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Kapitel 1 Einleitung

1.1 Belastung des Menschen durch Xenobiotika

Der Mensch kommt téglich mit Gefahrstoffen aus der Umwelt in Kontakt und nimmt
diese durch Inhalation, Ingestion oder (ber die Haut auf. Diese Stoffe werden als
Xenobiotika bezeichnet und konnen dem menschlichen Organismus entweder direkt
oder nach metabolischer Aktivierung Schaden zufiigen. Hierbei werden Stoffe mit
zytotoxischer Wirkung, welche die Zellfunktion beeintrachtigen, von genotoxischen
Substanzen unterschieden, welche das Erbgut eines Organismus verédndern kénnen. Die
oberen Luft- und Speisewege sind diesen Noxen in erster Linie ausgesetzt.

Neben einer akuten toxischen Wirkung, wie etwa einer lokalen Reizung der Haut oder
der Schleimhéaute, kénnen einige Xenobiotika bei chronischer Exposition zu einer
Krebserkrankung beim Menschen fuhren. Aus diesem Grund ist es notwendig, das
Geféhrdungspotential durch diese Stoffe genau zu analysieren. Mit verschiedenen
in vivo, ex vivo oder in vitro Methoden lassen sich zyto- und genotoxische Effekte von
Xenobiotika nachweisen. Aus den gewonnenen Ergebnissen kénnen relevante Kenn-
sowie Grenzwerte fir die Belastung am Arbeitsplatz, in der Umwelt sowie in der
hauslichen Umgebung bestimmt werden.

Eine genaue Einteilung der Xenobiotika nach dem Schadensausmall wird durch die
Internationale Agentur fir Krebsforschung (IARC, International Agency for Research
on Cancer), einer Einrichtung der Weltgesundheitsorganisation (WHO), vorgenommen.
Diese teilt die untersuchten Xenobiotika in funf Gruppen ein [IARC, 2010]:

e Gruppe 1: krebserzeugend fur den Menschen

e Gruppe 2A: wahrscheinlich krebserzeugend fiir den Menschen

e Gruppe 2B: moglicherweise krebserzeugend fur den Menschen

e Gruppe 3: nicht klassifizierbar bezlglich der Kanzerogenitét fir den Menschen

e Gruppe 4: wahrscheinlich nicht krebserzeugend fiir den Menschen

Xenobiotika, die eine tumorfordernde Wirkung aufweisen, werden als Kanzerogene

bezeichnet und konnen an verschiedenen Stellen in den mehrstufigen Prozess der
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Tumorentstehung eingreifen und diesen beschleunigen. Im Dreistufenmodell der
Tumorigenese bauen die Stufen der Tumorinitiation, -promotion und -progression
aufeinander auf: In der Phase der Initiation entstehen Mutationen an der DNA im
Zellkern, falls diese nicht durch zelluldre SchutzmalRnahmen erkannt und repariert
werden. Kanzerogene, welche die DNA verdndern kdnnen, werden als genotoxisch
bezeichnet und besitzen keinen Schwellenwert, da auch geringste Konzentrationen die
Tumorigenese initiieren kénnen.

Wahrend der Tumorpromotion werden Zellwachstum und Zellteilung der initiierten
Zelle durch Eingriffe von sogenannten Promotoren stimuliert und es entsteht tiber einen
praneoplastischen Zellklon ein gutartiger benigner Tumor. Dieser Prozess kann Monate
bis Jahre dauern.

Die Tumorprogression bezeichnet den Ubergang eines benignen Tumors in einen
entarteten malignen Tumor mit zunehmender genetischer Instabilitat und erhohtem
Metastasierungspotential der Tumorzellen (siehe Abbildung 1.1). Fur Kanzerogene,
welche zur Promotion und Progression beitragen, konnen Schwellenwerte angegeben

werden, ab denen ein toxischer Effekt zu erwarten ist [Dekant et Wiebel, 2007].

Initiation Promotion Progression

f | g’ RN
)

@_.@HEJ@_.@@@_. m e

(e )] o) e)le) %%%@E]@Metastase

normale Zelle

initiierte Zelle
praneoplastischer Invasion

Zellklon benigner maligner

Tumor Tumor

Abbildung 1.1: Mehrstufenprozess der Tumorigenese.

1.2 Tabakkonsum als bedeutender Gesundheitsrisikofaktor

Tabakprodukte werden weltweit auf verschiedene Weise konsumiert. Neben der

haufigsten Aufnahmeart, dem Rauchen, wird Tabak auch gekaut, geschnupft oder
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gelutscht. Dabei verursacht jede Form des Tabakkonsums Abhéngigkeit und schwere
gesundheitliche Schaden. VVon tber 4800 verschiedenen Verbindungen, die vorwiegend
erst beim Verbrennen des Tabaks entstehen, gelten mindestens 250 dieser Substanzen
als giftig oder kanzerogen [Schenk et al., 2008]. In der Reihe ,,Fakten zum Rauchen*
listet das Deutsche Krebsforschungszentrum 90 Kanzerogene auf, die im Tabakrauch
enthalten sind und die bisher von der IARC oder der MAK-Kommission der Deutschen
Forschungsgemeinschaft (DFG) als krebserzeugend oder mdoglicherweise krebs-
erzeugend klassifiziert wurden. Zur Gruppe 1 nach IARC werden folgende Tabak-
inhaltsstoffe gezahlt: der polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoff Benzo[a]pyren,
die tabakspezifischen Nitrosamine 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanon und
N-Nitrosonornicotin, die aromatischen Amine 2-Toluidin, 2-Naphthylamin und 4-
Aminobiphenyl, aus der Gruppe der Aldehyde das Formaldehyd, die fliichtigen
Kohlenwasserstoffe 1,3-Butadien und Benzol, organische Verbindungen wie
Vinylchlorid und Ethylenoxid, Metalle wie Arsen, Beryllium, Nickel, Chrom und
Cadmium sowie der radioaktive Stoff Polonium-210 [Nair et al., 2009].

Sowohl im Hauptstromrauch, der direkt vom Raucher inhaliert wird, als auch im
Nebenstromrauch liegen die gleichen chemischen Komponenten vor. Infolge der
niedrigeren Verbrennungstemperatur im Nebenstromrauch erreichen hier einige
Substanzen 50fach hohere Konzentrationen als im Hauptstromrauch. Der Nebenstrom-
rauch wird allerdings in der Raumluft stark verdinnt [Parzefall et al., 2005].

Bei Rauchern treten zahlreiche Krebserkrankungen, Erkrankungen der Gefédlle und des
Herzens, entzlindliche Erkrankungen der Lunge, Diabetes sowie Parodontitis haufiger
auf als bei Nichtrauchern. Tumore, an denen eine Mitbeteiligung des Tabakkonsums
nachgewiesen wurde, sind Lungen-, Mundhéhlen-, Kehlkopf-, Speiseréhren-, Magen-,
Bauchspeicheldriisen-, Harnleiter-, Blasen-, Nieren- und Brustkrebs sowie einige
Leuk&mieformen. Rauchen in der Schwangerschaft fiihrt zu einer Zunahme von
Schwangerschaftskomplikationen wie Friih-, Fehl- und Totgeburten sowie fetalen
Entwicklungsstorungen, die lebenslang persistieren konnen. Samtliche durch das
Rauchen verursachte Erkrankungen konnen auch durch Passivrauchen entstehen.
Hierbei werden der Nebenstromrauch sowie der vom Raucher wieder ausgeatmete

Rauch eingeatmet [Reinberger et al., 2009].
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1.3 Praventionsmallnahmen gegen den weltweiten Tabakkonsum

Der weltweite Tabakkonsum wird von der WHO als eine Pandemie eingeschatzt, die
nur durch ein landertbergreifendes Engagement eingeddmmt werden kann. Auf
Initiative der WHO wurde im Mai 2003 ein Rahmenabkommen zur Tabakkontrolle, der
sogenannte Framework Convention on Tobacco Control (FCTC) eingefihrt, an das sich
seitdem immer mehr Lander angeschlossen haben [WHO, 2003]. Seit 2008 berichtet die
WHO jahrlich Uber die weltweiten MalRnahmen zur Einddmmung des Tabakkonsums
im sogenannten MPOWER-Bericht und unterstutzt die teilhabenden L&nder an der
Umsetzung verschiedener MaRnahmen gegen Tabakkonsum und -handel. Der Titel
dieses Berichtes setzt sich aus den angelsdchsischen Anfangsbuchstaben der

notwendigen MalRnahmen zusammen:

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

Um die Bevélkerung in Deutschland tber das Tabakrauchen als das grofite vermeidbare
Gesundheitsrisiko unserer Zeit zu informieren, hat das Deutsche Krebsforschungs-
zentrum 2009 ein Buch mit dem Titel ,,Tabakatlas Deutschland* herausgegeben, das die
aktuellen Daten flr Deutschland darstellt [P6tschke-Langer et al., 2009]. Als Vorbild
wurde der internationale Tabakatlas verwendet, der 2009 in seiner dritten Auflage

erschien und die weltweiten Daten zum Tabakkonsum und -handel aufzeichnet.



1.4 Eingesetzte Xenobiotika

1.4.1 Nikotin

Seit der Isolierung von Nikotin, dem Hauptalkaloid
der zu den Nachtschattengewdchsen gehdrenden
Tabakpflanze, durch W. Posselt und L. Reimann im
Jahre 1828 konnten bereits viele seiner chemischen
und physikalischen Eigenschaften entschlusselt
werden. Seine Wirkung im menschlichen Kdorper
entfaltet es Uber den nikotinergen Acetylcholin-
rezeptor. Dabei sind viele seiner Effekte auf den
menschlichen Organismus dosisabhangig. In nied-
rigen Konzentrationen, wie sie etwa durch das
Rauchen von Tabak aufgenommen werden, hat
Nikotin einen stimulierenden Einfluss auf ver-
schiedene Organsysteme, wie etwa dem zentralen
Nervensystem, dem Herz-Kreislaufsystem, dem
Magendarmtrakt und auf verschiedene endokrine
Organe. In hohen Konzentrationen, die der letalen

Dosis von 60 mg nahe kommen, schlagen sich diese
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Abbildung 1.2: Rotblihende
Tabakpflanze
(Nicotiana tabacum)

Wirkungen um zu einem Kreislaufkollaps und es kann tber einen Depolarisationsblock

der neuromuskularen Ubertragung innerhalo weniger Minuten zum Tod durch

Atemlahmung kommen.

Nikotin ist die suchterzeugende Substanz im Tabak-
rauch. Es wird auch zur Entwohnung des Rauchens
in Form von Nikotinpflastern, Kaugummis und
Sprays eingesetzt. Der Erfolg dieser Substitutions-
therapie féallt mit einem tabakfreien Anteil von etwa
10% der Behandelten nach einem Jahr nur méaf3ig aus
[Starke, 2005].

Abbildung 1.3: Strukturformel

von Nikotin
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1.4.2 Epibatidin

Die Entdeckung des Alkaloids Epibatidin geht
auf die amerikanischen Forscher John W. Daly
und Charles W. Myers zurlick, die im Jahre 1977
bei einer Forschungsreise in Ecuador einige

Frosche der Spezies Epipedobates tricolor

mitnahmen, die der Gattung Dendrobates sowie

ubergeordnet der Familie der Baumsteigerfrosche

Abbildung 1.4: Azurblauer Pfeil-
giftfrosch (Epipedobates tricolor)

(Dendrobatidae) angehdren. Die Eingeborenen
Std- und Mittelamerikas nutzen seit jeher das
Hautsekret dieser Frosche, um Giftpfeile herzustellen. Daher sind diese nur wenige
Zentimeter groflen Frosche auch als sogenannte Pfeilgiftfrosche bekannt. In den
Versuchen von Daly und Myers rief ein aus der Haut dieser Frdosche gewonnener
Alkaloid-Extrakt bei Mausen das Straub’sche Schwanzphidnomen hervor. Dabei legt
sich der Schwanz der Maus durch einen Krampf der perianalen Muskulatur S-férmig
uber den Ricken. Dies ist eine fiir Opiate typische, aber nicht spezifische Reaktion. Da
das Ph&nomen trotz einer Vorbehandlung mit dem Opioidantagonisten Naloxon auftrat,
musste eine nichtopioide Stoffgruppe fur diese Reaktion verantwortlich sein. Nach einer
Folge von Reinigungsschritten konnte aus einer Alkaloidfraktion von etwa 60 mg, die
aus der Haut von 750 Frdschen extrahiert wurde, circa 750 pg der fiir das Straub’sche

Schwanzphanomen verantwortlichen Verbindung gewonnen werden [Mueller, 1996].

Erst nach Verbesserung der Analysemethoden |;| C
gelang Spande und Kollegen im Jahre 1992 die N |

endglltige  Strukturaufklarung  mit  einer =N
Aufnahme des Protonenkernresonanzspektrums

bei 500 MHz. Das neu entschlisselte Alkaloid Abbildung 1.5: Strukturformel
nannten sie Epibatidin  nach dem Frosch von Epibatidin

Epipedobates tricolor, aus dem es isoliert wurde

[Spande et al., 1992]. Um Epibatidin in gréfleren Mengen nutzen zu koénnen, wurde
bereits im gleichen Jahr von verschiedenen Forschungsgruppen mit der Synthese von
Epibatidin begonnen. Auf Grund seiner etwa 200fach stérkeren analgetischen Wirkung

als Morphin, einer kurzen Anflutzeit (3-5 min) und einer begrenzten Wirkdauer von
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maximal einer Stunde waren die Hoffnungen anfangs grof3, ein neues effizientes
Analgetikum zur Verfligung zu haben. Im Mausmodell fiihrten aber Konzentrationen
von Epibatidin, die nur geringfligig Uber der fur die Antinozizeption notwendigen
Konzentration lagen, zu toxischen Auswirkungen mit Atemlahmung, Anféllen und Tod
der Mause. Epibatidin ist neben Nikotin ein starker Agonist am nikotinergen
Acetylcholinrezeptor (nAChR). Fir diese hohe Toxizitat wird die Aktivierung zweier
Subtypen des nAChR verantwortlich gemacht: der zentrale neuronale 042 Rezeptor
und der ganglionerge a3p4 Rezeptor. Auf Grund dieser hohen Toxizitét ist eine direkte
pharmazeutische Nutzung nicht mdglich. Verschiedene Analoga mit geringerer
Toxizitat sind bereits synthetisiert worden, wie etwa das Tebaniclin (ABT-594). Es wird
vermutet, dass Analoga mit einer hoheren Selektivitat fir den a4B2 Rezeptorsubtypen
und zugleich einer geringen Selektivitat fir den o3p4 Rezeptor eine analgetische

Wirkung mit geringerer Toxizitat besitzen [Yogeeswari et al., 2006].

1.4.3 Methylmethansulfonat

Methylmethansulfonat (MMS) ist eine direkt DNA- 0

11
alkylierende Verbindung, die als Standardreagenz zur CH;—0=S=CH,
Strangbruchbildung der DNA in der Positivkontrolle ©

von Genotoxizitatstests verwendet wird [Speit et Abbildung 1.6: Strukturformel
Hartmann, 1999]. Dabei methyliert MMS Uber einen von MMS

so genannten S,2-Mechanismus, einer Sonderform

der nukleophilen Substitution, mit hoher Affinitat das Stickstoffatom in Position 7 der
Guaninbase (N’-Guanin). Mit einer geringeren Affinitat alkyliert MMS auch die
folgenden Atome von Basen der DNA: N*-Adenin, N3-Adenin, N’-Adenin, N*-Cytosin,
N*-Guanin, 0%-Guanin und N3-Thymidin [Beranek, 1990].

Nach Alkylierung von N”-Guanin kann die Bindung zwischen der DNA-Base und dem
Desoxyribosephosphat-Geriist der DNA durch Hydrolyse leicht zum N’-Methylguanin
und einem Zuckerhalbacetal gespalten werden (siehe Abbildungen 1.7 und 1.8). Diese
abasische Stelle kann entweder spontan oder enzymatisch in einen Einzelstrangbruch

uberfihrt werden [Eiberger, 2008].
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Abbildung 1.7: Reaktion der an der DNA gebundenen Base Guanin mit Methylmethan-
sulfonat durch einen S,2-Mechanismus zur alkylierten Base Guanin und Methansulfonat.
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Abbildung 1.8: Hydrolytische Spaltung der an der DNA gebundenen, alkylierten Base Guanin
in N’-Methylguanin und in das an die DNA gebundene Zuckerhalbacetal.

