon-Ransom-Test Median p-Wert α-Niveau 

0,01 vs. Medium 96,10 0,1304 0,017 

0,1 vs. Medium 96,40 0,3256 0,025 

1 vs. Medium 97,00 0,9097 0,05 

10 vs. Medium 95,71 0,0587 0,0125 

100 vs. Medium 95,48 0,0081 0,00625 

1000 vs. Medium 93,84 0,0091 0,007 

2000 vs. Medium 95,73 0,0155 0,0083 

MMS 400µM vs. Medium 95,96 0,0535 0,01 
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Tabelle 26: Zytotoxizität nach Inkubation von NSH-Zellen mit S-DMSO-Gemisch - Menthol. 

Dargestellt ist der Median, p-Werte und das lokale α-Niveau. Der Median berechnet sich hier 

jeweils auf Basis von 10 Mittelwerten der gemessenen Prozent-Werte. Der Prozent-Median der 

Negativkontrolle liegt bei 96,725. 
 

Wilcoxon-Ransom-Test Median p-Wert α-Niveau 

0,01 vs. Medium 96,48 0,7624 0,05 

0,1 vs. Medium 96,28 0,2899 0,017 

1 vs. Medium 96,55 0,4057 0,025 

10 vs. Medium 94,36 0,0156 0,0083 

100 vs. Medium 94,67 0,0191 0,01 

1000 vs. Medium 94,62 0,0126 0,00625 

2000 vs. Medium 94,75 0,0413 0,0125 

MMS 400µM vs. Medium 95,11 0,0126 0,00625 

 

Im Vergleich der beiden Schnupftabaksorten im Wilcoxon-Ransom-Test kann ebenfalls 

keine statistische Signifikanz nachgewiesen werden. Der p-Wert liegt zwischen minimal 

0,1403 und maximal 0,0890. 

Tabelle 27: Dargestellt ist der Vergleich zwischen den beiden Schnupftabaksorten +/- Menthol 

an NSH-Zellen mit Angabe des jeweiligen p-Wertes, Signifikanzniveau bei 0,05. 
 

Wilcoxon-Ransom-Test p-Wert 

Medium vs. Medium  0,8798 

(+) 0,01 vs. (-) 0,01 0,8206 

(+) 0,1 vs. (-) 0,1 0,623 

(+) 1 vs. (-) 1 0,3258 

(+) 10 vs. (-) 10 0,3445 

(+) 100 vs. (-) 100 0,1988 

(+) 1000 vs. (-) 1000 0,7623 

(+) 2000 vs. (-) 2000 0,2565 

MMS vs. MMS 0,1403 

Die Vitalität der Zellen liegt, wie in Abbildung 35 und Abbildung 36 ersichtlich, selbst 

bei der höchsten verwendeten Konzentration (2000µg/ml) im Median bei 95%. Dies gilt 

hierbei für beide verwendeten Tabaksorten. Insgesamt sieht man mit steigender 
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Konzentration eine leicht abfallende Tendenz, jedoch ist diese nicht statistisch 

signifikant. 

 

Abbildung 35: Ergebnisse der Vitalitätsbestimmung im Trypanblautest. Inkubation von NSH mit S-

DMSO-Gemisch + Menthol in aufsteigender Konzentration. Auf der Y-Achse befindet sich die Vitalität in 

Prozent, auf der X-Achse aufsteigend die Stoffkonzentrationen. Es zeigt sich kein signifikanter 

Vitalitätsabfall. 

 
Abbildung 36: Ergebnisse der Vitalitätsbestimmung im Trypanblautest. Inkubation von NSH mit S-

DMSO-Gemisch - Menthol in aufsteigender Konzentration. Auf der Y-Achse befindet sich die Vitalität in 

Prozent, auf der X-Achse aufsteigend die Stoffkonzentrationen. Es zeigt sich kein signifikanter 

Vitalitätsabfall. 
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3.4.2 Genotoxizitätsbestimmung durch den Einzelzell-Mikrogel-

Elektrophorese-Assay 

An frisch isolierten NSH-Zellen zeigt die einstündige Inkubation mit Schnupftabak im 

Friedman-Test einen statistisch signifikanten Unterschied in Bezug auf die Genotoxizität, 

gemessen im Comet-Assay. Dies gilt für beide getesteten Schnupftabaksorten. 

Tabelle 28: Genotoxizität an NSH-Zellen. Test 1 beinhaltet die Negativkontrolle und die 

Konzentrationen 0,01µg/ml, 0,1µg/ml, 1µg/ml, 10µg/ml, 100µg/ml, 1000µg/ml und 2000µg/ml 

für S-DMSO-Gemisch + Menthol. Test 2 umfasst die gleichen Konzentrationen - Menthol. In grün 

hinterlegt sind statistisch signifikante Werte. 
 

Friedman-Test p-Wert α-Niveau 

Test 1 (+ Menthol) 0,00001 0,05 

Test 2 (- Menthol) 0,00001 0,05 

 

Tabelle 29 stellt die Median-Werte des OTM, die errechneten p-Werte und lokalen α-

Werte bei der Inkubation von NSH mit S-DMSO-Gemisch + Menthol dar. Der Wilcoxon-

Ransom-Test wurde dabei in Bezug auf den Vergleich zwischen der Negativkontrolle und 

der jeweiligen Konzentration durchgeführt. Dabei zeigt sich, dass der Anstieg des 

Olivetailmoments ab einer Konzentration von 1000µg/ml statistisch signifikant wird. Das 

Maximum der getesteten Versuchsreihe wird, abgesehen von der Positivkontrolle, bei 

einer Konzentration von 2000µg/ml mit einem Medianwert von 3,67 erreicht. Auch die 

Positivkontrolle mit 400µM MMS zeigt eine statistische Signifikanz, wobei die OTM-

Werte noch einmal über den erreichten Werten der verschiedenen 

Schnupftabakkonzentrationen liegen. 

Tabelle 29: Genotoxizität nach Inkubation von NSH-Zellen mit S-DMSO-Gemisch + Menthol. 

Dargestellt ist der Median, p-Werte und das lokale α-Niveau. Der Median berechnet sich jeweils 

auf Basis von 10 Mittelwerten der gemessenen OTM-Werte. Der OTM-Median der 

Negativkontrolle liegt bei 0,37935. In grün sind p-Werte hinterlegt, welche gemessen an ihrem 

lokalen α-Niveau eine Signifikanz aufweisen. 
 

Wilcoxon-Ransom-Test Median p-Wert α-Niveau 

0,01 vs. Medium 0,40 0,8206 0,0125 

0,1 vs. Medium 0,42 1,0000 0,05 

1 vs. Medium 0,39 0,9397 0,025 

10 vs. Medium 0,50 0,3258 0,01 
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Wilcoxon-Ransom-Test Median p-Wert α-Niveau 

100 vs. Medium 0,66 0,0821 0,017 

1000 vs. Medium 1,35 0,0012 0,0083 

2000 vs. Medium 3,67 0,0002 0,00625 

MMS 400µM vs. Medium 11,72 0,0002 0,00625 

 

Tabelle 30 zeigt, dass bei der Inkubation mit S-DMSO-Gemisch - Menthol ebenfalls ein 

statistisch signifikanter Unterschied ab einer Konzentration von 1000µg/ml zu 

verzeichnen ist. Auch bei dieser Tabaksorte wird eine vielfache Steigerung des 

Olivetailmoments deutlich. 

Tabelle 30: Genotoxizität nach Inkubation von NSH-Zellen mit S-DMSO-Gemisch - Menthol. 

Dargestellt ist der Median, p-Wert und das lokale α-Niveau. Der Median berechnet sich hier 

jeweils auf Basis von 10 Mittelwerten der gemessenen OTM-Werte. Der OTM-Median der 

Negativkontrolle liegt bei 0,5958. In grün sind p-Werte hinterlegt, welche gemessen an ihrem 

lokalen α-Niveau eine Signifikanz aufweisen. 
 

 

Wilcoxon-Ransom-Test Median p-Wert α-Niveau 

0,01 vs. Medium 0,45 0,5967 0,025 

0,1 vs. Medium 0,49 0,6501 0,05 

1 vs. Medium 0,67 0,5453 0,0125 

10 vs. Medium 0,64 0,5453 0,0125 

100 vs. Medium 0,90 0,0696 0,01 

1000 vs. Medium 2,37 0,0003 0,0083 

2000 vs. Medium 4,43 0,0002 0,00625 

MMS 400µM vs. Medium 14,65 0,0002 0,00625 
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Die folgende Tabelle zeigt den Vergleich der beiden Tabaksorten miteinander. Es wurden 

alle sieben verschiedenen Konzentrationen miteinander verglichen, außerdem die Positiv- 

und Negativkontrolle, um mögliche Fehlerquellen auszuschließen. Es wird deutlich, dass 

kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Tabaksorten in Bezug auf 

das Olivetailmoment festgestellt werden kann. 