1.5 Ziele der Arbeit

Grundlage dieser experimentellen Studie ist die Erkenntnis, dass Nikotin in humanen
Lymphozyten und nasalen Epithelien dosisabhdngige DNA-Schéden induziert
[Kleinsasser et al., 2005]. Die Mechanismen, die zu dieser DNA-Sch&digung durch
Nikotin flhren, sind bisher nicht geklart und sollen in dieser experimentellen Studie an
humanen Lymphozyten und nasalen Mukosazellen mit dem alkalischen Einzelzell-
Mikrogelelektrophorese (Comet) Assay untersucht werden. Es werden sowohl frisch
isolierte als auch rekultivierte Lymphozyten eingesetzt. Die DNA schédigenden Effekte
sollen an nasalen Epithelien stellvertretend fiir das gesamte respiratorische Epithel des

oberen und unteren Atemtraktes beobachtet werden.



Einleitung

Mit dem Comet Assay sollen folgende Hypothesen untersucht werden:

1. Lassen sich an frisch isolierten Lymphozyten mit Hilfe der Endonuklease
Formamidopyrimidin-Glykosylase oxidative DNA-Schéden durch Nikotin nach-
weisen und kann somit die Sensitivitat Nikotin induzierter DNA-Schaden im

Comet Assay gesteigert werden?

2. Kann durch Zugabe des Reparaturinhibitors Aphidicolin wéhrend der Fremd-
stoffinkubation mit Nikotin die Reparatur induzierter DNA-Schdden an
rekultivierten Lymphozyten gehemmt werden und somit die Fragmentierung der

DNA im Comet Assay erhéht werden?

3. Kann durch den Einsatz von Epibatidin, einem im Vergleich zu Nikotin
starkeren Rezeptoragonisten am nAChR, die genotoxische Wirkung von Nikotin
moduliert werden? Diese Untersuchungen sollen an nasalen Mukosazellen sowie

an frisch isolierten Lymphozyten des gleichen Patienten durchgefiihrt werden.
4. Hat der Rezeptoragonist Epibatidin eine eigene DNA schadigende Wirkung?
5. Weisen nasale Mukosazellen von Rauchern im Vergleich zu Nichtrauchern

einen Unterschied in der basalen DNA-Schadigung sowie nach Fremdstoff-

inkubation mit Nikotin im Comet Assay auf?



Kapitel 2 Material und Methoden

Die Untersuchungen zur Zyto- und Genotoxizitat der Xenobiotika Nikotin, Epibatidin
und Methylmethansulfonat (MMS) erfolgten an frisch isolierten und rekultivierten
Lymphozyten sowie an separierten nasalen Mukosazellen. Als etablierte Testmethoden
kamen der Trypanblau-Ausschlusstest zur Bestimmung der Zytotoxizitdt und der
alkalische Einzelzell-Mikrogelelektrophorese Assay zur Detektion induzierter DNA-

Schaden zum Einsatz.

2.1 Materialien und Geréate
Im Folgenden werden die fur die Versuche verwendeten Materialen und Geréate mit

Angabe der Bezugsquelle aufgefiinrt.

2.1.1 Testsubstanzen

Als Testsubstanzen dienten:

(x)-Epibatidin Tocris Bioscience, Ellisville, USA
Methylmethansulfonat Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Nikotin Sigma-Aldrich, Steinheim, D

2.1.2 Losungen, Medien und Zusatze

Folgende Artikel wurden verwendet:

nicht essentielle Aminosauren-Losung Biochrom, Berlin, D
Natrium-Pyruvat-L6ésung (100 mM) Biochrom, Berlin, D
10fach konzentrierte Phosphat gepufferte

Salzlésung Roche, Mannheim, D
BEG-Medium Promo Cell, Heidelberg, D
DME-Medium Invitrogen, Karlsruhe, D
bovines Serumalbumin in Fertiglosung Linaris, Wertheim, D
Penicillin-Streptomycin-L3dsung

(2000 Units pro 1000 pg/ml) Biochrom, Berlin, D
RPMI 1640 Medium Biochrom, Berlin, D
Separationsmedium (Biocoll D 1.077) Biochrom, Berlin, D

10



2.1.3 Enzyme

Folgende Enzyme kamen zum Einsatz:

Material und Methoden

DNAse

Roche Diagnostics, Mannheim, D

Formamidopyrimidin-Glykosylase

BioLabs, Frankfurt, D

Protease

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

2.1.4 Chemikalien und Reagenzien

Folgende Chemikalien und Reagenzien fanden Anwendung:

Agarose:
Normal Melting Point-Agarose
Low Melting Point-Agarose

Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Aphidicolin

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

bovines Serumalbumin

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Dimethylsulfoxid

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Ethylendiamintetraessigsaure

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Ethidiumbromid

Merck, Schwalbach, D

Fungizone

Invitrogen, Karlsruhe, D

2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinyl)]-
Ethansulfonséure

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Kaliumhydroxid

Merck, Schwalbach, D

Natriumchlorid

Merck, Schwalbach, D

Natriumhydroxid-Platzchen

Merck, Schwalbach, D

Natronlauge

Merck, Schwalbach, D

N-Lauroylsarcosin-Natriumsalz (30%)

Serva, Heidelberg, D

Salzsdure (10 M)

Merck, Schwalbach, D

Trishydroxymethylaminomethan

Merck, Schwalbach, D

Triton X-100

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Trypanblau Lésung (0,4%)

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

2.1.5 Verbrauchsmaterialien

Zur Durchfiihrung der Versuche wurden folgende Verbrauchsmaterialien verwendet:

Deckgléser Stéarke 0 (24 x 32 mm)

Paul Marienfeld, Lauda, D

Gewebskulturschalen

Becton Dickinson, Oxnard, USA

seitigen Mattrand (26 x 76 mm)

Objekttrager geschnitten mit doppel-

Langenbrinck, Emmendingen, D

Kryoréhrchen (2 ml)

Nunc, Roskilde, DK

11
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Pasteurpipetten

Brand, Wertheim, D

Reaktionsgefale
(0,5 ml)
(1,5 ml)
(1,5 ml; braun)

Hartenstein, Wirzburg, D
Sarstedt, NUmbrecht, D
Brand, Wertheim, D

Zellkulturplatte (24-Loch-Platte)

Becton Dickinson, Oxnard, USA

Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)

Greiner, Frickenhausen, D

2.1.6 Gerate

Folgende Geréate wurden verwendet:

Elektrophoresekammer

Renner, Dannstadt, D

Elektrophoresenetzgerdt EV202

Consort, Turnhout, B

Fluoreszenzlampe
ebq 100 ISOLATED

Leica, Heerbrugg, CH

Mikroskope:
Fluoreszenzmikroskop, DM4000B
Lichtmikroskop, 473028

Leica, Heerbrugg, CH
Zeiss, Oberkochen, D

pH-Meter

WTW, Weilheim, D

Zellzahlkammer, Neubauer

Marienfeld, Lauda-Kdnigshofen, D

Zentrifugen:
UNIVERSAL 16R
Centrifuge 5415 R
Centrifuge 5810 R

Hettich, Tuttlingen, D
Eppendorf, Hamburg, D
Eppendorf, Hamburg, D

2.1.7 Loésungen und Puffer

Vor Beginn der Versuche wurden der Lysepuffer und der Elektrophoresepuffer frisch

angesetzt und bis zur Verwendung im Kuhlschrank bei 4°C gelagert:

Der Lysepuffer fir eine Kivette setzte sich aus 66,75 ml Lysestammldsung, 7,5 ml
Dimethylsulfoxid (DMSO) und 0,75 ml Triton X-100 zusammen. Fur die Lyse-
stammldsung wurden 292,8 g Natriumchlorid, 67 ml einer 30-prozentigen Lésung aus

N-Lauroylsarcosin-Natriumsalz, 74,4 g Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) und 2,4 g

Trishydroxymethylaminomethan (Tris) in 1800 ml Aqua bidestillata (bidest.) gelost,

durch Zugabe von Natriumhydroxid (NaOH)-Platzchen und 5 molarer Salzsaure (HCI)-

Losung auf pH 10,0 eingestellt und mit Aqua bidest. auf 2 | aufgefullt.
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Der Elektrophoresepuffer fir eine Elektrophoresekammer setzte sich aus 120 ml
5 molarer NaOH-L6sung, 10 ml 0,2 molarer EDTA-Stammldsung und 1870 ml Aqua
bidest. zusammen. Fir eine 5 molare NaOH-L&sung wurden 200 g NaOH-Platzchen in
900 ml Aqua bidest. suspendiert und die Losung mit Aqua bidest. auf 1 | aufgefillt. Zur
Herstellung der 0,2 molaren EDTA-Stammldsung wurde 14,89 g EDTA in 180 ml
Aqua bidest. geldst und durch Zugabe von NaOH-Platzchen ein pH-Wert von 10,0
eingestellt. Nach Auffiillen mit Aqua bidest. auf 200 ml und Autoklavieren der EDTA-
Stammldsung erfolgte die lichtgeschitzte Lagerung bei Raumtemperatur (RT).

Fur den Trispuffer wurde 97 g Tris in 1900 ml Aqua bidest. gelést und durch Zugabe
von 10 molarer HCI-L6sung der pH-Wert auf 7,0 eingestellt. Nach Auffillen auf 2 | mit
Aqua bidest. wurde der Trispuffer autoklaviert und bei RT gelagert.

Fur die Versuche mit der Formamidopyrimidin-Glykosylase (Fpg) erfolgte die Her-
stellung folgender zusétzlicher Stamm- und Gebrauchslésungen: Der 10fach konzen-
trierte  Enzympuffer setzte sich aus 9,59 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinyl)]-
Ethansulfonsdure, 7,5 g Kaliumchlorid und 186 mg EDTA zusammen. Nach Einstellen
auf pH 8,0 mit Kaliumhydroxid wurde der 10fach konzentrierte Enzympuffer bei -20°C
gelagert.

Fur die Losung aus bovinem Serumalbumin (BSA) wurde 10 mg BSA in 10 ml Aqua
bidest. geldst. Nach Sterilfiltration erfolgte die Lagerung bei -20°C.

Der verwendete Enzym-BSA-Puffer setzte sich aus 4 ml einfach konzentriertem
Enzympuffer und 1 ml BSA-Lésung zusammen. Fir die Fpg-Losung wurden 1 ul Fpg-
Stammldsung in 3 ml Enzym-BSA-Puffer suspendiert. Diese beiden Gebrauchslésungen
mussten vor dem Versuch frisch angesetzt werden und wurden bis zur Verwendung auf
Eis gekdihlt.

2.1.8 Herstellung der beschichteten Objekttrager

Zur elektrophoretischen Auftrennung der DNA in einem Agarosegel mussten
langsseitig mattierte Objekttrdger mit Normal Melting Point-Agarose (NMP-Agarose)
vorbeschichtet werden. Nach Benetzen der Objekttrager in der erhitzten NMP-
Agaroseldsung (1,5%) wurden die Unterseiten der Objekttrager abgewischt und diese
uber Nacht zum Trocknen der Agarosedeckschicht ausgelegt. AnschlieRend erfolgte die

Lagerung der beschichteten Objekttrager unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur.
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2.2 Probanden und Patienten

Die Teilnehmer an dieser Studie bestanden zum einen aus freiwilligen Blutspendern und
zum anderen aus Patienten der Klinik und Poliklinik fur Hals-, Nasen- und Ohren-
krankheiten, plastische und &sthetische Operationen der Julius-Maximilians-Universitat
Wiurzburg (Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. Dr. h.c. R. Hagen), die im Zeitraum von
Februar bis Dezember 2009 an Nasenmuscheln bzw. Nasennebenhohlen operiert
wurden. Alle Teilnehmer wurden nach den Vorgaben des Ethikkommissionsantrages
(Nr. 16/06) des Klinikums der Julius-Maximilians-Universitat Wiirzburg mandlich und
schriftlich Gber die wissenschaftliche Verwendung ihrer Proben aufgeklart.

Zur Beurteilung der individuellen Fremdstoffbelastung fillten die Teilnehmer einen
Fragebogen aus, in dem der Alkohol- und Tabakkonsum, der Kontakt gegenuber
passivem Tabakrauch sowie Angaben zur beruflichen oder privaten Exposition mit
Fremdstoffen erfasst wurden (siehe 5.3). Der Alkoholkonsum wurde in Gramm Ethanol
pro Tag umgerechnet mit Ethanolkonzentrationen von 25 g/l fur Bier, 88 g/l fur Wein
und 400 g/l fur Spirituosen. Die Abschatzung des Tabakkonsums erfolgte in pack years.
Dabei entspricht ein pack year dem Konsum von einer Schachtel mit 20 Zigaretten pro

Tag Uber ein Jahr.

2.2.1 Spender von Lymphozyten

Von ménnlichen Probanden im Alter von 26 bis 54 Jahren, die sich aus Studenten und
Mitarbeitern der Klinik rekrutierten, wurde je 20 ml Vollblut in heparinisierte
Monovettenréhrchen entnommen und unverziiglich zur Lymphozytenisolierung in das
Labor der Klinik gebracht.

2.2.2 Spender von nasaler Schleimhaut und Lymphozyten

Die verwendete Nasenschleimhaut stammte von 15 Patienten (6 Frauen und 9 Méanner)
im Alter von 19 bis 68 Jahren und wurde im Rahmen von operativen Eingriffen der
inneren Nase gewonnen. VVon 8 der 15 operierten Patienten konnten vendse Blutproben
(10 ml) eingesetzt werden. Aus dem heparinisierten Vollblut der Patienten erfolgte
umgehend die Isolierung der Lymphozyten fur die weiteren Versuche.

14
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2.3 Gewinnung der Einzelzellen

2.3.1 Isolierung der Lymphozyten

Die Isolierung der Lymphozyten aus dem heparinisiertem Vollblut erfolgte durch
Dichtegradientenzentrifugation in einem 50 ml Zentrifugenréhrchen mit eingelassener
Trennscheibe aus Polyethylen. Diese pordse Trennscheibe mit zentraler Aussparung
verhindert ein Vermischen des Separationsmediums mit dem venésen Vollblut vor
Beginn der Zentrifugation sowie eine Rekontamination der aufgetrennten Lymphozyten
mit den im Pellet abgesetzten Erythrozyten und Granulozyten wahrend der Gewinnung
der Interphase aus Lymphozyten und Monozyten (siehe Abbildung 2.1).

Zuerst wurde das Zentrifugenréhrchen mit 15 ml Separationsmedium unter sterilen Be-
dingungen beflllt und 30 sec bei 1000 rounds per minute (rpm) und Raumtemperatur
(RT) zentrifugiert, so dass sich anschliefend das Separationsmedium unterhalb der
Trennscheibe befand. Hierauf wurde das Vollblut auf die Trennscheibe geschichtet und
10 min bei 2000 rpm und RT zentrifugiert, wobei ein ungebremster Zentrifugenbetrieb
flr eine scharfe Phasentrennung erforderlich war. Folgende Schichten ergaben sich nach

der Zentrifugation mit der obersten Phase im Zentrifugenréhrchen beginnend:

e Plasmaphase mit Thrombozyten
e Interphase aus Lymphozyten und Monozyten
e Separationsphase mit Trennscheibe

e Pellet aus Erythrozyten und Granulozyten

Vor Gewinnung der Lymphozyten wurde die Plasmaphase verworfen, um eine
Kontamination mit Thrombozyten zu verhindern. AnschlieBend erfolgte mit einer
Pasteurpipette die Uberfiihrung der milchig triiben Interphase aus Lymphozyten und
Monozyten in ein frisches 15 ml Zentrifugenréhrchen. Durch Zugabe von 10 ml einer
einfach konzentrierten phosphatgepufferten Salzlésung (1x PBS) und anschlieRender
Zentrifugation bei 1000 rpm und RT fir 10 min erfolgte der erste Waschschritt der
gewonnenen Lymphozyten. Nach vorsichtigem Absaugen des Uberstandes wurde das
Pellet aus Lymphozyten erneut in 10 ml 1x PBS resuspendiert und fiir 10 min bei

1000 rpm und RT zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand abgesaugt und das
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Pellet in 7 ml Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-Medium (37°C) aufgenommen.
Dem RPMI-Medium wurden 15% der bovinen Serumalbumin-Fertiglésung sowie je 1%
der Natrium-Pyruvat-Ldsung, der Lésung aus nicht essentiellen Aminosauren und der

Penicillin-Streptomycin-Ldsung zugesetzt.

Plasmaphase )
heparinisiertes Vollblut
Interphase aus Lymphozyten
und Monozyten

Trennscheibe

Separationsmedium

Pellet aus Erythrozyten
und Granulozyten

Abbildung 2.1:  Auftrennung  des

vorher nachher Dichtegradientenzentrifugation.

2.3.2 Isolierung und Separation von nasalen Mukosazellen

Im Anschluss an die Operation wurden die nasalen Schleimhautpréparate in physio-
logischer Kochsalzlésung (0,9% NaCl) aus dem Operationssaal in das Labor
transportiert und dort zlgig unter den aseptischen Bedingungen einer Sterilbank
weiterverarbeitet. In einer Gewebskulturschale erfolgte mit einem Skalpell die
Trennung der nasalen Schleimhaut von Blutbestandteilen und Knochenresten in
Dulbecco’s Modified Eagle's (DME)-Medium mit 1% Fungizone und 1% Penicillin-
Streptomycin-Losung. Hierauf wurden die Schleimhautpréparate in 15 ml Zentrifugen-
rohrchen mit 9 ml Bronchial Epithelial Growth (BEG)-Medium zuzlglich 1%
Penicillin-Streptomycin-Ldsung Uberfihrt und 100 ul einer aliquotierten Enzymldsung
hinzugegeben, die sich aus 100 mg Protease und 1 mg DNAse in 10 ml 1x PBS gel6st
zusammensetzte.

Unter Lichtausschluss erfolgte fur 24 h die Inkubation der Schleimhautpraparate auf
einer Schuttelplatte bei 4°C. Hierauf wurden die Schleimhautpréparate samt Medium in
eine Gewebskulturschale gegeben und es erfolgte mit einem Skalpell ein mechanisches
Ablésen noch anhaftender Mukosazellen durch mehrmaliges Abschaben der Schleim-

hautoberflachen. Nach Abstoppen der Enzymreaktion durch Zugabe von 2 ml BSA-
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Fertiglosung wurde die Zellsuspension durch einen sterilen Zellstoff in ein 15 ml

Zentrifugenrohrchen filtriert.

2.4 Zellzahlung und Vitalitadtsbestimmung

Zellzahlen und Vitalitaten von Lymphozyten und nasalen Mukosazellen wurden in einer
Neubauer-Zahlkammer mit dem Trypanblau-Ausschlusstest bestimmt. Dabei nehmen
vitale Zellen mit intakter Zellmembran den Farbstoff Trypanblau nicht auf und
erscheinen unter dem Lichtmikroskop ungeféarbt. In tote Zellen dringt der blaue
Farbstoff ein und farbt deren Zytoplasma blau an [Phillips, 1973].

Jeweils 10 pl der gewonnenen Zellsuspension wurden mit 10 pl einer Trypanblau-
Losung (0,4%) suspendiert und in die Neubauer-Zahlkammer gegeben. Sowohl
ungefarbte, vitale Zellen als auch blau gefarbte, avitale Zellen wurden in den vier
grolRen Quadraten der Neubauer-Zahlkammer jeweils getrennt ausgezahlt.

Waéhrend Lymphozyten eine kugelformige Gestalt aufwiesen, présentierten sich die
etwa dreimal so groRen nasalen Mukosazellen von meist langlicher Form mit teils
dichtem unilokalen Besatz an Kinozilien (siehe Abbildung 2.2 und 2.3). Dabei zeigten

vitale Epithelzellen der Nasenschleimhaut einen regen Kinozilienschlag.

Abbildung 2.2: Ungeférbte, vitale nasale Mukosazelle
mit unilokalem Besatz an Kinozilien unter dem
Lichtmikroskop bei 800facher VergrofRerung nach
Trypanblauférbung.

Abbildung 2.3: Blau geférbte, avitale nasale Mukosa-
zelle mit unilokalem Besatz an Kinozilien unter dem

Lichtmikroskop bei 800facher VergroRerung nach

Trypanblauférbung.
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Die Konzentration vitaler Zellen pro ml Zellsuspension wurde nach folgender Formel

bestimmt:

Anzahl der ungefdirbten Zellen

vitale Zellen pro ml = x 2 x 10

Anzahl der gezdhlten Quadrate

Die Vitalitat der gewonnenen Einzelzellen berechnete sich jeweils aus dem Verhéltnis

von vitalen Zellen zur Gesamtzellzahl und wurde in Prozent angegeben.

2.5 Kryokonservierung und Rekultivierung der Lymphozyten

Fur die Versuche an rekultivierten Lymphozyten mussten frisch isolierte Lymphozyten
kryokonserviert werden. Aliquots mit einer Zellkonzentration von etwa 10° Zellen auf
1 ml Tieffriermedium, bestehend aus 90% BSA-Fertiglosung und 10% DMSO, wurden
in 2 ml Kryor6hrchen gefullt und in einem mit Isopropanol gefiillten Behélter bei -80°C
im Gefrierschrank gelagert. Dabei bewirkte das Isopropanol eine geregelte Temperatur-
abnahme der Lymphozytensuspension von 1°C pro Minute.

Fur die Rekultivierung der kryokonservierten Lymphozyten wurden die tiefgefrorenen
Lymphozyten moglichst schnell im Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Um die Zellen aus
dem Tieffriermedium zu l6sen, wurden die getauten Zellsuspensionen aus zwei Kryo-
rohrchen zu 10 ml RPMI-Medium (4°C) gegeben und fur 5 min bei 1000 rpm und RT
zentrifugiert. Nach sorgfiltigem Absaugen der Uberstandes wurde das Pellet in 4 ml
RPMI-Medium (37°C) resuspendiert.

Vor Beginn der Versuche erfolgte die Vitalitdts- und Zellzahlbestimmung der
rekultivierten Lymphozyten in der Neubauer-Zahlkammer mit dem Trypanblau-
Ausschlusstest (siehe 2.4).
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2.6 Genotoxizitdtsbestimmung mit dem alkalischen Einzelzell-

Mikrogelelektrophorese Assay

2.6.1 Grundlagen und Modifikationen

Mit dem alkalischen Einzelzell-Mikrogelelektrophorese (Comet) Assay steht eine
etablierte Methode zur Verfugung, um die DNA schadigenden Einflisse von
Xenobiotika im Rahmen von in vitro und in vivo Genotoxizitatstests zu untersuchen.
Der Comet Assay weist Einzel- und Doppelstrangbriiche, alkalilabile Stellen,
Reparatureinschnitte der DNA sowie DNA-Crosslinks nach [Tice et al., 2000]. Dieses
Verfahren unter alkalischen Bedingungen (pH > 13) wurde von Singh entwickelt [Singh
et al., 1988] und gilt als eine Weiterentwicklung des Assays nach @stling und Johanson,
mit dem sich bis dato unter neutralen pH-Bedingungen nur Doppelstrangbriiche der
DNA nachweisen lieRen [@stling et Johanson, 1984].

Zur Analyse werden die Zellen nach der Fremdstoffinkubation als Einzelzellsuspension
in Agaroselosung aufgenommen, auf einen beschichteten Objekttrager aufgetragen und
unter alkalischen Bedingungen von zelluldaren Membranen lysiert. Nach der Lyse liegt
nur noch die zellulare DNA auf dem Objekttrager vor. Hierauf werden die Zellen einem
alkalischen Puffer ausgesetzt, wodurch es zur Entwindung und Auftrennung der DNA-
Doppelhelix in seine beiden Einzelstrange, zur Denaturierung der vorhandenen RNA
und zur Uberfiihrung alkalilabiler Stellen in Strangbriiche kommt. AnschlieBend folgt
die elektrophoretische Auftrennung der DNA. Danach werden die Objekttrager
neutralisiert und mit Ethidiumbromid gefarbt. Wahrend der Elektrophorese wandern die
negativ geladenen DNA-Fragmente im Agarosegel aus dem urspringlichen Kern in
Richtung Anode und geben den geschadigten Zellen ein kometenformiges Aussehen.
Hierbei nehmen die Lange und Intensitét des ,,Kometenschweifes* mit steigender DNA-
Fragmentierung zu (siehe Abbildung 2.4 und 2.5).

Abbildung 2.4: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines
Zellkerns ohne erkennbare DNA-Fragmentierung nach

alkalischer Denaturierung, Elektrophorese und Fluoreszenz-

farbung mit Ethidiumbromid bei 1000facher Vergrof3erung.
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Abbildung 2.5: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Zellkernen mit zunehmender

DNA-Fragmentierung von (a) nach (c) bei 1000facher Vergrof3erung.

Die Sensitivitat fur den Nachweis induzierte DNA-Schaden im Comet Assay kann
durch verschiedene Modifikationen des Standardprotokolls erhéht werden.

Mit Hilfe von Endonukleasen lassen sich mit dem Comet Assay auch Basen-
modifikationen nachweisen. In dieser Arbeit wurde die aus dem Bakterium Escherichia
coli gewonnene Formamidopyrimidin-Glykosylase (Fpg) als Endonuklease eingesetzt.
Diese erkennt vor allem oxidativ geschadigte Purine, insbesondere das 8-oxo-Guanin,
und schneidet diese aus der DNA heraus. Anschliefend entfernt das Enzym den
abasischen Zuckerrest und verursacht somit einen Einzelstrangbruch der DNA
[Bhagwat et Gerlt, 1996].

Als eine weitere Modifikation kdnnen sogenannte Reparaturinhibitoren, wie etwa das
Aphidicolin (APC), eingesetzt werden. Diese hemmen wéhrend der Fremdstoff-
inkubation die spontane Reparatur basaler und induzierter DNA-Schaden durch
zellulare Enzyme. Somit kommt es zu einer Akkumulation von Reparatureinschnitten

und einer gesteigerten Migration der DNA im Comet Assay [Speit et al., 2004b].

2.6.2 Inkubationsschemata
2.6.2.1 Inkubationsschema mit Nikotin und Formamidopyrimidin-
Glykosylase

Zur Untersuchung einer konzentrationsabh&dngigen DNA-Schédigung durch Nikotin
erfolgte an frisch isolierten Lymphozyten eine einstindige Inkubation mit Nikotin in
aufsteigender Konzentration (10 uM, 100 uM und 1000 uM). Zum Nachweis oxidativer
DNA-Schaden durch Nikotin wurden die Lymphozyten nach der einstindigen Fremd-
stoffinkubation mit Fpg behandelt. Als Negativkontrollen dienten die einstiindige
Inkubation der Lymphozyten mit RPMI-Medium bzw. die Inkubation mit RPMI-
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Medium und Fpg. Fir die Positivkontrollen erfolgten eine einstiindige Inkubation mit
der stark genotoxischen Substanz Methylmethansulfonat (MMS) von 100 puM bzw. eine
Inkubation mit MMS (100 puM) und Fpg.

2.6.2.2 Inkubationschema mit Nikotin und Aphidicolin

In diesem Versuchsabschnitt wurde an rekultivierten Lymphozyten eine Dosis-
Wirkungskurve flr eine einstindige Inkubation mit Nikotin in aufsteigender
Konzentration (1 uM, 10 uM, 100 uM und 1000 pM) sowie fir eine Koinkubation der
Nikotinkonzentrationen mit APC (2,5 pug/ml) erstellt. Als Negativkontrollen dienten die
einstindige Inkubation der Lymphozyten mit RPMI-Medium bzw. die Inkubation mit
RPMI-Medium und APC (2,5 ug/ml). Fir die Positivkontrollen erfolgte eine ein-
stindige Inkubation mit MMS (100 pM) bzw. eine Inkubation mit MMS (100 uM) und
APC (2,5 pg/ml).

2.6.2.3 Inkubationschema mit Nikotin und Epibatidin

In diesem Versuchsabschnitt wurden sowohl isolierte nasale Mukosazellen als auch
frisch isolierte Lymphozyten des gleichen Patienten mit Epibatidin in aufsteigender
Konzentration (1 uM, 10 uM und 100 uM) Uber eine Stunde inkubiert. An beiden
Zellenarten erfolgte eine einstiindige Inkubation mit Nikotin (1000 uM) sowie eine
Koinkubation der getesteten Epibatidinkonzentrationen jeweils mit Nikotin (1000 pM).
Als Negativkontrolle diente fir alle Versuche die alleinige Inkubation der Zellen mit
dem entsprechenden Nahrmedium der Zellen, RPMI-Medium fir Lymphozyten und
BEG-Medium fur Nasenschleimhautzellen. Fir die Positivkontrolle erfolgte fir beide
Zellarten eine einstiindige Inkubation mit MMS (100 pM).

2.6.3 Fremdstoffexposition

Fir die Fremdstoffexposition der Lymphozyten wurden jeweils 1000 pl Zellsuspension
mit etwa 2 x10° Lymphozyten in Zellkulturplatten mit 24 Vertiefungen ausgesét. Nach
Zugabe der Xenobiotika in einer Konzentration von je 10 ul/ml Zellsuspension erfolgte
die Fremdstoffinkubation fiur 60 min im Brutschrank bei 37°C und 5% CO..

AnschlieRend wurden die Zellsuspensionen in 2 ml Reaktionsgefélie gegeben.
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Zur Fremdstoffexposition der nasalen Mukosazellen wurden jeweils 500 ul Zell-
suspension mit etwa 1 x10° Zellen in 2 ml Reaktionsgef4Re gegeben. Nach Zugabe der
Xenobiotika in einer Konzentration von 10 pl/ml Zellsuspension erfolgte eine 60-
minutige Fremdstoffinkubation unter Lichtausschluss im Schittelwasserbad bei 37°C.

Danach wurden Aliquots von 10 pl aus den exponierten Zellsuspensionen fiur eine
zweite Vitalitatstestung enthnommen (siehe 2.4). Nach Zentrifugation der exponierten
Zellsuspensionen bei 1200 rpm fiir 6 min wurden die Uberstande in den Reaktions-
gefaRen bis auf etwa 70 pl abgesaugt und das Zellpellet jeweils im verbliebenen
Medium resuspendiert. Bis zur Durchfiihrung des Comet Assays erfolgte eine Kihlung
der ReaktionsgefélRe auf gestollenem Eis unter Lichtausschluss, um eine mdgliche
Reparatur der induzierten DNA-Schaden sowie ein Fortschreiten der Zellkern-

schadigung durch den UV-Anteil im nattrlichen Licht zu vermeiden.

2.6.4 Versuchsablauf

Alle folgenden Arbeitsschritte erfolgten abgedunkelt unter Rotlicht, um eine zuséatzliche
Schédigung der DNA durch das UV-Licht zu verhindern. Aus den gekihlten Zell-
suspensionen wurden je 20 pl in 180 pl der erwdrmten Low Melting Point (LMP)-
Agaroselosung (0,5%) aufgenommen, je 60 pl der Zell-Agarose-Suspension auf zwei
beschichtete Objekttrager gegeben und mit einem Deckglas (24 x 32 mm) versehen. Da
sich die LMP-Agarose im Vergleich zur NMP-Agarose, die fiir die Grundbeschichtung
der Objekttrager verwendet wurde (siehe 2.1.8), bei einer niedrigeren Temperatur
verflissigt, bleiben die in LMP-Agarose aufgenommenen Zellen in der Grundschicht
aus NMP-Agarose haften. Nach vorsichtigem Abstreifen der Deckgléser wurden die
Zellen tragenden Objekttrdger in eine mit Lyselésung gefullte Kivette gestellt.
Wahrend der zweistlindigen Lyse bei 4°C unter Lichtausschluss kam es zur Auflésung
der Zytoplasma- und Zellkernmembranen.