Tabelle 31: Dargestellt ist der Vergleich zwischen den beiden Schnupftabaksorten, mit Angabe 

des jeweiligen p-Wertes, Signifikanzniveau bei 0,05. 
 

Wilcoxon-Ransom-Test p-Wert 

Medium vs. Medium  0,1509 

(+) 0,01 vs. (-) 0,01  0,3258 

(+) 0,1 vs. (-) 0,1  0,1509 

(+) 1 vs. (-) 1  0,0343 

(+) 10 vs. (-) 10  0,1736 

(+) 100 vs. (-) 0,1988 

(+) 1000 vs. (-) 1000  0,1124 

(+) 2000 vs. (-) 2000 0,4057 

Positivkontrolle vs. Positivkontrolle 0,2568 

 

In den folgenden zwei Graphen wird der OTM-Wert der Nasenschleimhautzellen nach 

der Inkubation mit dem verwendeten S-DMSO-Gemisch, mit einer Negativkontrolle (nur 

Medium) und einer Positivkontrolle (MMS) dargestellt. In niedrigen Konzentrationen 

bleibt das Olivetailmoment konstant, um ab 1000µg/ml einen statistisch signifikanten 

Anstieg zu verzeichnen. Bei der Positivkontrolle fällt der höchste OTM-Wert auf. 
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Abbildung 37: Ergebnisse der Genotoxizitätsbestimmung im Comet-Assay. Inkubation von NSH-Zellen 

mit S-DMSO-Gemisch + Menthol. Auf der Y-Achse befindet sich das OTM (einheitslos), auf der X-Achse 

aufsteigend die Stoffkonzentrationen. Es zeigt sich ein statistisch signifikanter Anstieg des OTM ab einer 

Konzentration von 1000µg/ml. Mit einem roten Stern markierte Graphen zeigen eine statistische 

Signifikanz. 

 

Abbildung 38: Ergebnisse der Genotoxizitätsbestimmung im Comet-Assay. Inkubation von NSH-Zellen 

mit S-DMSO-Gemisch - Menthol. Auf der Y-Achse befindet sich das OTM (einheitslos), auf der X-Achse 

aufsteigend die Stoffkonzentrationen. Es zeigt sich ein statistisch signifikanter Anstieg des OTM ab einer 

Konzentration von 1000µg/ml. Mit einem roten Stern markierte Graphen zeigen eine statistische 

Signifikanz. 
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4.1 Diskussion der Zellarten und Methodik 

Die folgenden drei Abschnitte beinhalten die Diskussion über die beiden gewählten 

Zellarten, Lymphozyten und Nasenschleimhautzellen, anschließend wird die Methodik 

betrachtet. Es wird auf die Stärken des Einzelzell-Mikrogelelektrophorese Assays und die 

Auswertung eingegangen. Weiterhin wird verdeutlich, warum der Mikrokernversuch als 

Suchtest gewählt wurde und welche Kriterien erfüllt sein mussten, damit Zellen als 

mikrokernhaltig detektiert wurden.  

4.1.1 Lymphozyten und Nasenschleimhautzellen 

In vitro Modelle besitzen gegenüber in vivo Experimenten den Vorteil, dass sie unter 

standardisierten Bedingungen ablaufen und erfasst werden können. Somit können externe 

Faktoren zu einem großen Teil ausgeschlossen werden. Es muss hingegen beachtet 

werden, dass sie nicht die genaue in vivo Situation widerspiegeln und keine 

hundertprozentige Voraussage für den menschlichen Organismus geben können. 

[Kleinsasser et al. 2004a] 

Zellen aus dem peripheren Vollblut zu gewinnen, ist eine einfache und schnelle Methode. 

Sie ist mit wenigen Risiken für den Probanden verbunden und liefert eine suffiziente 

Menge Lymphozyten. Da Lymphozyten durch das Blut in jedes Organ gelangen, können 

sie als Zellen betrachtet werden, welche den ganzen Organismus repräsentieren [Collins et 

al. 2008]. In einigen Arbeiten wurde darüber diskutiert, ob das mechanische Isolieren der 

Lymphozyten, wie in dieser Arbeit geschehen, zu einem Anstieg des DNA-Schadens im 

Comet-Assay führen könnte [Collins et al. 2014]. Jedoch zeigte die Arbeit von Speit und 

Bausinger, dass eine Isolation von Lymphozyten aus dem Vollblut keinen signifikanten 

Einfluss auf die DNA-Schädigung hat [Bausinger und Speit 2016]. Diese Vorteile und die 

Standardisierung der Gewinnung und der Behandlung mit dem jeweiligen Xenobiotikum 

sorgen dafür, dass sie häufig in in vitro Studien verwendet werden [Kleinsasser et al. 2004b]. 

In dieser Arbeit wurden Lymphozyten sowohl frisch isoliert als auch rekultiviert nach 

Einfrieren mit dem Xenobiotikum inkubiert. Es besteht die Vermutung, dass eine 

Schwierigkeit der Kryokonservierung darin liegen könnte, dass die sehr niedrigen 
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Temperaturen von -80°C einen Einfluss auf bestimmte Funktionen der Zellen haben, 

obwohl sie vom Untersucher immer noch als lebend angesehen werden [Fujiwara et al. 1986]. 

Allerdings konnte die Arbeit von Schmezer et al. aufzeigen, dass es keinen statistisch 

signifikanten Unterschied zwischen frisch isolierten und kryokonservierten Lymphozyten 

in einem Zeitraum von unter einem Jahr gibt [Schmezer et al. 2001]. 

Um die Geno- und Zytotoxizität direkt an den Zellen zu untersuchen, welche als erste bei 

Konsum von Schnupftabak mit diesem in Kontakt treten, wurden 

Nasenschleimhautzellen verwendet. Diese Zellen wurden frisch aus dem Operationssaal 

in das Labor gebracht und für 24 Stunden durch eine Enzymlösung von anderen im 

Präparat enthaltenen Zellen isoliert.  

Die gewonnenen Zellen stammten hierbei aus den unteren und mittleren Nasenmuscheln, 

welche von ihrer funktionellen und enzymatischen Ausstattung den Zellen des oberen 

und mittleren Bereich des Atemtraktes ähneln und stellvertretend für diese verwendet 

werden können [Merkle et al. 1998]. 

Um den Einfluss durch verschiedene Probanden zu vermeiden, wurden die Lymphozyten 

und die Nasenschleimhautzellen jeweils von denselben Personen entnommen und 

verwendet. Auch die Zellen, welche für den Mikrokerntest verwendet wurden, stammen 

von den Personen, die ihre Nasenschleimhaut und Lymphozyten für den Comet-Assay 

und den Trypanblautest bereit stellten. Hierfür wurden die Lymphozyten von sieben 

Patienten eingefroren und später für den Versuch rekultiviert. 

4.1.2 Nachweis durch den Einzelzell-Mikrogelelektrophorese Assay 

Die minimalen Standards des Einzelzell-Mikrogelelektrophorese Assay, kurz Comet-

Assay, wurden im Jahr 1999 in Washington durch ein Experten-Komitee definiert und als 

eine Methode der Wahl festgelegt, um DNA-Schäden in Einzelzellen nachzuweisen.  

Der Comet-Assay bietet für die DNA-Analyse eine hohe Sensitivität bei schon kleinsten 

Schäden. Hierfür benötigt der Test nur sehr wenig Zellmaterial und bietet bei geringen 

Kosten im Vergleich zu anderen Methoden eine hohe Flexibilität sowie eine leichte und 

schnelle Durchführbarkeit. [Tice et al. 2000] 

Als Grundlage für die Diskussion in Washington diente die alkalische Gelelektrophorese 

nach Singh, in welcher, im Gegensatz zum ersten durchgeführten Comet-Assay [Ostling und 

Johanson 1984], ein pH-Wert von >13 eingestellt wurde. Diese Methode hat den Vorteil, dass 
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sie eine signifikant längere Wanderung der DNA im elektrischen Feld bewirkt und sich 

Schäden somit früher darstellen lassen [Singh et al. 1988]. 