AnschlieBend wurden die Objekttrager mit der Agarosezellschicht nach oben in eine mit
gestollenem Eis gekihlte Elektrophoresekammer gelegt und diese bis zur vollstandigen
Bedeckung der Objekttrager mit etwa 1900 ml des alkalischen Elektrophoresepuffer
(4°C) gefullt. In einer Elektrophoresekammer mit den AulRenmallen von
34cmx21lcmx7cm (Lange x Breite x Hohe) koénnen maximal 21 beschichtete

Objekttrager gleichzeitig behandelt werden (siehe Abbildung 2.6). Nach einer 20-
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minutigen Inkubation im alkalischen Elektrophoresepuffer erfolgte die Elektrophorese
flr weitere 20 min bei einer Spannung von 25V und einer Stromstérke von 300 mA.
Die hierzu bendtigte Stromstarke wurde Uber die Menge an Elektrophoresepuffer
eingestellt. Im Anschluss an die Elektrophorese wurden die Objekttrager aus der
Elektrophoresekammer entnommen und zur Neutralisierung des pH-Wertes fur 5 min in
eine mit Trispuffer geflllte Klvette gestellt.

Nach kurzer Trocknung erfolgten die Farbung der DNA mit 20 ul Ethidiumbromid-
I6sung (20 pg/ml Aqua bidest.) und eine lichtgeschitzte Lagerung der Objekttrager in
einer feuchten Kammer bei 4°C. Die angefarbten Objekttrager wurden innerhalb von

einer Woche ausgewertet.

Abbildung 2.6: Aufsicht auf eine mit 21
seitlich mattierten Objekttragern bestlickte
Elektrophoresekammer mit Deckel. Lé&nge,
Breite und Hohe der Kammer sind 34 cm x

21cm x 7 cm.

2.6.5 Versuchsablauf mit Formamidopyrimidin-Glykosylase

Fur die Versuche mit Fpg wurden die Zellen pro Fremdstoffkonzentration auf vier
Objekttréager in Agarose eingebettet und anschlieRend fur zwei Stunden lichtgeschiitzt
bei 4°C in Lysepuffer gestellt. Nach der Lyse erfolgten drei Waschschritte der Objekt-
trager in eiskaltem einfach konzentriertem Enzympuffer fur je 5 min. AnschlieRend
wurden jeweils zwei Objekttrager pro Fremdstoffkonzentration mit 100 pl Enzym-BSA-
Puffer bzw. 100 pl Fpg-Losung eingedeckt. Nach einer 30-minitigen Inkubation im
Brutschrank bei 37°C wurden die Objekttrager in Aqua bidest. getaucht und in die
Elektrophoresekammer gelegt. Die weiteren Arbeitsschritte erfolgten analog dem oben

beschriebenen Versuchsablauf (siehe 2.6.4).
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2.6.6 Auswertung am Fluoreszenzmikroskop

Die  Auswertung der Objekttrager erfolgte computerassistiert an einem
Fluoreszenzmikroskop bei 400facher VergroRerung Uber eine daran angeschlossene
CCD-Kamera. Mit Hilfe des Programms Comet 5.5 (Kinetic Imaging, Liverpool, GB)
wurden als Mal} zur Quantifizierung der DNA-Schédigung das Olive Tail Moment
(OTM), der DNA-Anteil im Schweif (DNA in Tail, DT), der DNA-Anteil im
urspringlichen Kern (DNA in Head, DH) und die Schweiflange (Tail Length, TL)
bestimmt (siehe Abbildung 2.7). Hierbei ist der OTM-Wert ein dimensionsloser Para-
meter, der sich aus dem Produkt der Schweiflange mit dem relativen Anteil der DNA im
Kometenschweif errechnet [Olive et al., 1990]:

DNA in Tail

live Tail Moment = Tail Length
Olive Tail Moment = Tail Length * o = =0 o e

Fur jede eingesetzte Konzentration erfolgte die Auswertung des Migrationsverhaltens
von 100 Zellkernen auf zwei identisch behandelten Objekttragern. Anschlielend
wurden aus den jeweils 100 Werten fur das OTM, DT und TL die arithmetischen
Mittelwerte berechnet.

Da es am Randbereich des Objekttrdgers durch das Abziehen des Deckglases zur
mechanischen Schédigung der Zellkerne kommen kann, wurden Zellkerne in diesem

Bereich nicht in die Auswertung aufgenommen.

Referenzhintergrund

Abbildung 2.7: Quantifizierung der DNA-

Schédigung mit dem Programm Comet 5.5 am
‘ Beispiel eines Zellkerns mit starker DNA-
Fragmentierung. Messung der Bereiche flir DNA

> in Head und DNA in Tail im Vergleich zum
DNAin Head Tail |

Referenzhintergrund.
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2.7 Schematisches Versuchsprotokoll
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2.8 Graphische Darstellung und statistische Testverfahren

Die graphische Darstellung der Ergebnisse aus den Untersuchungen zur Genotoxizitat
erfolgte in sogenannten Boxplots aus den OTM-Mittelwerten mit Hilfe der
Datenanalyse-Software Statistica 8.0 (StatSoft, Tulsa, USA).

Dabei stellt ein Boxplot die Halfte aller

Daten in einem Kasten dar, der nach unten ‘ : Ausreifier
durch das 25. Perzentil und nach oben durch >1,5%xs /

das 75. Perzentil begrenzt wird. In der Box l u

wird der Medianwert durch einen horizon- T T it
talen Strich dargestellt. Der Maximal- und 15x

Minimalwert im Bereich von eineinhalb ¢ _
Seitenlangen wird jeweils durch eine T- ‘ ,///// : ﬁézie;xvr::tl
formige Linie ober- und unterhalb des x WJQ_ 25. Perzentil
Kastens markiert. Werte, die mehr als 15% s

eineinhalb  Seitenlangen  auBerhalb  des l — — ¢ Minimalwert
Kastens liegen, werden als Ausreiler X - Ausreifier
definiert und sind mit einem Quadrat ge- >},5><s

kennzeichnet (siehe Abbildung 2.9).
Die statistische Analyse erfolgte ebenfalls an Abbildung 2.9: Boxplot mit Seitenlange
den OTM-Mittelwerten mit der Daten- (s) der Box.

analyse-Software Statistica 8.0 (StatSoft,

Tulsa, USA). Nur Versuche, in denen die Zellvitalitat groRer als 80% war, wurden in
die statistische Auswertung aufgenommen [Tice et al., 2000]. Um verbundene
Stichproben zu vergleichen, wurden mit dem Friedman-Test und dem Wilcoxon-Test
zwei nichtparametrische Testverfahren angewendet.

Der Friedman-Test vergleicht drei oder mehr verbundene Stichproben, indem den
arithmetischen Mittelwerten der einzelnen Fremdstoffkonzentrationen ihrer Gréfie nach
Rénge zugewiesen werden. Nach Aufsummieren der Range der einzelnen Datensétze
wird der p-Wert aus dem Vergleich der Rangsummen der getesteten Fremdstoff-
konzentrationen fiir die jeweilige Gruppe bestimmt.

Um jeweils zwei verbundene Stichproben auf einen signifikanten Unterschied zu

uberprufen, wurde der Wilcoxon-Test durchgefiihrt.
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Das globale a-Niveau wurde mit ag = 0,05 festgelegt. Mit Hilfe der Bonferroni-Holm-
Korrektur wurden fir die Ergebnisse aus den Wilcoxon-Tests lokale a-Niveaus
bestimmt, um eine Kumulierung des Alphafehlers zu vermeiden. Hierbei werden die p-
Werte aus k Wilcoxon-Tests aufsteigend der GroRe nach (p; < p, < p3 < - < px)

sortiert und k lokale a-Niveaus bestimmt:

Fur Signifikanz muss dann jeweils gelten:

P1 < aq
p2 < ap

Pr < ay

Gilt fir einen Wilcoxon-Test p; > ai mit i (1 <i <Kk), so sind dieser und alle folgenden p-

Werte nicht signifikant [Bérlocher, 2008].



3.1 Teilnehmerauswahl

Zur Beurteilung einer Dosis-Wirkungs-Beziehung von Nikotin induzierten DNA-
Schéden an Lymphozyten erfolgte fir die Versuche eine Auswahl der teilnehmenden
Probanden. Nur ménnliche Probanden waren fir diesem Versuchsteil zugelassen, um
das unterschiedliche Geschlecht als eine mdgliche StorgrélRe flr diese Versuche
auszuschlielen [Bajpayee et al., 2002]. Die mannlichen Blutspender waren im Alter von
26 bis 54 Jahren mit einem Altersdurchschnitt von 32,9 Jahren.

Die nasale Mukosa stammte von Patienten der Klinik und Poliklinik fiir Hals-, Nasen-
und Ohrenkrankheiten, plastische und asthetische Operationen der Julius-Maximilians-
Universitat Wirzburg, die im Rahmen von Nasen- und Nasennebenhhlenoperationen
gewonnen werden konnte. Das untersuchte Spenderkollektiv von 15 Patienten setzte
sich aus 9 Mannern und 6 Frauen im Alter von 19 bis 68 Jahren zusammen. Das
Durchschnittsalter lag bei 39,0 Jahren. Die epidemiologischen Daten der Teilnehmer
mit Angabe des Tabak- und Alkoholkonsums sowie der Exposition gegenuber

Passivrauch und Fremdstoffen werden im Anhang aufgefiihrt (siehe 5.4).

3.2 Auswertung der Fragebtgen

Die Auswertung der Fragebdgen zur individuellen Vorbelastung der Patienten erbrachte
folgende Ergebnisse: 7 von 9 Patienten gaben einen geringen bis maRigen Alkohol-
konsum von 2 bis 25 g Ethanol pro Tag an, wahrend 3 der 6 Patientinnen einen geringen
Alkoholkonsum von 1 bis 11 g Ethanol pro Tag duRerten. Somit konnte bei allen
Teilnehmern ein chronisch hoher Alkoholkonsum mit ber 40 g Ethanol pro Tag
ausgeschlossen werden. 7 der 15 Patientinnen und Patienten konsumierten in letzter Zeit
Tabakprodukte in Form von Zigaretten. Die Angaben Uber den zuriickliegenden
Zigarettenverbrauch reichten von 2 bis 21 pack years. Dem Passivrauchen waren 8 der
15 Patientinnen und Patienten ausgesetzt. Bei der beruflichen und privaten Exposition
gegenliber Fremdstoffen wurden unter anderem der Kontakt gegenlber Holzstaube,
Haarfarbemittel, Lacke, Farben und Asbest angegeben.




3.3 Ergebnisse zur Zellvitalitat vor und nach Fremdstoffexposition

In dieser Studie erfolgte die Bestimmung der Vitalitat der Versuchszellen jeweils vor
und nach der einstiindigen Fremdstoffexposition mit dem Trypanblau-Ausschlusstest,
um eine mogliche zytotoxische Wirkung der Xenobiotika zu bestimmen.

Die Vitalitdtswerte lagen fir die frisch isolierten und rekultivierten Lymphozyten
sowohl zu Beginn der Versuche als auch nach der einstindiger Fremdstoffinkubation
bei >90% sowie fur die nasalen Mukosazellen bei >80%. Somit kam es zu keiner
Abnahme der Zellvitalitat durch eine einstiindige Inkubation mit Nikotin, Epibatidin
oder Methylmethansulfonat (MMS) in den eingesetzten Konzentrationen. Ein
zytotoxischer Effekt durch die verwendeten Xenobiotika konnte fiir diese Versuche

ausgeschlossen werden.

3.4 Genotoxizitat der getesteten Xenobiotika

Im Folgenden werden die Ergebnisse zur Genotoxizitat von Nikotin und Epibatidin an
humanen Lymphozyten und nasalen Mukosazellen dargestellt. Die Schéadigung der
DNA durch die eingesetzten Fremdstoffe wurde mit dem Comet Assay erfasst und unter
dem Fluoreszenzmikroskop anhand der Parameter Olive Tail Moment (OTM),
DNA in Tail (DT) und Tail Length (TL) gemessen. Die graphische Darstellung und
statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte an den OTM-Werten.

Eine tabellarische Zusammenfasssung der gemessenen Werte fir OTM, DT und TL mit
Angabe der Mittelwerte, Medianwerte und Standardabweichungen findet sich im
Anhang (siehe 5.4).



3.4.1 Ergebnisse der Inkubation mit Nikotin und Formamidopyrimidin-
Glykosylase

Die einstlindige Inkubation mit Nikotin (10 uM, 100 uM und 1000 uM) ergab an frisch
isolierten Lymphozyten im Friedman-Test einen signifikanten Anstieg der OTM-
Medianwerte mit p =0,003. Auch in der Koinkubation der eingesetzten Nikotin-
konzentrationen mit der Formamidopyrimidin-Glykosylase (Fpg) zeigte sich im
Friedman-Test eine signifikante Zunahme der OTM-Medianwerte mit p =0,003. Im
Wilcoxon-Test konnte ab einer Nikotinkonzentration von 100 uM ein signifikanter
Unterschied im Vergleich zur Negativkontrolle mit p = 0,009 gezeigt werden. Durch
Koinkubation mit Fpg liefl3 sich bereits ab 10 uM Nikotin ein signifikanter Anstieg des
OTM-Medianwertes im Vergleich zur Negativkontrolle mit p = 0,022 darstellen.

Die Positivkontrollen, MMS und MMS mit Fpg, zeigten deutliche DNA-Schaden mit
einem Anstieg des OTM-Medianwertes von 0,272 (Medium) auf 1,667 bzw. von 0,486
(Medium mit Fpg) auf 5,062. Im Wilcoxon-Test ergab sich jeweils ein signifikanter
Unterschied mit p = 0,005.
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Abbildung 3.1: Konzentrationsabhdngige DNA-Fragmentierung durch Nikotin (10 pM,
100 pM und 1000 pM) sowie Nikotin mit Fpg an frischen Lymphozyten in OTM.

n: Anzahl der Versuche. m: Ausreifier.



Tabelle 3.1: Ergebnisse der Friedman-Tests mit Angabe der p-Werte, des a-Niveaus und der
Signifikanz. Test | erfolgte an den OTM-Medianwerten der Negativkontrolle (Medium) und den
Nikotinkonzentrationen (10 pM, 100 pM und 1000 puM). Test Il erfolgte an den OTM-
Medianwerten der Negativkontrolle (Medium mit Fpg) und den Nikotinkonzentrationen
(10 pM, 100 pM und 1000 pM) jeweils mit Fpg. Grau hervorgehoben sind die p-Werte
unterhalb des allgemeinen Signifikanzniveaus von p < 0,05.

Friedman-Test p-Wert a-Niveau Signifikanz
Test | 0,003 0,05 Ja
Test 11 0,003 0,05 Ja

Tabelle 3.2: Ergebnisse der Wilcoxon-Tests mit Angabe der p-Werte, des lokalen a-Niveaus
und der Signifikanz. Es erfolgten Paarvergleiche der Nikotinkonzentrationen sowie der
Positivkontrolle (100 uM MMS) gegen die Negativkontrolle (Medium) an den OTM-
Medianwerten. Grau hervorgehoben sind die p-Werte unterhalb des nach Bonferroni-Holm

korrigierten Signifikanzniveaus von p < 0,05.

Wilcoxon-Test p-Wert | Lokales a-Niveau | Signifikanz
10 uM Nikotin vs. Medium 0,285 0,05 Nein
100 uM Nikotin vs. Medium 0,009 0,017 Ja
1000 pM Nikotin vs. Medium 0,013 0,025 Ja
100 uM MMS vs. Medium 0,005 0,0125 Ja

Tabelle 3.3: Ergebnisse der Wilcoxon-Tests mit Angabe der p-Werte, des lokalen a-Niveaus
und der Signifikanz. Es erfolgten Paarvergleiche der Nikotinkonzentrationen (Nik.) mit Fpg und
der Positivkontrolle (100 uM MMS mit Fpg) gegen die Negativkontrolle (Medium mit Fpg) an

den OTM-Medianwerten. Grau hervorgehoben sind die p-Werte unterhalb des nach Bonferroni-

Holm korrigierten Signifikanzniveaus von p < 0,05.

Wilcoxon-Test p-Wert | Lokales a-Niveau | Signifikanz
10 uM Nik. mit Fpg vs. Medium mit Fpg 0,022 0,05 Ja
100 pM Nik. mit Fpg vs. Medium mit Fpg 0,016 0,017 Ja
1000 pM Nik. mit Fpg vs. Medium mit Fpg 0,005 0,025 Ja
100 pM MMS mit Fpg vs. Medium mit Fpg 0,005 0,013 Ja




3.4.2 Ergebnisse der Inkubation mit Nikotin und Aphidicolin

An rekultivierten Lymphozyten zeigte die einstundige Inkubation mit Nikotin (1 puM,
10 uM, 100 pM und 1000 uM) im Friedman-Test einen signifikanten Anstieg der
OTM-Medianwerte mit p = 0,01. Durch Koinkubation mit Aphidicolin (APC) ergab der
Friedman-Test ebenfalls eine signifikante Zunahme der OTM-Medianwerte mit
p = 0,003. In den Wilcoxon-Tests konnte ab 1 uM Nikotin sowohl ohne APC als auch
mit APC ein signifikanter DNA-Schaden im Vergleich zur Negativkontrolle nach-
gewiesen werden.