Durch den Comet-Assay nach Singh lassen sich am besten Einzelstrangbrüche, 

„alkalilabile“ Stellen, DNA-DNA- oder DNA-Protein-Crosslinks und Einzelstrang- 

sowie Doppelstrangbrüche mit inkompletter Reparatur nachweisen [Tice et al. 2000]. 

In dieser Arbeit wurde deshalb ebenfalls die Methode von Singh als Grundlage 

verwendet, um DNA-Schäden aufzeigen zu können. Der Comet-Assay diente hierbei als 

eine Art Suchtest, um feststellen zu können, ob und ab welcher Xenobiotikakonzentration 

ein Schaden am Erbgut deutlich wird. Der Comet-Assay wird in der Forschung oft für die 

Testung von Xenobiotika eingesetzt und hat sich in anderen Arbeiten als Methode zum 

Nachweis von DNA-Schäden bewährt [Kleinsasser et al. 2006]. 

Weiterhin dient der Comet-Assay zur Untersuchung von Tumoren, zum Beispiel auf die 

Reaktion gegenüber bestimmten Substanzen [Olive et al. 1990a]. Auch 2016 spielt der Comet-

Assay noch eine große Rolle bei der Betrachtung von Tumortherapien. So forschten Zeng 

Hu und Kollegen an einer Tumortherapie von hepatozellulären Carcinomen (HCC) mit 

einer Kombination aus Ultraschall und 5-Fluorouracil. Sie verglichen ihre Ergebnisse im 

Comet-Assay mit Zellen, welche nur mit 5-Fluoruracil behandelt wurden [Hu et al. 2016]. 

Die Auswertung der Zellen erfolgte nach Anfärben durch den Farbstoff GelRed™ unter 

einem Fluoreszenzmikroskop mit Hilfe des Programms Comet 5.5 (siehe Abbildung 39). 

Dieses Programm ermöglicht eine weitgehend untersucherunabhängige Betrachtung der 

wichtigsten Parameter der Kometen und eine deutliche Zeitersparnis gegenüber der 

anfänglich verwendeten Methode, die Kometen per Hand auszumessen und zu 

vergleichen [Singh et al. 1988]. 
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Abbildung 39: Dargestellt ist das Programm Comet 5.5, welches die Intensität des Lichtes in einem 

Graphen und in Zahlenwerten (hier nicht dargestellt) abbildet und somit die Auswertung vereinfacht. 

Als statistische Parameter wurden die Schweiflänge (Tail Length, TL), der prozentuale 

DNA-Gehalt im restlichen Kern (Head DNA, HD), der prozentuale DNA-Gehalt im 

Schweif (Tail DNA, TD) und der einheitslose Olivetailmoment (OTM) erhoben. Das 

OTM wurde 1993 von Olive und Banath als Maß eingeführt. Es berechnet sich aus dem 

Produkt der Schweiflänge und des DNA-Gehalts im Schweif [Olive und Banath 1993]: 

𝑂𝑙𝑖𝑣𝑒𝑡𝑎𝑖𝑙𝑚𝑜𝑚𝑒𝑛𝑡 = 𝑆𝑐ℎ𝑤𝑒𝑖𝑓𝑙ä𝑛𝑔𝑒 𝑥 𝐷𝑁𝐴 𝐺𝑒ℎ𝑎𝑙𝑡 𝑖𝑚 𝑆𝑐ℎ𝑤𝑒𝑖𝑓 

 

Die Tail Length (TL) ist hierbei sehr simpel zu messen und ist proportional zur Menge 

an Strangbrüchen und alkalilabilen Stellen. Die Tail DNA (TD) ist definiert als die Menge 

an DNA, die gemessen an der Gesamt-DNA aus dem Nucleus gezogen wurde. Dieser 

prozentuale Anteil ist somit direkt proportional zum Anteil an geschädigter DNA. Die 

Head DNA (HD) ist der Anteil, welcher im eigentlichen Kerngebiet zurückbleibt und ist 

somit als intakt zu werten. Alle anderen Daten errechnen sich aus diesen messbaren 

Werten.  

Studien haben gezeigt, dass das OTM und die TD die besten Korrelationen zwischen der 

Dosis eines getesteten Xenobiotikum und der genotoxischen Wirkung aufzeigen. 

Allerdings ist es schwierig, die Werte des OTM für verschiedene Labore miteinander zu 

vergleichen, da verschiedene Softwares unterschiedlich hohe OTM-Werte anzeigen 
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können [Kumaravel und Jha 2006]. Aber auch die anderen erfassten Werte (TL, TD und HD) 

können nur mit Einschränkungen zwischen verschiedenen Studien verglichen werden, da 

die Ergebnisse ebenfalls vom jeweiligen Untersucher, den Einstellungen an der Software 

sowie dem Mikroskop abhängig sind.  

4.1.3 Nachweis durch den Mikrokernversuch 

Der Mikrokernversuch ist ein adäquater Test zur Beurteilung von 

Chromosomenverlusten, Chromosomenteilverlusten und Chromosomen, die während der 

Mitose nicht richtig getrennt worden sind. Solche Schäden an der DNA können 

beispielsweise durch Strangbrüche oder Fehler im Reparatursystem der Zelle auftreten. 

Durch diese Fähigkeit ist der Test gut geeignet, um DNA-Schäden beurteilen zu können 

, welche durch Xenobiotika verursacht wurden. [Fenech 2005; Fenech 2008] 

Mikrokerne entstehen durch Chromosomenbruchstücke oder ganze Chromosomen, die in 

der Anaphase der Mitose nicht richtig zu dem jeweiligen Pol des ehemaligen 

Kerngebietes gezogen wurden. Sie gelten somit als Maßstab für Schäden an der DNA. 

Für die Zählung als Mikrokern müssen bestimmte Kriterien erfüllt sein: 

• Mikrokerne dürfen nicht größer als 1/3 des Hauptkerns sein. 

• Mikrokerne sind nicht mit dem Hauptkern verbunden. 

• Mikrokerne müssen als Ganzes vorliegen und sind somit von Artefakten 

abzugrenzen. 

• Mikrokerne sind von der Intensität der Farbe dem Kern gleichzustellen. 

• Nur Mikrokerne in zweikernigen Zellen werden gewertet. 

Als Maßstab für den genotoxischen Schaden werden neben Mikrokernen auch Apoptosen 

und Nekrosen ausgewertet. Für die Bestimmung der Teilungsaktivität der Zellen werden 

Mitosen, doppelkernige und mehrkernige Zellen ausgezählt. [Fenech 2007] 

Mikrokerne entstehen auch in gesunden, jungen Lebewesen. Ihre Anzahl nimmt im 

menschlichen Organismus mit dem Alter zu, dies hat verschiedene Gründe. Zum einen 

entstehen Mikrokerne durch Mutationen an Kinetochorproteinen, dem Spindelapparat 

und am Zentromer, was zu einer falschen Chromosomenaufteilung in der Anaphase führt. 

Zum anderen führen fehlerhafte DNA-Reparaturmechanismen zu Chromosomenbrüchen 

und somit zu Mikrokernen [Fenech 1993]. Deswegen wurde in dieser Arbeit bei jeder 
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verwendeten Lymphozytenprobe eines Spenders eine Negativkontrolle ohne 

Xenobiotikazusatz angefertigt. 

Um Mikrokerne auszuwerten ist es entscheidend Zellen zu erkennen, welche sich erst 

nach der Zugabe des Xenobiotikas geteilt haben. Der Grund hierfür ist, dass Mikrokerne 

nur in der Anaphase der Mitose entstehen und auch nur in geteilten Kernen abgebildet 

werden können. Es ist außerdem entscheidend, dass sich die Zellen nur einmal nach der 

Zugabe des Agens geteilt haben, da eine weitere Teilung die Ergebnisse verfälschen 

könnte. Aus diesem Grund wurde der cytokinesis-block micronucleus (CBMN) assay 

verwendet [Fenech und Morley 1985]. Es wird durch die Zugabe von Cytochalasin B die 

Mikrofilamentzusammensetzung und dadurch die Zellteilung gehemmt. Somit lässt sich 

laut Fenech und Morley die Genauigkeit und Sensitivität des Tests steigern [Fenech und Morley 

1986].  

Der Mikrokernversuch, zeigt sich als etablierte und gut funktionierende Methode in 

unzähligen Arbeiten, beispielsweise zeigte der Test verringerte chromosomale Schäden 

an Lymphozyten nach bariatrischen Operationen [Bankoglu et al. 2018].  

Der Vorteil des Mikrokernversuchs besteht darin, dass er neben den Schäden an der DNA 

in Form von Mikrokernen auch Aussagen über den Zustand der Zellen in Form von 

Apoptose, Nekrose, Mitose und Zellteilung geben kann. Ein weiterer Vorzug ist das breite 

Anwendungsgebiet, so können neben Lymphozyten und Nasenschleimhautzellen etwa 

auch Hepatozyten verwendet werden [Hintzsche et al. 2018]. 

Ein Nachteil des Tests ist, dass nur Zellen betrachtet werden, welche eine Mitose 

durchlaufen können. Außerdem kann nicht genau beurteilt werden, ob das jeweilige 

Agens mit der Zelle relativ genau vor der Zellteilung in Berührung kommen konnte. Ein 

weiterer Nachteil ist das subjektive Auswerten des Tests, da die Auswertung durch einen 

Untersucher am Fluoreszenzmikroskop durchgeführt wird (siehe 4.2.4). 

4.2 Diskussion der Ergebnisse 

Der folgende Teil bezieht sich auf die vorliegenden Daten und Überlegungen sowie der 

Vergleich mit anderen Forschungsarbeiten über das Thema Schnupftabak und Menthol. 

Des Weiteren wird ein Vergleich zum Zigarettenkonsum aufgezeigt. 
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4.2.1 Auswirkungen von Schnupftabak auf den Menschen 

Es gibt viele Studien über die Auswirkungen von rauchfreiem Tabak auf den 

menschlichen Organismus. Hierbei handeln die meisten Arbeiten unter dem Begriff 

„Smokeless tobacco“ von Tabaksorten zum Kauen oder sie beschäftigen sich 

hauptsächlich mit den Auswirkungen des enthaltenen Nikotins. Wie in der Einleitung 

beschrieben, stellt die WHO fest, dass „Smokeless tobacco“ der WHO-Klassifikation 

Gruppe 1 entspricht [WHO 1987], wobei hierbei vor allem der Kautabak genannt wird. 

Rauchfreier Tabak enthält mehr als 30 bekannte karzinogene Stoffe. Außerdem findet 

sich in diesen Produkten die höchste Menge an Nitrosaminen, der sich ein Mensch, 

außerhalb von berufsbedingten Belastungen, aussetzen kann [Boffetta et al. 2008]. Von diesen 

Nitrosaminen gilt 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanon (NNK) als das stärkste 

Karzinogen. In Tierversuchen löste es vor allem Tumore der Lunge, aber auch des 

Pankreas, der Nasenschleimhaut und der Leber aus [Hecht 1998]. Rauchfreier Tabak wird 

häufig als weniger karzinogen als Zigarettentabak angesehen, da keine Verbrennung 

stattfindet, welche für die Giftigkeit der Inhaltsstoffe eine große Rolle spielt. Eine Studie 

von Hecht und Kollegen konnte jedoch aufzeigen, dass das Abbauprodukt von NNK im 

Urin bei Konsumenten von rauchfreiem Tabak sogar höher war (siehe Abbildung 40) als 

bei Rauchern. Durch diese Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Belastung durch NNK 

von Zigaretten mit rauchfreien Tabaksorten zumindest vergleichbar ist [Hecht et al. 2007]. 

Eine Quelle, die einen Zusammenhang zwischen dem Konsum von rauchfreiem Tabak 

und Krebs im Mundraum demonstriert, ist die Studie von Winn et al. aus dem Jahr 1981. 

Hier wurden Frauen, die wegen Krebs im Nasenrachenraum das Krankenhaus besuchten 

oder daran starben, mit Frauen verglichen, die an anderen Krankheiten litten. Dabei 

stellen die Autoren fest, dass der Konsum von rauchfreiem Tabak das Risiko an Krebs im 

Mund und Pharynxbereich vervierfacht. Das höchste Risiko lag hierbei vor allem an den 

Stellen, wo der Tabak direkt die Schleimhaut berührte. [Winn et al. 1981] Eine Studie aus dem 

Jahr 1988 konnte ebenfalls eine Assoziation zwischen dem Gebrauch von Kautabak und 

Mundhöhlenkrebs feststellen, allerdings konnte hierbei der Faktor Zigarettenrauch nicht 

ausgeschlossen werden [Spitz et al. 1988]. 

Das rauchfreie Tabakerzeugnisse eine karzinogene Wirkungen haben können, zeigt der 

starke Gebrauch von Betelnuss mit Tabak und Kautabak mit Limette, da er als einer der 

Hauptrisikofaktoren für die hohe Inzidenz von Krebs im Mundraum in Indien und 
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Südasien gilt [Gupta und Ray 2003]. In einer Kohorten-Studie aus Norwegen konnte festgestellt 

werden, dass der Gebrauch von Snus zu einem erhöhten Risiko für das Auftreten von 

Pankreaskrebs führte (Relatives Risiko: 1,12 – 2,50). Andere untersuchte Tumorleiden 

konnte hingegen keine höhere Gefährdung durch den Gebrauch von Snus zugeordnet 

werden. [Boffetta et al. 2005] 

 

Abbildung 40: Dargestellt ist in logarithmischer Skalierung der Wert an Abbauprodukt von NNK im Urin 

von Rauchern (links) und Personen, die rauchfreien Tabak verwenden (rechts) [Hecht et al. 2007] 

Viele dieser ausgewählten Arbeiten legen nahe, dass die WHO mit ihrer Einschätzung 

der Krebsentstehung durch Kautabak richtig liegt. 

Außerdem konnte neben dieser Einstufung als karzinogen in anderen Arbeiten gezeigt 

werden, dass durch rauchfreien Tabak eine deutlich höhere Dosis an Nikotin im Blut 

erreicht wird, als durch das Rauchen einer Zigarette. Die Auswirkungen des 

Nikotinspiegels waren ebenfalls durch einen erhöhten Blutdruck im kardiovasuklären 

System messbar [Benowitz et al. 1988]. 

Aus den oben genannten Studien lässt sich festhalten, dass Kautabak, mit einem erhöhten 

Risiko der Karzinomentstehung einhergeht. Die hierzu durchgeführten Studien sind 

zahlreich und vielfältig. Anders sieht es bei der wissenschaftlichen Aufarbeitung von 

Schnupftabak und seinen Auswirkungen auf den menschlichen Organismus aus. Die 
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WHO klassifiziert in ihrem International Agency for Research on Cancer (IARC) Vol. 

89, wie in der Einleitung bereits erwähnt, Tabak zum nasalen Gebrauch als nicht 

krebserregend [WHO 2007]. Dabei bezieht sie sich auf eine Studie aus dem Jahr 1984 von 

Brinton et al. In dieser Fall-Kontroll-Studie, durchgeführt in North Carolina und Virginia, 

wurden 160 Fälle eingeschlossen. Diese Fälle waren Patienten mit Tumoren der 

Nasenhöhle oder der Nasennebenhöhlen. Die gematchten Kontrollen durften hingegen 

keine Tumore oder strukturelle Auffälligkeiten der Nase aufweisen. Auf die 160 Fälle 

kamen in der Endstudie 290 Kontrollen. Die Personengruppen wurden retrospektiv über 

ihr Konsumverhalten befragt. Brinton und Koautoren (1984) stellten in ihrer Arbeit fest, 

dass in der Fallgruppe mehr Schnupftabakkonsumenten als in der Kontrollgruppe waren, 

dies jedoch aufgrund des hohen Konfidenzintervalls (0,8 – 2,8) nicht statistisch 

signifikant war (siehe Tabelle 32). 

Tabelle 32: Gegenübergestellt sind Fälle, definiert als Personen, die einen Tumor im Kopf-Hals-

Bereich aufwiesen und Kontrollen, bei welchen kein Tumor vorlag. In der letzten Spalte ist das 

Relative Risiko (RR) mit dem Konfidenzintervall (CI) angegeben [Brinton et al. 1984] 

Schnupftabakkonsum Fälle Kontrollen Relatives Risiko 

(95% CI) 

Nein 136 260 1,00 

Ja 23 28 1,47 (0,8 – 2,8) 

 

In der gleichen Arbeit wurde die histologische Verteilung untersucht. Dabei wurde 

festgestellt, dass Schnupftabakkonsumenten im Vergleich zu Nichtkonsumenten mit 

einem Relativen Risiko (RR) von 1,86 vermehrt Plattenepithelkarzinome aufwiesen. 

[Brinton et al. 1984]. 