Die Positivkontrollen, MMS bzw. MMS mit APC, zeigten deutliche DNA-Schaden mit
einem Anstieg des OTM-Medianwertes von 0,246 (Negativkontrolle) auf 1,052 bzw.
mit APC von 0,298 auf 8,282 und waren im Wilcoxon-Test mit je p = 0,001 signifikant.

H ohne Arc B mit APC

3t
1=
(]
5
2 2t
7_5
|_
()
2
o 1}

|
O . . . . .
Medium 1 10 100 1000
Nikotin (uUM) n=14

Abbildung 3.2: Konzentrationsabhéngige DNA-Fragmentierung von Nikotin (1 uM, 10 uM,
100 pM und 1000 pM) und Nikotin mit APC an rekultivierten Lymphozyten in OTM.

n: Anzahl der Versuche. m: Ausreifier.



Tabelle 3.4: Ergebnisse der Friedman-Tests mit Angabe der p-Werte, des a-Niveaus und der
Signifikanz. Test | erfolgte an den OTM-Medianwerten der Negativkontrolle (Medium) und der
Nikotinkonzentrationen (1 uM, 10 uM, 100 pM und 1000 pM). Test Il erfolgte an den OTM-
Medianwerten der Negativkontrolle (Medium mit APC) und den Nikotinkonzentrationen (1 pM,
10 uM, 100 pM und 1000 pM) jeweils mit APC. Grau hervorgehoben sind die p-Werte
unterhalb des allgemeinen Signifikanzniveaus von p < 0,05.

Friedman-Test p-Wert a-Niveau Signifikanz
Test | 0,01 0,05 Ja
Test 1l 0,003 0,05 Ja

Tabelle 3.5: Ergebnisse der Wilcoxon-Tests mit Angabe der p-Werte, des lokalen a-Niveaus
und der Signifikanz. Es erfolgten Paarvergleiche der Nikotinkonzentrationen und der
Positivkontrolle (100 uM MMS) gegen die Negativkontrolle (Medium) an den OTM-
Medianwerten. Grau hervorgehoben sind die p-Werte unterhalb des nach Bonferroni-Holm

korrigierten Signifikanzniveaus von p < 0,05.

Wilcoxon-Test p-Wert | Lokales a-Niveau | Signifikanz
1 uM Nikotin vs. Medium 0,004 0,017 Ja
10 uM Nikotin vs. Medium 0,002 0,013 Ja
100 uM Nikotin vs. Medium 0,012 0,050 Ja
1000 uM Nikotin vs. Medium 0,011 0,025 Ja
100 pM MMS vs. Medium 0,001 0,010 Ja

Tabelle 3.6: Ergebnisse der Wilcoxon-Tests mit Angabe der p-Werte, des lokalen a-Niveaus
und der Signifikanz. Es erfolgten Paarvergleiche der Nikotinkonzentrationen (Nik.) mit APC
und der Positivkontrolle (100 uM MMS mit APC) gegen die Negativkontrolle (Medium mit
APC) an den OTM-Medianwerten. Grau hervorgehoben sind die p-Werte unterhalb des nach

Bonferroni-Holm korrigierten Signifikanzniveaus von p < 0,05.

Wilcoxon-Test p-Wert | Lokales a-Niveau | Signifikanz
1 puM Nik. mit APC vs. Medium mit APC 0,004 0,017 Ja
10 puM Nik. mit APC vs. Medium mit APC 0,011 0,05 Ja
100 uM Nik. mit APC vs. Medium mit APC 0,003 0,025 Ja
1000 pM Nik. mit APC vs. Medium mit APC 0,002 0,013 Ja
100 pM MMS mit APC vs. Medium mit APC | 0,001 0,0125 Ja




3.4.3 Ergebnisse der Inkubation mit Nikotin und Epibatidin

3.4.3.1 Versuche an Lymphozyten

An frisch isolierten Lymphozyten ergab die einstindige Inkubation mit 1000 uM
Nikotin eine signifikante Zunahme der DNA-Fragmentierung gegentiber der Negativ-
kontrolle mit p = 0,025 im Wilcoxon-Test.

Die einstindige Inkubation mit Epibatidin (1 uM, 10 uM und 100 uM) zeigte einen
signifikanten Anstieg des OTM-Medianwertes mit p =0,029 im Friedman-Test. Im
Wilcoxon-Test ergab sich nur fur die beiden niedrigen Epibatidinkonzentrationen (1 uM
und 10 uM) ein signifikanter DNA-Schaden im Vergleich zur Negativkontrolle.

Durch Koinkubation der Epibatidinkonzentrationen mit 1000 uM Nikotin konnte nur
mit 10 UM Epibatidin der Nikotin induzierte DNA-Schaden signifikant gesenkt werden
mit p = 0,012 im Wilcoxon-Test.

Die Positivkontrolle mit 100 uM MMS zeigte einen signifikanten Anstieg des OTM-
Medianwertes von 0,332 (Negativkontrolle) auf 1,376 mit p = 0,001 im Wilcoxon-Test.
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Abbildung 3.3: Konzentrationsabhidngige DNA-Fragmentierung durch Epibatidin (1 pM,
10 pM und 100 pM) und Epibatidin mit Nikotin (1000 pM) an frischen Lymphozyten in OTM.

n: Anzahl der Versuche. m: Ausreifier.



Tabelle 3.7: Ergebnis des Friedman-Tests mit Angabe des p-Wertes, des a-Niveaus und der
Signifikanz. Der Friedman-Test erfolgte an den OTM-Medianwerten der Negativkontrolle
(Medium) und der Epibatidinkonzentrationen (1 puM, 10 uM und 100 puM).

Friedman-Test p-Wert

0,029

a-Niveau Signifikanz
0,05 Ja

Tabelle 3.8: Ergebnisse der Wilcoxon-Tests mit Angabe der p-Werte, des lokalen a-Niveaus
und der Signifikanz. Es erfolgten Paarvergleiche der Nikotinkonzentration (1000 uM) und der
Positivkontrolle (100 uM MMS) gegen die Negativkontrolle (Medium) an den OTM-
Medianwerten. Grau hervorgehoben sind die p-Werte unterhalb des nach Bonferroni-Holm

korrigierten Signifikanzniveaus von p < 0,05.

Wilcoxon-Test p-Wert | Lokales a-Niveau | Signifikanz
1000 pM Nikotin vs. Medium 0,025 0,05 Ja
100 uM MMS vs. Medium 0,001 0,025 Ja

Tabelle 3.9: Ergebnisse der Wilcoxon-Tests mit Angabe der p-Werte, des lokalen a-Niveaus
und der Signifikanz. Es erfolgten Paarvergleiche der Epibatidinkonzentrationen (1 uM, 10 pM
und 100 uM) gegen die Negativkontrolle (Medium) an den OTM-Medianwerten. Grau

hervorgehoben

Signifikanzniveaus von p < 0,05.

sind die p-Werte unterhalb des nach Bonferroni-Holm korrigierten

Wilcoxon-Test p-Wert | Lokales a-Niveau | Signifikanz
1 uM Epibatidin vs. Medium 0,017 0,025 Ja
10 uM Epibatidin vs. Medium 0,012 0,017 Ja
100 uM Epibatidin vs. Medium 0,401 0,05 Nein

Tabelle 3.10: Ergebnisse der Wilcoxon-Tests mit Angabe der p-Werte, des lokalen a-Niveaus
und der Signifikanz. Es erfolgten Paarvergleiche der Epibatidinkonzentrationen (1 uM, 10 uM
und 100 M) mit Nikotin (1000 uM) gegen Nikotin (1000 uM) an den OTM-Medianwerten.
Grau hervorgehoben sind die p-Werte unterhalb des nach Bonferroni-Holm korrigierten

Signifikanzniveaus von p < 0,05.

Wilcoxon-Test p-Wert | Lokales a-Niveau | Signifikanz
1 puM Epibatidin mit Nikotin vs. Nikotin 0,093 0,025 Nein
10 pM Epibatidin mit Nikotin vs. Nikotin 0,012 0,017 Ja
100 pM Epibatidin mit Nikotin vs. Nikotin 0,161 0,05 Nein




3.4.3.2 Versuche an nasalen Mukosazellen

An nasalen Mukosazellen fiihrte die einstindige Inkubation mit 1000 uM Nikotin im
Vergleich zur Negativkontrolle zu einem signifikanten Anstieg des DNA-Schadens mit
p = 0,008 im Wilcoxon-Test.

Die einstindige Inkubation mit Epibatidin (1 pM, 10 puM, 100 pM) ergab eine
signifikanten Zunahme der OTM-Medianwerte mit p=0,001 im Friedman-Test. Im
Wilcoxon-Test konnte ab 1 puM Epibatidin ein signifikanter DNA-Schaden im
Vergleich zur Negativkontrolle mit p = 0,027 nachgewiesen werden.

Durch Koinkubation der Epibatidinkonzentrationen mit 1000 pM Nikotin kam es zu
keiner Abnahme des Nikotin induzierten DNA-Schadens.

Die Positivkontrolle MMS zeigte eine deutliche DNA-Schadigung mit einem Anstieg
des OTM-Medianwertes von 0,447 (Negativkontrolle) auf 3,681 und war im Wilcoxon-
Test mit p = 0,001 signifikant.
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Abbildung 3.4: Konzentrationsabhédngige DNA-Fragmentierung durch Epibatidin (1 pM,
10 uM, 100 uM) und Epibatidin mit Nikotin (1000 uM) an nasalen Mukosazellen in OTM.

n: Anzahl der Versuche. m: Ausreifier.



Tabelle 3.11: Ergebnis des Friedman-Tests mit Angabe des p-Wertes, des a-Niveaus und der
Signifikanz. Der Friedman-Test erfolgte an den OTM-Medianwerten von Negativkontrolle
(Medium) und Epibatidin (1 pM, 10 pM und 100 pM).

Friedman-Test p-Wert

0,001

a-Niveau Signifikanz
0,05 Ja

Tabelle 3.12: Ergebnisse der Wilcoxon-Tests mit Angabe der p-Werte, des lokalen a-Niveaus
und der Signifikanz. Es erfolgten Paarvergleiche der Nikotinkonzentration (1000 uM) und der
Positivkontrolle (100 uM MMS) gegen die Negativkontrolle (Medium) an den OTM-
Medianwerten. Grau hervorgehoben sind die p-Werte unterhalb des nach Bonferroni-Holm

korrigierten Signifikanzniveaus von p < 0,05.

Wilcoxon-Test p-Wert | Lokales a-Niveau | Signifikanz
1000 uM Nikotin vs. Medium 0,008 0,05 Ja
100 uM MMS vs. Medium 0,001 0,025 Ja

Tabelle 3.13: Ergebnisse der Wilcoxon-Tests mit Angabe der p-Werte, des lokalen a-Niveaus
und der Signifikanz. Es erfolgten Paarvergleiche der Epibatidinkonzentrationen (1 uM, 10 pM
und 100 uM) gegen die Negativkontrolle (Medium) an den OTM-Medianwerten. Grau

hervorgehoben

Signifikanzniveaus.

sind die p-Werte unterhalb des nach Bonferroni-Holm korrigierten

Wilcoxon-Test p-Wert | Lokales a-Niveau | Signifikanz
1 uM Epibatidin vs. Medium 0,027 0,05 Ja
10 uM Epibatidin vs. Medium 0,005 0,017 Ja
100 pM Epibatidin vs. Medium 0,015 0,025 Ja

Tabelle 3.14: Ergebnisse der Wilcoxon-Tests mit Angabe der p-Werte, des lokalen a-Niveaus
und der Signifikanz. Es erfolgten Paarvergleiche an den OTM-Medianwerten der Epibatidin-
konzentrationen (1 uM, 10 uM und 100 pM) mit Nikotin (1000 uM) gegen Nikotin (1000 uM).

Wilcoxon-Test p-Wert | Lokales a-Niveau | Signifikanz
1 uM Epibatidin mit Nikotin vs. Nikotin 0,140 0,025 Nein
10 uM Epibatidin mit Nikotin vs. Nikotin 0,112 0,017 Nein
100 uM Epibatidin mit Nikotin vs. Nikotin 0,211 0,05 Nein




3.4.4 Ergebnisse zum Einfluss des Tabakkonsums

Um einen Einfluss des Tabakkonsums der Patienten auf die Ergebnisse bei nasalen
Mukosazellen im Comet Assay zu untersuchen, wurden die Ergebnisse der DNA-
Fragmentierung bei einstiindiger Inkubation mit Medium sowie mit Nikotin (1000 pM)
nach Rauchern (n = 7) und Nichtrauchern (n = 8) getrennt ausgewertet und miteinander
verglichen. Im Wilcoxon-Test konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Gruppen Raucher und Nichtraucher bezuglich der basalen DNA-Fragmentierung

(p = 0,237) sowie bei der Inkubation mit Nikotin (p = 0,499) nachgewiesen werden.

H Nichtraucher (n=8)

Raucher (n=7)

Olive Tail Moment
N
[ |

Medium Nikotin

Abbildung 3.5: DNA-Fragmentierung nach Inkubation mit Medium und Nikotin (1000 uM)
an nasalen Mukosazellen in OTM von Nichtrauchern (n = 8) und Rauchern (n = 7).

n: Anzahl der Versuche. m: Ausreifer.

Tabelle 3.15: Ergebnisse der Wilcoxon-Tests mit Angabe der p-Werte, des lokalen a-Niveaus
und der Signifikanz. Es erfolgten Paarvergleiche der OTM-Medianwerte bei Inkubation mit

Medium sowie bei Inkubation mit Nikotin (1000 uM) von Nichtrauchern (NR.) gegen Raucher
(R.).

Wilcoxon-Test p-Wert | Lokales a-Niveau | Signifikanz
Medium von NR. vs. Medium von R. 0,237 0,025 Nein
Nikotin von NR. vs. Nikotin von R. 0,499 0,05 Nein




Kapitel 4 Diskussion

Schwerpunkte dieser Arbeit liegen in der Untersuchung und Modulation der geno-
toxischen Effekte von Nikotin sowie in der Untersuchung der rezeptorvermittelten
Mechanismen von Nikotin induzierten DNA-Sch&den an Lymphozyten und nasalen
Mukosazellen. Der Einfluss des Tabakkonsums der Probenspender auf die Ergebnisse

im Comet Assay an nasaler Mukosa wird ebenfalls diskutiert.

4.1 Diskussion der Methodik

4.1.1 Einsatz von humanen Lymphozyten und nasalen Mukosazellen

Humane Lymphozyten sind anerkannte Testzellen fir molekularbiologische und
toxikologische Untersuchungen, um das zytotoxische und genotoxische Potential von
Xenobiotika an humanem Gewebe zu messen [Spitz et al., 2003]. Sie lassen sich leicht
durch Dichtegradientenzentrifugation aus einer vendsen Blutprobe gewinnen und
zeichnen sich durch eine hohe Vitalitat aus. Aufgrund dieser Vorteile wird diese Zellart
haufig fir invitro Studien zur Untersuchung der Genotoxizitdt von Xenobiotika
eingesetzt [Kleinsasser et al., 2004b].

In dieser Arbeit erfolgte die Untersuchung der DNA-schadigenden Wirkung von
Nikotin sowohl an frisch isolierten als auch an rekultivierten Lymphozyten. Um
genotoxische Effekte von Nikotin an rekultivierten Zellen beurteilen zu kénnen, wurden
frisch isolierte Lymphozyten fur maximal 14 Tage bei -80°C in Tieffriermedium
kryokonserviert und anschlieBend zur Fremdstoffinkubation aufgetaut. Nach Schmezer
und Kollegen soll eine Kryokonservierung der Lymphozyten von maximal 12 Monaten
die Sensitivitat der Lymphozyten nicht beeintrachtigen [Schmezer et al., 2001].