Auf ein ähnliches RR wie Brinton et al. kam eine retrospektive Fall-Kontroll-Studie aus 

dem Jahr 2012, welche in Bayern und Baden-Württemberg durchgeführt wurde. Hierbei 

wurden Personen aus einem HNO-Tumorregister telefonisch über ihren 

Schnupftabakkonsum befragt und mit einer Kontrollgruppe verglichen, welche keine 

Tumore aufwiesen. Das RR, betrug in der Fallgruppe 1,45 mit einem Konfidenzintervall 

zwischen 0,88 und 2,38 und war somit auch nicht statistisch signifikant. Die Arbeit legte 

jedoch nahe, dass ein erhöhtes Risiko für die Krebsentstehung vor allem auf 
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Personengruppen zurückzuführen ist, welche neben dem Schnupftabakkonsum auch 

rauchten. Vor allem die Gruppe, die als „Raucher“ definiert war und dabei gleichzeitig 

mehr als 12,5 Jahre Schnupftabak konsumiert hatte, zeigte ein statistisch signifikantes 

Relatives Risiko von 6,91 (CI: 2,31 – 2,069) [Greiser et al. 2012]. In einer weiteren Studie aus 

Indien konnte ein Zusammenhang zwischen Krebsentstehung und Schnupftabak 

nachgewiesen werden. Nach Elimination von anderen Risikofaktoren wie Alkohol, lag 

der p-Wert allerdings bei über 0,05 und war somit nicht mehr statistisch signifikant 

[Sankaranarayanan et al. 1989]. 

Schon 1986 stellte Harrison bei 63 langjährigen Schnupftabakkonsumenten Metaplasien 

und Atrophien des mittleren und unteren Meatus nasi fest, jedoch zeigte sich kein Anhalt 

für Malignität [Harrison 1986]. 

Die langfristigen Auswirkungen von chronischem Schnupftabakkonsum wurden in einer 

Studie von Sreedharan et al. untersucht. Es zeigten sich erhöhte IgE-Werte im Blut. 

Außerdem klagten die betroffenen Personen über eine schlechte Nasenatmung mit 

Obstruktionen. In der klinischen Betrachtung konnte häufig ein Ödem der 

Nasenschleimhaut festgestellt werden. [Sreedharan et al. 2005] 

Wie an den Ergebnissen der Studien deutlich wird, lässt sich für Schnupftabak keine 

eindeutige Aussage über die geno- und zytotoxische Wirkung treffen. Zwar zeigten sich 

in vielen Arbeiten histologisch auffällige Metaplasien, hingegen keine vermehrten 

malignen Veränderungen. In den Fall-Kontroll-Studien wurden zwar vermehrt 

Schnupftabakkonsumenten in den Fall-Gruppen gefunden, es konnte aber keine 

statistische Signifikanz aufgezeigt werden. 

In dieser Arbeit wurde durch den Comet-Assay ein statistisch signifikanter genotoxischer 

Schaden ab einer Konzentration von 100µg/ml Schnupftabak bei Lymphozyten und 

1000µg/ml Schnupftabak bei Nasenschleimhautzellen aufgezeigt. Auch der Friedman-

Test zeigte bei beiden getesteten Zellarten eine Signifikanz. 

Auch an den gemessenen OTM-Werten sieht man eine deutliche Steigerung des 

Medianwertes. Die Negativkontrolle bei Lymphozyten zeigte einen Wert von ca. 0,28 bis 

0,36. Bei einer Konzentration von 100µg/ml lag der OTM-Medianwert bereits bei ca. 

1,08 und stieg bis 2000µg/ml sogar auf 3,5 bis 4,0 an. Für die Nasenschleimhautzellen 

war ein ähnlich starker Anstieg zu verzeichnen. Lag hier die Negativkontrolle noch bei 
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ca. 0,37 bis 0,59, stieg sie bei dem ersten signifikanten Wert von 1000µg/ml auf ca. 1,36 

bis 2,38.  

Der Mikrokernversuch als weiteren Test für den im Comet-Assay aufgezeigten Schaden 

zu verifzieren gelang nicht, weder bei der Anzahl der der Mikrokerne noch bei Apoptosen 

und Nekrosen. Allerdings sei hier gesagt, dass die einstündige Inkubation für den Test 

eventuell zu kurz war und der Schaden vielleicht nicht in der Mitose-Phase der Zellen 

verdeutlicht werden kann. Inwieweit der gefundene Schaden relevant für 

Schnupftabakkonsumenten ist, ist fraglich, da für diese Studie eine sehr breite 

Konzentrationsspanne gewählt wurde. Dies liegt daran, dass sich nur schwer abschätzen 

lässt, wieviel ein Schnupftabakkonsument pro einmaligem Schnupfen aufnimmt. Wie 

bereits in der Einleitung erwähnt, verwendet ein Konsument ca. 0,1 bis 0,2g Schnupftabak 

pro Prise [Pfaue et al. 2003]. Aber diese Angaben schwanken auch in der Literatur, so spricht 

das Bundesamt für Risikobewertung von 30 bis 50mg pro Anwendung [Bundesinstitut für 

Risikobewertung 2013]. Zusätzlich ist bis jetzt nicht vollständig geklärt, wie sich der 

Schnupftabak in der Nase verteilt und wie lange die Exposition stattfindet.  

Der in dieser Arbeit gefundene Schaden ist zwar statistisch signifikant, allerdings erst ab 

einem hohen Konzentrationsbereich. 

Die Zytotoxizität wurde im Trypanblautest gemessen, hierbei konnte im Wilcoxon-

Ransom-Test kein statistisch signifikanter Schaden festgestellt werden. Auch das 

optische Bild bei der Auswertung zeigte keine sichtbaren Veränderungen unter dem 

Mikroskop. Die positiven Friedman-Tests könnten dadurch erklärt werden, dass der Test 

nicht nur positiv ausfällt, wenn der Medianwert einer Probe deutlich von den anderen 

Proben abweicht, sondern auch, wenn es Unterschiede hinsichtlich des 

Verteilungsmusters bei gleichem Medianwert gibt. Zusätzlich waren alle Proben bei über 

95% Vitalität, sodass in dieser Arbeit von keinem zytotoxischen Schaden von 

Schnupftabak an Lymphozyten und Nasenschleimhautzellen ausgegangen werden kann. 

Die Einschätzung der WHO für Schnupftabak als nicht karzinogen [WHO 2007] bleibt nach 

dieser Arbeit offen, da zwar Schäden aufgezeigt werden konnten, jedoch eine hohe 

Konzentration erforderlich war, um diese hervorzurufen. Der Mikrokernversuch konnte 

die Ergebnisse des Comet-Assays nicht bestätigen, wobei es zwar einen Anstieg der 

Mikrokernanzahl im Mittelwert gegeben hat (siehe Anhang 14), aber weder der 

Wilcoxon-Ransom-Test, noch der Friedman-Test eine statistische Signifikanz zeigen 
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konnten. Dies kann darauf zurück zu führen sein, dass eine hohe Latenzzeit zwischen der 

Inkubation und der Auswertung der Zellen lag, da vor Nachweisbarkeit der Schäden eine 

Zellteilung ablaufen muss und in dieser Zeit eventuell schon Reparaturvorgänge 

stattfinden konnten. 

4.2.2 Unterschiede zwischen den beiden verwendeten Tabaksorten 

Die beiden verwendeten Tabaksorten unterscheiden sich in ihrem Anteil an ätherischem 

Öl-Zusatz und wurden im Laufe der Arbeit in Bezug auf ihre geno- und zytotoxischen 

Wirkungen verglichen. 

Der Einfluss von Menthol auf die Krebsentstehung wurde in vielen Studien untersucht, 

so zeigte eine Arbeit aus dem Jahr 1991 im Chromosomenaberrationstest und im 

Schwesterchromatidaustausch-Test keine vermehrten polyploiden Zellen oder 

strukturellen Aberrationen. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass Menthol keinen 

schädlichen Einfluss auf die Chromosomen in humanen Lymphozyten hat und somit nicht 

als Mutagen wirkt [Murthy et al. 1991].  

Neben dieser experimentellen Studie gibt es viele Fall-Kontroll-Studien über die 

Auswirkungen von Mentholzigaretten. Carpenter und Kollegen konnten in ihrer Arbeit 

zeigen, dass der Konsum von Mentholzigaretten und Zigaretten ohne Mentholzusatz zu 

einem ähnlich hohen Lungenkrebsrisiko führten [Carpenter et al. 1999]. Eine vergleichbare 

Arbeit aus dem Jahr 2003 konnte dieses Ergebnis mit einer deutlich größeren Fallzahl 

bestätigen [Stellman et al. 2003]. Außerdem ist der Genuss von mit Menthol versetzten 

Lebensmitteln laut dem National Cancer Institute zumindest in experimentellen 

Versuchen mit Mäusen und Ratten als unbedenklich einzustufen [Institute 1979]. 