Da Lymphozyten erst nach Aufnahme durch andere Gewebe und entsprechender
Metabolisierung mit Umweltschadstoffen in Kontakt kommen, dirfen die hier
gemessenen Effekte nicht mit denen an priméren Kontaktorganen, wie etwa an
Epithelien, gleichgesetzt werden. In einer friheren Studie unterschieden sich die
genotoxischen Effekte an Lymphozyten im Vergleich zu den Ergebnissen an
Mukosazellen des oberen Aerodigestivtraktes von gleichen Spendern [Kleinsasser et al.,
2000].

39



Diskussion

Um die Effekte von Nikotin am priméren Kontaktorgan des oberen Aerodigestivtraktes
beurteilen zu koénnen, erfolgten in dieser Arbeit die Untersuchungen zur Genotoxizitat
von Nikotin an humaner nasaler Mukosa. Aufgrund ihrer morphologischen und funktio-
nellen Ahnlichkeit mit dem Flimmerepithel der Bronchien sollen die Ergebnisse an
nasaler Mukosa stellvertretend fur das respiratorische Epithel des oberen und unteren
Atemtraktes stehen. Das fir diese Arbeit verwendete Gewebe stammte von der mittleren
und unteren Nasenmuschel, die fur die Untersuchung toxischer Effekte von inhalierten
Stoffen auf Grund des Ablagerungsmusters in der Nasenhohle als besonders geeignet
gilt [Merkle et al., 1998].

Um Einzelzellen aus nasalem Gewebe zu gewinnen, erfolgte eine enzymatische Ver-
dauung Uber 24 Stunden und anschlieRend ein mechanisches Abldsen der Mukosazellen
vom restlichen Gewebe. Es ist zu beachten, dass das enzymatische Trennen von Epithel-
zellen aus ihrem physiologischen Gewebeverband zu einer erhéhten Sensitivitat der
Zellen gegenuber schadigenden Substanzen im Comet Assay fuhren kann und somit das
direkte Ubertragen der Ergebnisse auf die invivo Situation beeintrachtigt ist
[Kleinsasser et al., 2004a]. Auch weisen isolierte Einzelzellen einen teilweise
verénderten Fremdstoffmetabolismus auf [Teissier et al., 1998] und sie unterscheiden
sich teilweise erheblich in der Funktion von Schlisselenzymen intrazelluldrer Signal-
wege im Vergleich zu Zellen im physiologischen Gewebeverband [Benimetskaya et al.,
2006].

4.1.2 Nachweis von DNA-Schaden mit dem alkalischen Einzelzell-

Mikrogelelektrophorese Assay

1999 gab eine Expertengemeinschaft auf dem International Workshop on Genotoxicity
Test Procedures (IWGTP) in Washington Leitlinien zur Durchfilhrung von
Genotoxizitatstests heraus und einigte sich darauf, dass genotoxische Effekte durch
Xenobiotika mit dem Einzelzell-Mikrogelelektrophorese Assay am besten mit der von
Singh etablierten alkalischen Version, dem sogenannten Comet Assay, darstellt werden
konnen [Singh et al., 1988].

Der Comet Assay ist ein sensitives und haufig verwendetes Testverfahren zur Detektion
von DNA-Schéden an exponierten Einzelzellen und I&sst sich an proliferierenden sowie

nicht proliferierenden Zellpopulationen durchfiihren. Unter den alkalischen Be-
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dingungen (pH > 13) kommt es zur Entspiralisierung und Auftrennung der DNA-
Doppelhelix in die beiden Einzelstrange. Somit lassen sich mit dem Comet Assay
Einzelstrangbriiche der DNA, alkalilabile Stellen, Crosslinks der DNA mit DNA oder
Proteinen sowie Einzel- und Doppelstrangbriiche aufgrund unvollstandiger
Exzisionsreparatur erfassen. Hierbei soll die Vitalitat der Zellen Gber 80% liegen, um
den Einfluss avitaler Zellen mit hoher DNA-Fragmentierung auf die Ergebnisse zu
minimieren. Weitere Vorteile des Comet Assays sind seine hohe Flexibilitat, geringen
Kosten und einfache Anwendung sowie die geringe Anzahl benétigter Zellen, um
DNA-Schaden nachzuweisen [Tice et al., 2000].

Aufgrund dieser Vorteile kommt der Comet Assay in Studien zur Okogenotoxikologie
u.a. [Kleinsasser et al., 2006] und im Klinischen Biomonitoring zum Einsatz z. B.
[Undeger et Basaran, 2002]. Auch in Fragestellungen zur genotoxischen Wirkung
verschiedener Chemotherapeutika nimmt der Comet Assay einen zunehmenden
Stellenwert ein [McKenna et al., 2008]. Bei Cisplatin, einem h&ufig eingesetzten
Chemotherapeutikum, konnten Crosslinks von DNA mit DNA im Comet Assay
nachgewiesen werden [Pfuhler et Wolf, 1996]. Die Besonderheit im Nachweis von
Crosslinks im Comet Assay beruht auf einer Reduktion der DNA-Migration, da es zu
einer Aggregation der DNA kommt [Merk et Speit, 1999]. Die Anthracycline Idarubicin
und Mitoxantrone sowie weitere Chemotherapeutika wie Doxetaxel, Paclitaxel und
Gemcitabin riefen einen messbaren DNA-Schaden im Comet Assay hervor [Blasiak et
al., 2002; Ollikainen et al., 2000].

Die Auswertung der mit Ethidiumbromid angefarbten Zellkerne erfolgt unter einem
Fluoreszenzmikroskop. In den Anfangen dieser Methode wurde die DNA-
Fragmentierung subjektiv durch einen Vergleich der Lange des ,,Kometenschweifs* mit
definierten Skalen ausgewertet [Singh et al., 1988]. Heute kdnnen die verschiedenen
Parameter der einzelnen Zellkerne mit Hilfe von speziellen Computerprogrammen auf
einmal gemessen werden. In dieser Arbeit wurden die Werte fur die DNA-
Fragmentierung mit Hilfe der Software Comet 5.5 bestimmt (siehe Abbildung 4.1).
Parameter fur die DNA-Fragmentierung sind die Schweiflange (Tail Length, TL), der
Gehalt an Einzelstrangbriichen der DNA im Schweif (DNA in Tail, DT) sowie im
verbliebenen Kern (DNA in Head) als auch das sogenannte Olive Tail Moment (OTM).
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Der OTM-Wert wurde von Olive und Banath im Jahr 1993 eingefiihrt und setzt sich aus
der Schweiflange und dem DNA-Gehalt im Schweif zusammen [Olive et Banath, 1993].
Bei der Interpretation der Ergebnisse des Comet Assays sind folgende Aspekte zu
beachten: Gemessene Werte fir die DNA-Schadigung in OTM, DT und TL koénnen
nicht ohne weiteres zwischen verschiedenen Studiengruppen verglichen werden, da die
Ergebnisse sowohl von den Einstellungen am Fluoreszenzmikroskop als auch von der
verwendeten Auswertungssoftware abhangig sind. Nachteilig auf die Vergleichbarkeit
der Ergebnisse von verschiedenen Labors wirken sich auch methodische Unterschiede
aus, beispielsweise in der Dauer der alkalischen Entwindung der DNA sowie in der

Dauer und Spannung der Elektrophorese [Faust et al., 2004].

Analysiz

e —
50 400 420 4

v v Comet v Print Profile

v Cell v

Abbildung 4.1: Messung der DNA-Fragmentierung mit der Software Comet 5.5: Auf
der linken Seite wird das Messfeld eines Zellkerns mit starker DNA-Fragmentierung
dargestellt. Auf der rechten Seite findet sich das entsprechende Profil der Leucht-
intensitdt, welches der Verteilung der elektrophoretisch aufgetrennten DNA des Zell-

kerns entspricht.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 DNA-Schadigung durch Nikotin

In dieser Arbeit ergab sich fir eine einstindige Inkubation mit Nikotin an frisch
isolierten Lymphozyten ab 100 uM Nikotin und an rekultivierten Lymphozyten ab
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1 uM eine signifikante Schadigung der DNA. Die Vitalitat der Lymphozyten lag vor
und nach Nikotininkubation tuber 90%.

An verschiedenen Zellarten wurde Nikotin in unterschiedlichen Konzentrationen auf
eine genotoxische Wirkung untersucht und es konnte in mehreren Studien ein dosis-
abhangiger DNA-Schaden festgestellt werden: In Untersuchungen an Lymphozyten
sowie an Einzelzellen des lymphatischen Gewebes der Tonsilla palatina konnten fur
beide Zellarten signifikante DNA-Schaden ab 500 uM Nikotin ermittelt werden
[Kleinsasser et al., 2005].

An menschlichen Mundschleimhautzellen wurde im Mikronukleustest ebenfalls ab
1 uM Nikotin eine signifikante DNA-Schadigung gemessen [Argentin et Cicchetti,
2004]. Arabi konnte an menschlichen Spermatozoen ab einer Nikotinkonzentration von
750 UM einen signifikanten Anstieg von DNA-Strangbriichen im Comet Assay
nachweisen [Arabi, 2004]. An menschlichen Speicheldriisenzellen konnte ab 250 uM
Nikotin eine signifikante Zunahme der DNA-Fragmentierung im Comet Assay
gemessen werden [Ginzkey et al., 2009].

An Miniorgankulturen von nasaler Schleimhaut, einem Zellmodell, welches der physio-
logischen Situation sehr nahe kommt, wurden ebenfalls Nikotin induzierte DNA-
Schéden aufgezeichnet [Sassen et al., 2005a]. An Ovarialzellen des chinesischen
Hamsters konnten Trivedi und Mitarbeiter einen vermehrten Austausch von Schwester-
chromatiden sowie chromosomale Aberrationen nach Nikotinexposition nachweisen
[Trivedi et al., 1990].

Um die Ergebnisse aus invitro Versuchen mit der physiologischen Situation am
Menschen vergleichen zu kdnnen, ist es wichtig den Nikotingehalt nach Inhalation oder
Ingestion von Tabakprodukten zu bestimmen: Die im Blut von starken Rauchern
gemessenen Nikotinkonzentrationen lagen tagsuber zwischen 10 und 50 ng/mi
[Hukkanen et al., 2005]. Da eine Nikotinkonzentration von 50 ng/ml umgerechnet
0,6 UM entspricht, liegt die maximal gemessene Nikotinkonzentration im Blut starker
Raucher nur gering niedriger als die an rekultivierten Lymphozyten gemessene DNA
schadigende Konzentration von 1 pM Nikotin nach nur einer einstiindigen
Fremdstoffinkubation. Die Nikotinkonzentrationen im Speichel von Rauchern liegen
um mehr als das Hundertfache hoher als im Blut [Teneggi et al., 2002].
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Auch nach transdermaler Applikation von Nikotin (Nicorette 15mg) fanden sich im
Speichel tber 10fach hohere Werte, im Magensaft sogar uber 60fach hohere Werte als
im Blut der Probanden [Lindell et al., 1996].

Die Reparaturféhigkeit von induzierten Einzelstrangbriichen sowie das Auftreten von
Mutationen in nicht kodierenden Genabschnitten kénnen Grunde daftr sein, dass es bei
Rauchern trotz jahrelangem hohen Tabakkonsum nur zu einer relativ maRig erhéhten
Rate an Krebserkrankungen kommt. In dieser Studie wurde die Reparatur induzierter
DNA-Schaden durch direktes Abkuhlen der Zellsuspension mit gestoenem Eis nach
Fremdstoffinkubation verhindert, um das gesamte Schadigungsausmal einer ein-
stiindigen Fremdstoffinkubation zu bestimmen.

4.2.1.1 Nachweis von oxidativem Stress durch die Formamidopyrimidin-
Glykosylase

Der zellschadigende Einfluss von chemischen Stoffen, ionisierenden Strahlen aber auch
durch Hypoxie oder Ischdmie des Gewebes kann (ber freie Radikale ausgetibt werden.
Hierbei handelt es sich um Atome oder Molekile mit einem ungepaarten Elektron in
ihrer &uReren Schale. Aus Wasser oder Sauerstoff entstandene Radikale werden als
reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) bezeichnet. Hierzu zédhlen
das Hyperoxid (O;), das Wasserstoffperoxid (H,0,) sowie das Hydroxylradikal («OH)
[Oberholzer, 2001].

Diese gelten als Mediatoren fur den oxidativen Stress und rufen bei fehlender
Elimination Zyto- und Genotoxizitat hervor, indem sie unter anderem mitochondriale
Enzyme hemmen, Apoptose und zellulare Hypertrophie hervorrufen sowie eine
mutagene Wirkung auf die DNA ausuben kdnnen. Bei einer Interaktion von ROS mit
Membranlipiden, der sogenannten Lipidperoxidation, entstehen organische
Sauerstoffverbindungen wie etwa Hydroxylperoxide und Carbonylverbindungen, die
ebenfalls zu Modifikationen der zellularen DNA fuhren [O'Rourke et al., 2003]. ROS
werden aber auch vom Immunsystem und durch endogenen Sauerstoffmetabolismus
gebildet, um in den Organismus eingedrungene Bakterien zu zerstéren und weitere

Zellen der Immunabwehr anzulocken [Bogeski et al., 2010].
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Durch Reaktion von O,  mit dem gefaldilatierendem Stickoxid (NO) entsteht ein
weiterer starker Oxidant und nitrosierendes Agens, das Peroxynitrit (ONOO)
[Modlinger et al., 2004].

Oxidative DNA-Schéden umfassen Einzel- und Doppelstrangbriiche, abasische Stellen
sowie eine oxidative Schadigung der Basen. Eine der bekanntesten Basenschadigungen
ist die oxidierte Form der Base Guanin als sogenanntes 8-oxo-Guanin (siehe Abbildung
4.2). Wéhrend der Replikation kann das mutagene 8-oxo-Guanin falschlicher Weise mit
Adenin anstatt mit Cytosin in Verbindung treten und somit eine Transversion von G:C
zu T:A verursachen [Cheng et al., 1992]. Liegt diese Punktmutation in einem fir ein
Protein kodierenden Bereich, kann ein Protein mit verénderter oder aufgehobener
Funktion synthetisiert werden.

Eine weitere oxidative Basenschadigung ist das vermutlich nicht mutagene 2,6-
Diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidin (Fapy), welches eine hemmende Wirkung
auf die DNA-Synthese ausubt [Malins et al., 2002].
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Abbildung 4.2 Modifikation der Base Guanin durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) zu 8-oxo-
Guanin.

Geschadigte Basen werden groRtenteils durch Enzyme der Basenexzisionsreparatur
(BER) entfernt. Dabei entsteht zuerst eine abasische Stelle, indem eine DNA-
Glykosylase die glykosidische Bindung zwischen der spezifischen Base und dem
Desoxyribosephosphat-Gerist spaltet. Viele DNA-Glykosylasen besitzen zusatzlich
eine sogenannte AP-Lyase-Aktivitdt, mit der sie die Desoxyribose an der abasischen
Stelle aus dem DNA-Strang herausschneiden konnen. Auch die in dieser Arbeit
verwendete  Formamidopyrimidin-DNA-Glykosylase  (Fpg)  Kkatalysiert  beide

enzymatische Reaktionen, indem es substratspezifisch die geschédigten Basen 8-oxo-
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Guanin und Fapy abspaltet und mit ihrer AP-Lyase-Aktivitait einen DNA-
Einzelstrangbruch verursacht [Bhagwat et Gerlt, 1996].

Wahrend der BER werden durch weitere Enzyme das urspringliche Nukleotid,
bestehend aus entsprechender Base und Ribosephosphatrest, nach Vergleich mit dem
komplementaren Gegenstrang wieder eingesetzt und eine irreversible DNA-Schadigung
verhindert [Bjelland et Seeberg, 2003].

In dieser Arbeit konnten mit Fpg oxidativ geschadigte Basen an frisch isolierten
Lymphozyten mit Nikotin ab 10 uM in der einstindigen Inkubation nachgewiesen
werden. Somit konnte der Nachweis Nikotin induzierter DNA-Schaden durch die
Verwendung von Fpg an frisch isolierten Lymphozyten sensitiviert werden, da bei
alleiniger Inkubation mit Nikotin erst ab 100 uM eine signifikanten DNA-Schéadigung
nachgewiesen werden konnte (siehe 4.2.1). Interessanterweise kam es auch in der
Positivkontrolle mit dem alkylierenden Agens MMS zu einem signifikanten Anstieg der
DNA-Fragmentation durch Fpg. Die Arbeitsgruppe um Speit stellte ebenfalls fest, dass
Fpg neben oxidativ geschadigten Basen auch alkylierende DNA-Schaden detektiert
[Speit et al., 2004a].

Eine oxidative DNA-Schadigung durch Nikotin konnte auch an verschiedenen
zelluldren Systemen nachgewiesen werden: In Versuchen an einer Zelllinie von
humanen Krebszellen aus der Mundhdhle wurde in der Durchflusszytometrie ab 10 uM
Nikotin ein signifikanter Anstieg von 8-oxo-Guanin festgestellt [Wu et al., 2005]. Wu
konnte an dieser Zelllinie durch den Einsatz von Fpg im Comet Assay eine signifikante
Zunahme der DNA-Fragmentation ab 10 pM Nikotin messen. Auch an mukosalen
Zellen des Colons lieBen sich durch Nikotin induzierte oxidative DNA-Schéden
nachweisen [Crowley-Weber et al., 2003].

Ein weiterer Beweis fir die Generierung von mutagenen Sauerstoffradikalen durch
Nikotin liefern Versuche, in denen durch Koinkubation mit dem bekannten Antioxidans
N-Acetylcystein (NAC) aber auch mit Substanzen wie etwa Ferulaséure, Ellagsdure,
Quercetin, Curcumin oder Eugenol Nikotin induzierte DNA-Schéden vermindert
werden konnten [Bandyopadhyaya et al., 2008; Kar Mahapatra et al., 2009;
Muthukumaran et al., 2008; Sudheer et al., 2008].

Sudheer und Mitarbeiter stellten an kultivierten peripheren Lymphozyten der Ratte bei

einer einstiindigen Inkubation mit Nikotin ab 1 mM einen dosisabhéngigen, oxidativen

46



Diskussion

DNA-Schaden anhand folgender zwei Parameter fest: Es kam sowohl zu einem Anstieg
von Thiobarbitursaure-reaktiven Substanzen als Zeichen einer gesteigerten Lipid-
peroxidation als auch zu einem Abfall des wichtigen endogenen Radikalenfangers
Glutathion als Zeichen fiir eine Eliminierung generierter ROS. Anschliefend konnte mit
NAC ab 1 mM und Ferulasdure ab 150 uM der DNA-Schaden im Vergleich zur
alleinigen Inkubation mit Nikotin gesenkt werden [Sudheer et al., 2007].

Dass sich auch ein intensiver Kontakt mit nikotinhaltigen Tabakbléttern nachteilig auf
die korpereigenen Schutzsysteme gegen ROS auswirkt, konnte in einer epidemiolo-
gischen Studie an indischen Arbeitern der Tabak verarbeitenden Industrie gezeigt
werden: Eine jahrelange Exposition gegenuber feinen Tabakstduben fihrte im Blut der
Arbeiter zu einem Anstieg von Serum-Lipid-Peroxid und NO als endogene oxidative
Marker sowie zu einer Abnahme von Vitamin C und der erythrozytdren Superoxid-
permutase als endogene Antioxidantien im Vergleich zur nicht exponierten Kontroll-
gruppe [Swami et al., 2006].

4.2.1.2 Inhibition der DNA-Reparatur mit Aphidicolin

Beschédigte Basen der DNA und Einzelstrangbriiche kdnnen erfolgreich durch zellulare
Enzyme der Basenexzisionsreparatur (BER) sowie der Nukleotidexzisionsreparatur
(NER) erkannt und korrigiert werden [Montenarh, 2007].

In dieser Arbeit wurde Aphidicolin (APC) als

Reparaturinhibitor ~ verwendet, welches von

verschiedenen Pilzarten unter anderem von
Nigrospora sphaerica synthetisiert wird (siehe
Abbildung 4.3). APC hemmt reversibel die
DNA-Polymerasen a und & [Park et al., 1991]. HO™" g
Durch Inhibition der DNA-Polymerase a, die am CH, Q’CHZOH

Ende der BER fur den Einbau des entsprechenden Abbildung 4.3: Strukturformel von

Nukleotids anhand der Vorlage des unbe- APC

schadigten Komplementérstranges verantwortlich
ist, bleibt die DNA-Reparatur aus und der Einzelstrangbruch der DNA persistiert. Die
DNA-Polymerase 6 sorgt fiir das Korrekturlesen der eingesetzten Nukleotide wéhrend

der NER. Bei der NER konnen im Unterschied zur BER die fehlerhafte Base zusammen
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mit der Desoxyribose entfernt sowie langere Abschnitte aus der DNA exzidiert werden
[Horn, 2002].

In dieser Arbeit ergab eine Koinkubation von Nikotin mit APC an rekultivierten
Lymphozyten eine signifikante DNA-Schadigung ab 1 uM Nikotin, der im Vergleich
zur alleinigen Nikotininkubation stérker ausfiel. Die Nachweisgrenze fur Nikotin
induzierte DNA-Schéaden konnte durch den Einsatz von APC an rekultivierten Lympho-
zyten nicht weiter gesenkt werden, da sich bereits bei alleiniger Nikotininkubation ab
1 uM ein signifikanter Anstieg der DNA-Fragmentierung nachweisen lieR.

In verschiedenen Versuchen konnten mit APC genotoxische Effekte durch mutagene
Strahlen und Kanzerogene aufgezeigt werden [Speit et al., 2004b; Zheng et al., 2005].
Da DNA-Polymerasen auch an der Replikation der DNA wéhrend der Mitose beteiligt
sind, kann durch Inhibitoren wie APC der Zellzyklus in der frihen Synthese-Phase
gestoppt werden. Diese Technik wird in Zellkulturen genutzt, um alle Zellen in das
gleiche Zellzyklusstadium zu bringen [Pedrali-Noy et al., 1980].

Allgemein gibt es zwei Mdglichkeiten die Reparaturkapazitdt von DNA-Schéden mit
dem Comet Assay zu messen: Zum einen kann die Reparaturkapazitat als eine Abnahme
induzierter DNA-Schéden (ber eine bestimmte Dauer gemessen werden und zum
anderen konnen Inhibitoren der DNA-Reparatur eingesetzt werden [Speit et Hartmann,
1995].

4.2.1.3 Modulation Nikotin induzierter DNA-Sch&den mit Epibatidin

Nikotin bindet als starker Agonist am nikotinergen Azetylcholinrezeptor (nAChR),
einem pentameren Liganden gekoppelten lonenkanal, der entweder aus einer
heterologen Kombination der beiden Typen von Untereinheiten (alpha und beta) oder
aus 5 homologen alpha-Untereinheiten besteht (siehe Abbildung 4.4). Beim Menschen
sind bereits 9 verschiedene alpha-Untereinheiten (a2-010) und 3 verschiedene beta-
Untereinheiten ($2-p4) des nAChRs charakterisiert worden [Gotti et Clementi, 2004].
Als Epibatidin-sensitive Rezeptoren werden alle Rezeptoren bezeichnet, welche die
Untereinheiten a7, 2 oder f4 enthalten. Dabei bindet Epibatidin an den heteromeren
a4P2 Rezeptor mit einer hohen Affinitat und etwa 20fach stérker als Nikotin sowie an
den homomeren a7 Rezeptor mit einer niedrigen Affinitat aber etwa 150fach starker als
Nikotin [Marks et al., 2010].
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Abbildung 4.4: Aufbau des nAChR (B) aus 5 Untereinheiten, die jeweils viermal die
Zellmembran durchspannen (A). Querschnitte (C) eines homomeren o7 nAChR aus 5 a7-
Untereinheiten sowie eines heteromeren a4f2 nAChR bestehend aus 2 a4-Untereinheiten und 3
B2-Untereinheiten nach [Gotti et Clementi, 2004].

Durch den Neurotransmitter Acetylcholin erfolgt am nAChR die Signalubertagung im
zentralen und peripheren Nervensystem sowie an der motorischen Endplatte zur
Ubertragung der Nervenimpulse auf die Muskulatur. Neben Nerven- und Muskelzellen
exprimieren auch andere Zellarten von Vertebraten den nAChR. Innerhalb des Nerven-
systems werden von Endothelzellen, Astrozyten und Progenitorzellen verschiedene
Subtypen des nAChR gebildet. AuBerhalb des Nervensystems konnten bereits an
Lymphozyten, Makrophagen, bronchialen Epithelzellen, Endothelzellen, Urothelzellen,
an verhornter und unverhornter Epidermis sowie an mehreren Tumorzelllinien des
kleinzelligen Bronchialkarzinoms und des Mesothelioms die Synthese verschiedener
Untereinheiten des NAChR nachgewiesen werden [Egleton et al., 2008].

Durch Verdrangung von radioaktiv markiertem [®H]-Nikotin mit den Substanzen
Nikotin, Epibatidin und a-Bungarotoxin von der Zelloberflache konnten an humanen
Lymphozyten die Expression des nAChR gezeigt werden [Wongsriraksa et al., 2009].
Wongsriraksa und Mitarbeiter stellten eine interindividuell unterschiedliche Expression
an mRNA der Untereinheiten 04, a5, a7, 1 und B2 fest und wiesen im Immunoblot

eine ebenfalls individuell verschiedene Expression der Proteine fiir 04, a5, a7 und Bl
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nach. Die Autoren gehen davon aus, dass humane Lymphozyten die nAChR o4p2,
a4p2a5 und teils auch den homomeren o7-Rezeptor exprimieren.

In nasaler Mukosa konnte mit der Reversen Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
(RT-PCR) die mRNA der Untereinheiten al, a2, a3, a4, a6, a7, 2, B3 und p4 mit einer
interindividuell variierenden Expression nachgewiesen werden [Keiger et al., 2003].
Somit sind rezeptorvermittelte Effekte Uber den nAChR an Lymphozyten sowie an
nasalen Mukosazellen méglich.

In dieser Arbeit wurden Lymphozyten und nasale Mukosazellen des gleichen Spenders
fir eine Stunde mit zwei starken Agonisten am nAChR, Nikotin (1000 pM) und
Epibatidin (1 uM, 10 uM und 100 pM) inkubiert, um die Nikotin induzierten DNA-
Schaden am nAChR zu untersuchen. Nikotin wurde fir diese Versuche in der
Konzentration von 1000 uM eingesetzt, da sich in eigenen Versuchen sowie nach
Sichtung friiherer Publikationen DNA-Schaden durch Nikotin an beiden Zellarten bei
deutlich niedrigeren Konzentrationen nach einer einstiindigen Inkubation zeigten. In
eigenen Versuchen konnte fur frisch isolierte Lymphozyten in der einstiindigen
Inkubation mit Nikotin ab 10 uM ein Anstieg der DNA-Fragmentierung nachgewiesen
werden (siehe 3.4.1). An humaner Nasenschleimhaut ergab sich ein signifikanter DNA-
Schaden ab einer Nikotinkonzentration von 250 uM [Kleinsasser et al., 2006].

Durch Koinkubation konnte nur an Lymphozyten mit 10 uM Epibatidin die Nikotin
induzierte DNA-Schadigung gesenkt werden. An nasalen Mukosazellen kam es durch
die Koinkubation zu keiner Reduktion des DNA-Schadens. Stattdessen fihrte
Epibatidin selbst in den beiden niedrigen Konzentrationen (1 uM und 10 uM) zu einer
DNA-Schadigung an Lymphozyten. An nasalen Mukosazellen konnte fiir alle einge-
setzten Konzentrationen von Epibatidin (1 uM, 10 uM und 100 uM) ein signifikanter
DNA-Schaden gemessen werden.

Fur den rezeptorvermittelten Mechanismus der genschadigenden Wirkung von Nikotin
sprechen die Ergebnisse, dass es auch durch Epibatidin, einen ebenfalls starken
Agonisten am nAChR, zu einer Zunahme der DNA-Fragmentation im Comet Assay
gekommen war.

Da aber auch der Nikotin induzierte DNA-Schaden durch Koinkubation mit Epibatidin
zum Teil gesenkt werden konnte, kann an seiner im Vergleich zu Nikotin 150fach

hoheren Bindungsstirke zum homomeren o7-Rezeptor liegen. Durch kompetitive
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Verdrangung verhindert Epibatidin, dass sich Nikotin an diesen Rezeptor bindet. Somit
kann die durch Nikotin ausgeloste intrazellulare Signalkaskade zum Teil unterbunden
werden. Vor allem ber den a7-Rezeptor sollen die proliferativen Effekte von Nikotin

in Tumorzellen vermittelt werden [Egleton et al., 2008].

4.2.2 Einfluss des Tabakkonsums auf die Ergebnisse des alkalischen

Einzelzell-Mikrogelelektrophorese Assays

Der Einfluss des Tabakkonsums, insbesondere des Zigarettenrauchens, auf die basale
DNA-Fragmentierung im Comet Assay an Lymphozyten von Rauchern wurde bereits in
mehreren Studien untersucht. Die Ergebnisse sind zum Teil widerspriichlich. Eine
Metaanalyse Uber 38 Studien konnte einen signifikanten Anstieg des basalen DNA-
Schadens an Lymphozyten von Rauchern im Vergleich zu Nichtrauchern feststellen.
Dieser signifikante Unterschied relativiert sich, wenn die Studien nach der verwendeten
Methode zur Messung der DNA-Schéadigung getrennt ausgewertet werden: In 23 der 38
Studien konnte bei Verwendung einer Analysesoftware kein signifikanter Unterschied
festgestellt werden. In den restlichen 15 Studien, welche die DNA-Schadigung an Hand
subjektiver Skalen einschétzten, ergaben sich signifikant erhdhte Werte fir eine DNA-
Schédigung an Lymphozyten von Rauchern. [Hoffmann et al., 2005]. Die gleiche
Arbeitsgruppe konnte in eigenen Versuchen, selbst bei starken Rauchern mit einem
Konsum von mehr als 20 Zigaretten am Tag, keine erhdhte basale DNA-Schédigung der
Lymphozyten im Vergleich zu Nichtrauchern feststellen [Hoffmann et Speit, 2005;
Speit et al., 2003]. Nach Lu und Morimoto korreliert an Lymphozyten von japanischen
Rauchern der basale DNA-Schaden mit der Anzahl an pack years sowie mit der taglich
aufgenommenen Menge an Nikotin oder Teer [Lu et Morimoto, 2008].

In dieser Arbeit erfolgte an den eingesetzten nasalen Mukosazellen die Untersuchung
zum Einfluss des Rauchens auf die Ergebnisse im Comet Assay. In der basalen DNA-
Fragmentierung unter Inkubation mit N&hrmedium ergab sich kein signifikanter
Unterschied zwischen der Gruppe der Raucher im Vergleich zur Gruppe der Nicht-
raucher. Auch der Vergleich der DNA-Schadigung nach einer einstiindigen Inkubation
mit Nikotin (1000 uM) erbrachte keinen Unterschied zwischen den beiden Gruppen.
Aufgrund der geringen Gruppenstarke von 7 bzw. 8 Teilnehmern ist die Aussagekraft

dieser Untersuchung eingeschrankt.
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Ebenfalls in Versuchen an nasaler Mukosa konnten Sassen und Mitarbeiter keinen
Einfluss des Rauchens auf die Ergebnisse im Comet Assay nachweisen [Sassen et al.,
2005b]. Allerdings ist auch in dieser Studie die Anzahl an Proben in Relation zum

erwarteten Unterschied fiir eine weiterreichende Aussage ungentigend.

4.3 Tumorfordernde Mechanismen von Nikotin

Die Erkenntnisse, dass Nikotin den nAChR aktiviert und dass es nach Exposition
gegenuiber Nikotin intrazellular zur Generierung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)
kommt, lassen vermuten, dass es sich hier um eine zusammenhéngende Signalkaskade
handelt. Die Literaturrecherche erbrachte einige Studien, die fiir diese Theorie sprechen:
Barr und Kollegen wiesen nach, dass bestimmte Formen von ROS, wie sie auch durch
Nikotin generiert werden, einen spezifischen Transkriptionsfaktor (NF-xB) aktivieren
konnen, der die Genexpression fur verschiedene biologische Prozesse der Immun-
antwort, Zellproliferation, Entziindung und Apoptose reguliert [Barr et al., 2007]. Auch
nach Aktivierung des a7 nAChR konnte dieser Transkriptionsfaktor induziert werden
[Ye et al., 2004].