In all diesen Arbeiten wird deutlich, dass Menthol nicht karzinogen auf den Organismus 

wirkt. Auch in dieser Arbeit konnte kein Unterschied zwischen den beiden verwendeten 

Schnupftabaksorten in Bezug auf die geno- und zytotoxische Wirkung dargestellt werden. 

Beide Tabaksorten hatten im Comet-Assay und dem Mikrokernversuch die gleichen 

Auswirkungen auf Lymphozyten und Nasenschleimhautzellen. 

Bei der statistischen Analyse durch den Wilcoxon-Ransom-Test konnte kein signifikanter 

Unterschied, weder bei niedrigen, noch bei hohen Konzentrationen, verzeichnet werden.  

Die Untersuchungen am Schnupftabak legen nahe, dass der ätherische Öl-Zusatz keine 

Auswirkung auf die Zellen der Probanden hatte. Menthol wird, wie auch in der Einleitung 
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aufgezeigt, dem Tabak für den Geruch und Geschmack zugesetzt. Es dient hierbei 

vermutlich durch seine kühlende Wirkung als Anreiz zum Schnupfen und sorgt für ein 

befreites Gefühl der oberen Atemwege. Zusätzlich erleichtert es jungen Konsumenten 

durch den als angenehm empfundenen Geschmack den Einstieg in den Konsum [Pötschke-

Langer et al. 2015]. 

4.2.3 Vergleich der Ergebnisse mit Zigarettenrauch 

In vielen Studien wurden die karzinogenen Auswirkungen von Zigarettenrauch 

nachgewiesen. Eine als gut befundene Methode zum Nachweis dieser Schäden 

repräsentiert der Comet-Assay, der auch in dieser Arbeit Anwendung fand. In diesen 

Studien wurde Vollblut von Rauchern und Nichtrauchern entnommen und auf DNA-

Schäden untersucht [Kleinsasser et al. 2005].  

Die Studienlage zeigt bei dem Vergleich von Rauchern und Nichtrauchern 

unterschiedliche Ergebnisse. So kommen viele Veröffentlichungen zu dem Schluss, dass 

der chronische Konsum von Zigaretten zu einem erhöhten Anteil an DNA-Schäden unter 

anderem in Form des erhöhten Olivetailmoments führt [Dhawan et al. 2001; Hininger et al. 2004]. 

Hingegen gibt es Publikationen, die keinen statistisch signifikanten Schaden im Comet-

Assay feststellen konnten [Hoffmann und Speit 2005; Speit et al. 2003]. 

Eine Metaanalyse aus dem Jahr 2005 kam unter Berücksichtigung von 38 Studien zu dem 

Schluss, dass ein erhöhter Schaden an der DNA von Rauchern gegenüber Nichtrauchern 

festgestellt werden kann [Hoffmann et al. 2005]. Zigarettenrauch besteht aus mehr als 4000 

verschiedenen Stoffen, von diesen werden laut IARC 81 als krebserregend eingestuft, 

davon 11 als Gruppe 1, 14 als Gruppe 2A und 56 als Gruppe 2B [Smith et al. 2003]. Von diesen 

Substanzen zählen die Nitrosamine, besonders NNK und NNN, als hoch karzinogen [Hecht 

1998]. Da, wie bereits in dieser Arbeit erwähnt, die Konzentrationen von NNK und NNN 

nach dem Gebrauch von rauchfreien Tabakprodukten bei den Konsumenten zumindest 

vergleichbar, wenn nicht sogar höher als bei Rauchern sind, besteht der Verdacht, dass 

auch Schnupftabakprodukte durch Nitrosamine schädlich sein können.  
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Vergleicht man die Nikotinkonzentrationen 

im Blut von Rauchern und 

Schnupftabakkonsumenten, so fällt auf, dass 

nach der Einnahme ähnliche Spiegel bei 

beiden Personengruppen gemessen werden 

[Russell et al. 1981]. 

Die gemessenen Nikotinspiegel von 

Rauchern direkt nach dem Genuss einer 

Zigarette liegen im Bereich von 100µg/ml 

(=0,0006mM) im Plasma und 4000ng/ml 

(=0,025mM) im Speichel [Schneider et al. 2001; 

Teneggi et al. 2002] . Kleinsasser et al. konnten in 

einer experimentellen Studie durch den 

Comet-Assay nachweisen, dass nach 

einstündiger Inkubation mit Nikotin an 

humanen Lymphozyten und Zellen der 

Tonsillen ein statistisch signifikanter 

Schaden ab einer Konzentration von 0,5mM 

entsteht. Dieser Wert ist gerade einmal 

20fach höher als der gemessene Spiegel nach 

einmaligem Zigarettenrauchen im Speichel 

und zeigt somit auch eventuelle Auswirkungen auf den Organismus in vivo. Hierbei muss 

allerdings beachtet werden, dass, wie bereits erwähnt, einige Arbeiten in vivo keinen 

Schaden bei chronischem Zigarettenkonsum feststellen konnten. Dies kann zum einen an 

der geringen Sensitivität der Testmethode liegen oder aber an den vermehrten 

Reparaturvorgängen in lebenden Organismen. [Kleinsasser et al. 2005] Die DNA-Schädigungen 

konnten auch im Mikrokernversuch durch den CBMN-Test deutlich gemacht werden, 

wobei eine Konzentration von 1µM zu einem statistisch signifikanten Anstieg der 

Mikrokerne führte [Argentin und Cicchetti 2004]. 

Auch eine Publikation über die Auswirkungen des Zigarettenrauch-Kondensates mit 

Messung von Nikotin und Teer zeigte einen deutlichen Anstieg der Zellstrangbrüche im 

Comet-Assay und der Mikrokerne im Mikrokernversuch [Kim et al. 2015]. 

Abbildung 41: Konzentrationsabhängiger 

DNA-Schaden durch Nikotin, gemessen durch 

das OTM im Comet-Assay [Kleinsasser et al. 2005] 
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Es wird durch diese und viele weitere Arbeiten deutlich, dass Zigarettenrauch einen 

schädlichen Einfluss auf die DNA bestimmter Zellen besitzt. In dieser Arbeit sind vor 

allem das Nikotin und die Nitrosamine als schädliche Inhaltsstoffe genannt, da diese auch 

in Schnupftabak in sehr großen Mengen enthalten sind und deren genotoxische Wirkung 

als bewiesen gilt. 

Für Schnupftabak konnte in der vorliegenden Arbeit, wie bereits in Abschnitt 4.2.1 

erläutert, ein genotoxischer Schaden bei hohen Konzentration (100µg/ml bei 

Lymphozyten und 1000µg/ml bei NSH) gemessen werden. Es ist unklar, wie hoch der 

Anteil an Nikotin und Nitrosaminen, welche über die Schleimhaut aufgenommen werden, 

im Schnupftabak ist. Daher stellt sich die Frage, ob der gemessene Schaden durch eine 

ähnlich hohe Konzentration von Nitrosaminen und Nikotin erreicht wird, wie bei 

Zigarettenrauch, oder ob weitere nicht untersuchte Stoffe im Schnupftabak für die 

Wirkung verantwortlich sind.  

4.2.4 Limitationen 

Limitationen der vorliegenden Arbeit sind zum einen die fehlende Kenntnis über die 

genaue Zusammensetzung des Schnupftabaks, sodass nicht zwischen den einzelnen 

Komponenten und deren Wirkung auf die Zellen unterschieden werden kann. 

Jedoch lag das Ziel dieser Arbeit darin, die Auswirkung von Schnupftabak als 

Gesamtprodukt zu erforschen. Zum anderen wurden die Temperaturschwankungen, 

welche in der Nase physiologisch vorkommen, nicht bei der Inkubation der Zellen 

berücksichtigt. Die normalen Unterschiede der Temperatur auf der Schleimhaut betragen 

zwischen 30,2°C (+/-1,2°C) und 34,4°C (+/-1,1°C) [Lindemann et al. 2002]. Die Zellen wurden 

hingegen bei einer konstanten Temperatur von 37°C inkubiert, was bei konstanten 

Bedingungen der Körpertemperatur am nächsten kommt. 

Eine weitere Begrenzung der Arbeit liegt in der Vermengung des Schnupftabaks mit 

DMSO, da in vivo die Konsumenten den Schnupftabak nicht in gelöster Form sondern als 

Feststoff applizieren. Ein Vorteil des gelösten Stoffes ist die sehr genaue Dosierung auf 

die Zellen in unterschiedlich hohen Konzentrationen. Weiterhin müsste ein anderes 

Zellmodell verwendet werden, um den Schnupftabak als Feststoff gleichmäßig auf die 

Zellen geben zu können.  
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Durchgeführte Vorversuche mit anderen Lösungsmitteln, wie Ethanol zeigten keine 

Auswirkungen auf die Zellen, sodass davon auszugehen ist, dass Schnupftabak oder 

Bestandteile nicht in diesem gelöst werden konnte. Fünf Vorversuche mit Ethanol 

verliefen ohne einen Anstieg des Olivetailmoments, lediglich die Positivkontrolle zeigte 

einen Anstieg. Somit zeigt sich, dass die Comet-Assays regelrecht durchgeführt worden 

sind. Exemplarisch zeigt sich folgender Graph: 

 

Abbildung 42: Exemplarisches Beispiel für Schnupftabak mit Ethanol vermengt. Auf der Y-Achse befindet 

sich das Olivetailmoment [Einheitenlos], auf der X-Achse die Konzentrationen in aufsteigender 

Reihenfolge. Ein Anstieg bei diesem Vorversuch war nur bei der Positivkontrolle zu sehen.  

Das als Lösungsmittel verwendete Dimethylsulfoxid konnte in einer anderen 

Arbeitsgruppe in unserem Haus als unbedenklich in Bezug auf die Geno- und 

Zytotoxizität eingestuft werden. In 10 Versuchen an Nasenschleimhautzellen und 

Lymphozyten von Probanden zeigte sich kein Anstieg des Olivetailmoments bis zu einer 

Konzentration von 10% DMSO. [Bregenzer et al., Publikation in Bearbeitung] 

Auch in anderen Arbeiten zeigte sich DMSO als Lösungsmittel als geeignet und erprobt 

[Kleinsasser et al. 2005]. 

Die geringe Fallzahl an Probanden erklärt sich an den engen Kriterien zum Einschluss 

von Probanden sowie aus dem Pilotcharakter der Studie. Die ausgewählten Personen 

durften keine strukturellen oder systemischen Erkrankungen aufweisen um die 

-2

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

O
li
v

e
ta

il
m

o
m

e
n

t

Konzentrationen an Schnupftabak in Alkohol vermengt



80 Diskussion 

 

Ergebnisse nicht zu verfälschen. Außerdem mussten Probanden einer zusätzlichen 

Vollblutprobenentnahme mit dem postoperativen Serumlabor einwilligen, zu welchem 

nicht alle Personen bereit waren. Die zu erwartenden Unterschiede waren durch die hohe 

Empfindlichkeit des Comet-Assays groß, so dass die Analyse eine Fallzahl von 

mindestens 10 Probanden nahelegte.  

Die Heterogenität der Probanden ließ sich nur schwer beeinflussen, spiegelt in der Breite 

aber eine große Bevölkerungsgruppe in Deutschland wieder. Das mittlere Alter der 

Probanden lag mit 38 Jahren und 10 Monaten nahe an der durch das Statistische 

Bundesamt veröffentlichten Zahl von 44 Jahren und 3 Monaten im Jahr 2015 [Statistisches 

Bundesamt 2017]. 

Von den gespendeten Zellen konnten nur sieben Probanden in den Mikrokernversuch 

eingeschlossen werden. In zwei Fällen konnte nicht genug Vollblut entnommen werden 

und die Probanden standen nicht mehr für eine erneute Blutentnahme zur Verfügung. 

Eine weitere Blutprobe konnte nicht verwertet werden, da eine zu niedrige Vitalität nach 

der Kryokonservierung festgestellt wurde. Es wurde darauf verzichtet, drei neue Personen 

in den Mikrokernversuch einzuschließen, um mögliche Fehlerquellen in Bezug zum 

Comet-Assay und die vorausgegangenen Versuche zu vermeiden.  

4.2.5 Ausblick 

Die hier vorliegende Arbeit dient als Grundlage für weitere Forschungen an 

Schnupftabak. Um die Zyto- und Genotoxizität genauer bestimmen zu können, wäre es 

wünschenswert, dass weitere Versuche unternommen werden. Als ersten Schritt würden 

sich der Schwesterchromatidaustausch-Test und der Chromosomenaberrationstest 

eignen, da sie ein genaueres Bild über die Chromosomen geben. Hierbei könnten die 

Schäden auf chromosomaler Ebene besser betrachtet werden, als es der 

Mikrokernversuch und der Comet-Assay ermöglichen. Weiterhin könnten Versuche zu 

spezifischen Inhaltsstoffen von Schnupftabak, abgesehen von Menthol, durchgeführt 

werden. Vor allem im Hinblick auf die Klassifizierung, was genau für den zellulären 

Schaden im Comet-Assay verantwortlich ist. Besonders die im Schnupftabak enthaltenen 

Nitrosamine, welche in Zigaretten durch Verbrennung einen stark toxischen Effekt 

aufweisen, sollten in den rauchfreien Tabakprodukten betrachtet werden.  
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Außerdem wären in vitro Studien mit langjährigen Schnupftabakkonsumenten sinnvoll, 

um die langfristigen Auswirkungen von Schnupftabak auf die nasale Schleimhaut und 

den Organismus zu erfahren. Es wäre für weitere Arbeiten wichtig zu erfahren, wie die 

Aufnahme und der Abtransport des Schnupftabaks in der Nase ablaufen. Zur groben 

Bestimmung könnte bei Probanden eine fiberoptische Betrachtung nach 

Schnupftabakkonsum erfolgen. 

Weiterhin wären in vivo Studien denkbar, in welchen die Inzidenz von Tumoren der 

oberen Atemwege bei Schnupftabakkonsumenten mit Kontrollgruppen verglichen 

werden könnte. 
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Rauchfreier Tabak ist weltweit immer noch ein sehr häufig verwendetes Genussmittel. 

Vor allem in den USA, Indien und Teilen Asiens sowie in skandinavischen Ländern wird 

diese Tabakform vorwiegend gekaut. In der Schweiz und im Süden Deutschlands sowie 

in bestimmten Regionen in Indien ist das Schnupfen des Tabaks die vorherrschende Form 

der Applikation. Die Studienlage zum Kautabak ist eindeutig und zeigt ein karzinogenes 

Potential. Über Schnupftabak ist hingegen wenig bekannt, vor allem auf der zellulären 

Ebene gibt es keine ausreichenden wissenschaftlichen Publikationen. Somit lässt sich die 

mutagene Wirkung von Schnupftabak auf den menschlichen Organismus nur schwer 

einstufen. Die WHO stützt sich bei ihrer Einschätzung, dass Schnupftabak nicht 

karzinogen sei, auf eine sehr eingeschränkte Datenlage, welche vorwiegend aus Fall-

Kontroll-Studien besteht. Daher stellten sich folgende Fragen: Entsteht durch 

Schnupftabak ein geno- und/oder zytotoxischer Effekt an humane Lymphozyten und 

Nasenschleimhautzellen? Ist der Zusatz von mehr Menthol schädlicher? Und könnte ein 

Schaden im Comet-Assay durch den Mikrokerntest bestätigt werden? 

Für die vorliegende Arbeit wurden zwei unterschiedliche Schnupftabaksorten verwendet, 

wobei eine der beiden Sorten einen höheren Anteil an ätherischem Öl enthielt. Dabei 

wurden einerseits Nasenschleimhautzellen gewählt, da diese bei Schnupftabakkonsum 

direkt mit dem Produkt in Berührung kommen. Andererseits wurden Lymphozyten 

untersucht, da diese als Blutbestandteil durch den gesamten Körper zirkulieren und somit 

den Organismus als Ganzes repräsentieren können. Zur Vitalitätstestung wurde der 

Trypanblautest durchgeführt. Als Suchtest für die Genotoxizität diente der Comet-Assay, 

als Bestätigungstest der Mikrokerntest. Die Ergebnisse des Trypanblautests zeigten 

Vitalitätswerte beider Zellpopulationen von über 95% im Median bei allen getesteten 

Konzentrationen. Die statistische Auswertung des Comet-Assay ergab bei Lymphozyten 

einen signifikanten Anstieg des Olivetailmoments ab 100µg/ml und bei 

Nasenschleimhautzellen ab 1000µg/ml. Das Ergebnis des Mikrokernversuchs an 

Lymphozyten konnte den im Comet-Assay dargestellten Schaden nicht aufzeigen.  

Diese Pilotstudie konnte im Screeningverfahren des Comet-Assays in hohen 

Konzentrationen Genotoxizität durch Schnupftabak nachweisen. Zukünftige Studien 

müssen hier eine mechanistische Klärung für diese Schäden erbringen, insbesondere, da 
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diese im Mikrokerntest nicht bestätigt werden konnten. Zu denken ist hier an eine 

Testbatterie für Genotoxizität, die auch den Schwesterchromatidaustauschtest und den 

Chromosomenaberrationstest beinhaltet.  

Die Aussage der WHO, nach der Schnupftabak nicht krebsinduzierend sei, muss nach 

dem vorliegenden Daten angezweifelt werden, kann aber nur durch weitere 

Untersuchungen tatsächlich beurteilt werden.  
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6.1 Abkürzungsverzeichnis 

Abkürzung Bedeutung 

°C Temperatur in Grad Celsius 

µg Mikrogramm 

µl Mikroliter 

ca. circa 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

FCS Fetal Calf Serum 

g Gramm 

h Hour (Stunde) 

HD Head DNA 

IARC International Agency for Research on Cancer 

l Liter 

M Mol (mol/Liter) 

mA Milliampere 

mg Milligramm 

min Minuten 

ml Milliliter 

mM Millimol 

MMC Mitomycin C 

MMS Methymethansulfonat 

NSH Nasenschleimhautzellen 

NAB N-Nitrosoanabasin 

NAT N-Nitrosoanatabin 

NNAL 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanol 

NNK 4-(Methylnitosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanon 

NNN N-Nitrosonicotin 

PBS Phosphat gepufferte Salzlösung 

OTM Olivetailmoment 

PHA Phytohämagglutinin 

rpm Rounds per Minute 

RPMI Roswell Park Memorial Institution 

RT Raumtemperatur 
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Abkürzung Bedeutung 

TD Tail DNA 

TL Tail Length 

V Volt 

vs. Versus 

WHO World Health Organisation 



86 Anhang 

 

6.2 Aufklärungsbogen 
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6.3 Datengrundlage 

Anhang 1: Datenübersicht über die Probanden, welche ihre Nasenschleimhautzellen und 

Lymphozyten für diese Arbeit gespendet haben. In Spalte 1 die für den Probanden gewählte Ziffer, 

Spalte 2 das Geschlecht des Probanden, Spalte 3 ob die Person derzeit aktiv raucht, Spalte 4 ob 

derzeit Schnupftabak konsumiert wird und Spalte 5 das Alter. In den letzten beiden Zeilen 

befinden sich das mediane und mittlere Alter der Patienten. 

Probanden Nummer Geschlecht 
Nikotin 

(pack years) Schnupftabak Alter 

1 männlich nein nein 42 

2 weiblich nein nein 31 

3 männlich nein nein 45 

4 weiblich nein nein 26 

5 weiblich 5 nein 19 

6 männlich nein nein 41 

7 männlich nein nein 21 

8 männlich nein nein 68 

9 männlich 12 nein 52 

10 weiblich nein nein 43 

Medianes Alter       41,5 

Mittleres Alter       38,8 

 

  



Anhang 89 

 

Anhang 2: Zytotoxizität von Lymphozyten mit Menthol für den Trypanblautest. Dargestellt sind 

die Prozent-Werte der Vitalität der jeweiligen Konzentration sowie die Mittelwerte, die 

Medianwerte und die Standardabweichung. 
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Anhang 3: Zytotoxizität von Lymphozyten ohne Menthol für den Trypanblautest. Dargestellt sind 

die Prozent-Werte der Vitalität der jeweiligen Konzentration sowie die Mittelwerte, die 

Medianwerte und die Standardabweichung. 
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Anhang 4: Genotoxizität von Lymphozyten mit Menthol für den Comet-Assay. Dargestellt sind 

die OTM-Werte der jeweiligen Konzentration sowie die Mittelwerte, die Medianwerte und die 

Standardabweichung. 
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Anhang 5: Genotoxizität von Lymphozyten ohne Menthol für den Comet-Assay. Dargestellt sind 

die OTM-Werte der jeweiligen Konzentration sowie die Mittelwerte, die Medianwerte und die 

Standardabweichung. 
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Anhang 6: Zytotoxizität von Nasenschleimhautzellen mit Menthol für den Trypanblautest. 

Dargestellt sind die Prozent-Werte der Vitalität der jeweiligen Konzentration sowie die 

Mittelwerte, die Medianwerte und die Standardabweichung. 
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Anhang 7: Zytotoxizität von Nasenschleimhautzellen mit Menthol für den Trypanblautest. 

Dargestellt sind die Prozent-Werte der Vitalität der jeweiligen Konzentration sowie die 

Mittelwerte, die Medianwerte und die Standardabweichung. 
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Anhang 8: Genotoxizität von Nasenschleimhautzellen mit Menthol für den Comet-Assay. 

Dargestellt sind die OTM-Werte der jeweiligen Konzentration sowie die Mittelwerte, die 

Medianwerte und die Standardabweichung. 
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Anhang 9: Genotoxizität von Nasenschleimhautzellen ohne Menthol für den Comet-Assay. 

Dargestellt sind die OTM-Werte der jeweiligen Konzentration sowie die Mittelwerte, die 

Medianwerte und die Standardabweichung. 
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Anhang 10: Dargestellt sind die Anzahl der doppelkernigen Zellen im Mikrokerntest. Obeen die 

Anzahl der Zellen nach Inkubation mit Schnupftabak mit Menthol, unten die Anzahl der Zellen 

nach Inkubation mit Schnupftabak ohne Menthol. Zusätzlich sind der Mittelwert, der Medianwert 

und die Standardabweichung angegeben. 
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Anhang 11: Dargestellt sind die Anzahl der mehrkernigen Zellen im Mikrokerntest. Oben die 

Anzahl nach Inkubation mit Schnupftabak mit Menthol, unten die Anzahl nach Inkubation mit 

Schnupftabak ohne Menthol. Zusätzlich sind der Mittelwert, der Medianwert und die 

Standardabweichung angegeben. 
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Anhang 12: Dargestellt sind die Anzahl der mitotischen Zellen im Mikrokerntest. Oben die 

Anzahl nach Inkubation mit Schnupftabak mit Menthol, unten die Anzahl nach Inkubation mit 

Schnupftabak ohne Menthol. Zusätzlich sind der Mittelwert, der Medianwert und die 

Standardabweichung angegeben. 
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Anhang 13: Dargestellt sind die Anzahl der apoptotischen Zellen im Mikrokerntest. Oben die 

Anzahl nach Inkubation mit Schnupftabak mit Menthol, unten die Anzahl nach Inkubation mit 

Schnupftabak ohne Menthol. Zusätzlich sind der Mittelwert, der Medianwert und die 

Standardabweichung angegeben. 
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Anhang 14: Dargestellt sind die Anzahl der Mikrokerne im Mikrokerntest. Oben die Anzahl nach 

Inkubation mit Schnupftabak mit Menthol, unten die Anzahl nach Inkubation mit Schnupftabak 

ohne Menthol. Zusätzlich sind der Mittelwert, der Medianwert und die Standardabweichung 

angegeben. 
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6.4 Abbildungsnachweis 

Abbildung 1: Prozentualer Anteil der häufigsten Tumorlokalisationen an allen 

Krebsneuerkrankungen in Deutschland 2012. Aus „Krebs in Deutschland 

2011/2012“. 10. Ausgabe 2015, Gesundheitsberichterstattung des Bundes, Seite 

18. 

 

Abbildung 40: Logarithmische Skala von NNAL von Rauchern und rauchfreien 

Tabakbenutzern. Aus „Similar Exposure to a Tobacco-Specific Carcinogen in 

Smokeless Tobacco Users and Cigarette Smokers“. Cancer Epidemiology 

Biomarkers and Prevention Volume 16, August 2007. Von Stephen S. Hecht, 

Steven G. Carmella, Sharon E. Murphy, William T. Riley, Chap Le, Xianghua 

Luo, Marc Mooney und Dorothy K. Hatsukami 

 

Abbildung 41: Konzentrationsabhängiger DNA-Schaden durch Nikotin, gemessen durch 

das OTM im Comet-Assay. Aus „The Tobacco Alkaloid Nicotine Demonstrates 

Genotoxicity in Human Tonsillar Tissue and Lymphocytes“. Toxicological 

Sciences 86 (2), Seite 309-317, 27. April 2005. Von Norbert H. Kleinsasser, 

Andrea W. Sassen, Marzell P. Semmler, Ulrich A Harrèus, Anna-Katharina 

Licht und Elmar Richter 
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