Am Tiermodell konnte ebenfalls ein Zusammenhang zwischen der Aktivierung des
NAChR und der Bildung von ROS aufgezeichnet werden [Bruin et al., 2008]. Nach
maternaler Nikotinexposition an Ratten kam es zu einem Anstieg der Apoptoserate in
den pankreatischen Beta-Zellen neugeborener Ratten. Dies flihrten die Autoren auf eine
direkte Wechselwirkung von Nikotin mit dem nAChR und anschliefender ROS-
Produktion zurick.

In einer Studie von Panayiotidis und Mitarbeiter konnte durch den Einsatz eines Ca?*-
Chelators die genotoxische Wirkung von H,0O, auf die DNA humaner Lymphozyten
gesenkt werden [Panayiotidis et al., 1999]. Als Ursache fir die DNA-Strangbriiche
wurde hierbei eine durch H,0, ausgeldste, Ca®*-vermittelte Aktivierung von Endo-
nukleasen angesehen. Auch die Aktivierung des nAChR fiihrt zu einem Anstieg des
intrazellularen Ca®* und kann ebenfalls zur Aktivierung dieser Endonukleasen bei-
tragen.

Als eine weitere Ursache fur die Genotoxizitdt von Nikotin wird die Bildung von

Stickstoffmonoxid (NO), einem kurzlebigen freien Radikal, durch die Aktivierung der
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induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthase (INOS) vermutet. Nikotin soll hierbei
stimulierend auf die Genexpression von iNOS wirken [Argentin et Cicchetti, 2006].
Nikotin flhrte auch an den beiden anderen Isoformen der NOS, der neuronalen
Stickstoffmonoxid-Synthase (nNOS) sowie an der endothelialen Isoform (eNOS) zu
einer Aktivitatssteigerung [Pogun et al., 2000; Tonnessen et al., 2000]. Nach der
Isolierung der iINOS aus Makrophagen der Maus nach Stimulierung mit bakteriellem
Lipopolysaccharid durch Stuehr und Mitarbeiter im Jahre 1991 konnten bereits in
etlichen weiteren Zellen des Immunsystems die Expression von iNOS nachgewiesen
werden [Stuehr et al., 1991]. Interessanterweise kann eine Aktivitat von iNOS auch in
vielen anderen Zellarten aullerhalb des Immunsystems gemessen werden, unter anderem
auch in nasalen Mukosazellen [Kawamoto et al., 1998; Taylor et Geller, 2000]. Auch
durch eine Aktivierung des a7 nAChR konnte an neuronalem Gewebe eine gesteigerte
NO-Synthese gemessen werden [Haberberger et al., 2003; Papadopolou et al., 2004].
Zusétzlich liefert Nikotin durch den direkten Ca®*-Einstrom nach Aktivierung des
nAChR das fiir die Synthese von NO bendtigte Ca®* [Zayas et al., 2002].

Waéhrend der oxidativen Elimination von Nikotin kann ein reaktiver Metabolit
(Iminiumion) entstehen, welches tber den sogenannten Elektronentransfer zur Synthese
von ROS beitragt [Kovacic et Cooksy, 2005]. Nach Kovacic kann durch Nitrosierung
dieses nikotinergen Iminiummetaboliten ein reaktives Nitrosamin gebildet werden,
welches ebenfalls eine schadigende nitrosierende Wirkung auf Basen der DNA austiben
kann.

In mehreren Studien konnten tumorproliferative Effekte wie etwa ein gesteigertes
Zellwachstum, Angioneogenese und Apoptosehemmung durch Nikotin nachgewiesen
werden: Heeschen und Mitarbeiter wiesen in vitro an humanen Endothelzelllinien eine
gesteigerte Zellproliferation, eine verminderte Apoptoserate sowie eine flr die
Angiogenese typische tubuldare Ausrichtung der Zellen nach, wie sie auch durch
Inkubation mit dem vaskuldren Endothelzellwachstumsfaktor (VEGF) hervorgerufen
werden konnten. In vivo kam es durch Gabe von Nikotin nach Ischdmie am Mausmodell
zu einer gesteigerten Angiogenese und vermehrten Durchblutung des Gewebes
[Heeschen et al., 2001]. In weiteren Studien konnte eine Nikotin induzierte Aktivierung
des nAChR, insbesondere des a7 Rezeptors, flr diese angioproliferative Wirkung
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verantwortlich gemacht werden [Cooke et Bitterman, 2004; Egleton et al., 2009;
Heeschen et al., 2002].

In einem Review von Zeidler werden verschiedene Studien zusammengefasst, in denen
sowohl pro- als auch antiapototische Effekte durch Nikotin nachgewiesen wurden
[Zeidler et al., 2007]. Nach Zeidler kam es bei in vitro Versuchen vermehrt zu einer
Hemmung der Apoptose und bei invivo Versuchen h&ufiger zu einer gesteigerten
Apoptose durch Nikotin. Diese widerspruchlichen Effekte werden auf die Verwendung
unterschiedlicher Zellarten, verschiedener Nikotinkonzentrationen, auf Unterschiede der
Expositionsdauer sowie auf eine unterschiedliche Metabolisierung der invitro
Zellkultur im Vergleich zur komplexen in vivo Situation zuruickgefihrt.

Fur die intrazelluldre Vermittlung des Apoptose inhibierenden Effektes von Nikotin
sind verschiedene Signalkaskaden verantwortlich: An einer Zelllinie fur humane
Lungenkrebszellen flhrte Nikotin zu einer Aktivierung der intrazellularen Enzyme
Proteinkinase C sowie zweier Isoformen der Extracellular-signal Regulated Kinase
(ERK 1 und ERK 2). Diese gehdren zur Gruppe der Mitogen-aktivierten Kinasen
(MAP-K) und koénnen das stark antiapoptotisch wirkende Protein Bcl 2 (B-cell
lymphoma 2)  aktivieren, welches ebenfalls als ein  Tumorpromotor in
Lungenkrebszellen gilt [Mai et al., 2003].

An Lungenepithelzellen der Ratte bewirkte Nikotin einen Anstieg des Protoonkogen
Ras (rat sarcoma), welches als ein zentrales Glied verschiedener Signaltransduktions-
wege unter anderem einen weiteren Effektor (Raf) aktiviert. Raf (rat fibrosarcoma)
phosphoryliert als MAP-Kinase die Kinasen ERK 1 und ERK 2 und verhindert somit
die Apoptose uber die oben genannte Signalkaskade [Guo et al., 2005].

Arredondo und Mitarbeiter wiesen an Mundschleimhautzellen nach Aktivierung des o7
AChR durch Nikotin eine starke Zunahme des Transkriptionsfaktors STAT3 (Signal
Transducers and Activators of Transcription) Uber zwei unterschiedliche intrazellulére
Signalwege nach: die Exposition mit Nikotin fiihrte zum einen (ber die Signalkaskade
(Ras/Raf/ERK) zu einer gesteigerten Genexpression von STAT3 und zum anderen zur
Aktivitatssteigerung einer Janus-Kinase, die STAT3 Uber einer direkte Phosphory-
lierung aktiviert [Arredondo et al., 2006]. STAT-3 vermittelt als sogenanntes Proto-
onkogen proliferative und antiapoptotische Effekte [Bowman et al., 2000].
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In einigen Untersuchungen zeigte Nikotin auch einen hemmenden Einfluss auf den
Zellzyklus mit einer Arretierung der Zellen nach der Mitose in der GO/1-Phase, welche
auf eine Akkumulation von Nikotin induzierten DNA-Schaden hinweist [Frazer-Abel et
al., 2004; Lee et al., 2005].

Genotoxische Effekte durch Nikotin kdnnen zu einem manifesten Schaden am
menschlichen Genom fuihren, wenn sie nicht durch zelluldre Reparatur behoben werden
oder durch Apoptose der Zelle eliminiert werden. Da Nikotin selbst den physio-
logischen Schutz der Apoptose zu inhibieren vermag, erhoht sich sein Gefahrdungs-
potential flr den menschlichen Organismus. Da Nikotin meist zusammen mit weiteren
kanzerogenen Stoffen wahrend des Zigarettenrauchens aufgenommen wird, kann von
sogenannten kokanzerogenen Effekten ausgegangen werden, die das schadigende
Potential von Nikotin weiter steigern. Auch sorgt die Sucht induzierende Wirkung von
Nikotin flr einen anhaltenden Konsum dieser kanzerogenen Stoffe tber viele Jahre.

Die aus vielen Studien gewonnenen Erkenntnisse zu den tumorférdernden Effekten von
Nikotin mussen zu einer neuen Abschatzung von Nutzen und Risiko einer Substitutions-

therapie mit Nikotin im Rahmen der Tabakentw6hnung fihren.

4.4 Ausblick

Um die Mechanismen der Nikotin induzierten DNA-Schadigung weiter zu untersuchen,
bedarf es des Einsatzes zusatzlicher Methoden zur Darstellung genotoxischer Effekte:
Durch eine Kombination des alkalischen Einzelzell-Mikrogelelektrophorese (Comet)
Assays mit der Methode der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) kénnen neben
dem gesamten DNA-Schaden auch schadensspezifische Regionen von Nikotin nach
Markierung ausgewéhlter Chromosomen dargestellt werden [Harreus et al., 2004].

Um die Aussagekraft von in vitro Genotoxizitatsuntersuchungen zu erhdhen, soll eine
maoglichst physiologische Situation des zu untersuchenden Zielgewebes angestrebt
werden. Fir das respiratorische Epithel, insbesondere fir die nasale Mukosa, stehen
zwei verschiedene in vitro Modelle zur Verfligung, die dieser VVorgabe nédher kommen:
Bei den sogenannten Miniorgankulturen wachsen kleine Gewebestiicke aus nasaler

Mukosa durch Kultivierung mit spezifischen Nahrmedien zu Kulturen mit vollstandig
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umschlossener Schleimhaut heran, die (ber eine stabile metabolische Kompetenz
verfugen [Kleinsasser et al., 2009]. Eine weitere verbesserte Expositionsmethode bietet
das sogenannte Air Liquid Interface, in dem die physiologische Polaritat der nasalen
Mukosazellen mit einer getrennten Luft- und Nahrmediumseite abgebildet wird. Hierbei
kann die Fremdstoffexposition der nasalen Mukosazellen sowohl tber das Nahrmedium
als auch tiber die Luft durch Begasung der Zellen erfolgen [Aufderheide et al., 2003].
Fur die Untersuchungen zum rezeptorvermittelten DNA-Schaden von Nikotin am
nAChR kann die Signaltransduktion sowohl extra- als auch intrazellular blockiert
werden. Als ein selektiver Antagonist am o7 nAChR kann das a-Bungarotoxin
eingesetzt werden, um die Signaltransduktion am Rezeptor durch Nikotin zu ver-
hindern. Durch membrangéngige Calciumchelatoren (BAPTA) kénnen zudem die intra-
zelluldren Signalwege unterbunden werden, indem das fir die Aktivierung
verschiedener zellularer Enzyme bendtigte Ca®* gebunden wird. Auch eine Steigerung
der intrazelluldren Ca?*-Konzentration durch die Aktivierung des nAChR lasst sich mit
BAPTA erfolgreich verhindern.

Um den Einfluss der intrazellularen Generierung von NO nach Nikotininkubation
weiter zu untersuchen, koénnen Inhibitoren der NOS (L-NMMA) sowie selektive
Inhibitoren der iINOS (1400W, BYK 191023) eingesetzt werden [Egemnazarov, 2009].

Nur durch ein vertieftes Verstandnis der tumorfordernden Mechanismen von Nikotin
kdnnen in Zukunft Tabak und Nikotin assoziierte Erkrankungen wirksamer verhindert

werden.
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Kapitel 5 Anhang

5.1 Zusammenfassung

Beim Zigarettenrauchen als der haufigsten Form des Tabakkonsums stellt das respira-
torische Epithel des oberen und unteren Aerodigestivtraktes das primare Kontaktorgan
der zyto- und genotoxischen Inhaltsstoffe dar. Nikotin, das Hauptalkaloid des Tabaks,
ruft nicht nur eine starke Abhéngigkeit hervor, sondern kann in Anbetracht friiherer
Studien auch zum Tabak assoziierten Krebsrisiko beitragen. Neben tumorproliferativen
Effekten wie etwa der Angioneogenese, der Zellproliferation oder einer Apoptose-
inhibition ist die Rolle der tumorinitiierenden Wirkung von Nikotin durch eine direkte
Schédigung der DNA noch unzureichend untersucht.

Ziele dieser experimentellen Arbeit waren deshalb, Nikotin induzierte DNA-Schaden an
frisch isolierten sowie rekultivierten humanen Lymphozyten mit Hilfe des alkalischen
Einzelzell-Mikrogelelektrophorese (Comet) Assays darzustellen, den Nachweis dieser
Schéden durch Koinkubation mit dem Reparaturenzyminhibitor Aphidicolin (APC) zu
sensitivieren sowie oxidativ geschddigte Basen durch die Formamidopyrimidin-
Glykosylase (Fpg) aufzuzeigen. Durch Koinkubation mit Epibatidin, einem Subtyp
spezifischen und kompetitiven Agonisten am nikotinergen Acetylcholinrezeptor
(nAChR), wurde die Rolle der rezeptorvermittelten Mechanismen Nikotin induzierter
DNA-Schaden an Lymphozyten und nasalen Mukosazellen untersucht. Auch der Frage,
ob Rauchen zu einer erhohten basalen Schadigung an nasalen Mukosazellen fihre,
wurde nachgegangen.

Nach der Zellisolierung der humanen nasalen Schleimhautzellen und peripheren
Lymphozyten erfolgte zum Ausschluss zytotoxischer Effekte jeweils vor und nach der
einstiindigen Fremdstoffinkubation mit Nikotin (1 uM bis 1000 uM), APC (2,5 pg/ml),
Epibatidin (1 pM bis 100 uM) und MMS (100 uM) die Bestimmung der Zellvitalitét
mit dem Trypanblau-Ausschlusstest. Durch Inkubation mit Fpg nach der Lyse zellularer
Membranen erfolgte die Augmentation oxidativ geschadigter Basen. Potentielle DNA-
Schéaden in Form von Einzelstrangbriichen und alkalilabilen Stellen der DNA wurden
mit dem Comet Assay erfasst. An frisch isolierten Lymphozyten konnte nach ein-
stiindiger Inkubation mit Nikotin ab 100 uM ein signifikanter DNA-Schaden festgestellt
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werden. Mit dem Einsatz von Fpg kam es ab 10 pM Nikotin zu einem signifikanten
Anstieg der DNA-Fragmentierung. An rekultivierten Lymphozyten konnte nach Kryo-
konservierung bei einstindiger Inkubation mit Nikotin bereits ab 1 uM eine signifikante
DNA-Schadigung nachgewiesen werden, die sich ebenfalls bei Koinkubation mit APC
ab 1 uM darstellte. Durch Koinkubation von Nikotin (1000 uM) mit Epibatidin in
aufsteigender Konzentration konnte an frisch isolierten Lymphozyten nur in einer
Konzentration (10 uM) die Nikotin induzierte DNA-Fragmentierung gesenkt werden.
Hierbei zeigte Epibatidin selbst einen DNA-Schaden in niedriger Konzentration (1 uM
und 10 pM). An nasalen Mukosazellen konnte der Nikotin induzierte DNA-Schaden
durch die Koinkubation mit Epibatidin nicht gesenkt werden. Auch an nasaler Mukosa
rief Epibatidin ab 1 uM einen signifikanten DNA-Schaden hervor. Bezuglich einer
EinflussgroRe durch das Rauchen auf die Ergebnisse im Comet Assay konnte kein
Unterschied der basalen als auch der durch Nikotin induzierten DNA-Fragmentierung
zwischen der Gruppe der Raucher und Nichtraucher festgestellt werden, wobei die
geringe Gruppenstarke (n = 8) keine eindeutige Aussage zulasst.

Nikotin verursachte bereits bei einer einstiindigen Expositionsdauer DNA-Schaden an
humanen Lymphozyten und nasalen Mukosazellen. Der Nachweis oxidativ geschéadigter
Basen an Lymphozyten zeigt auf eine Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) durch Nikotin hin. Die Aktivierung des homomeren a7 nAChR durch Nikotin
soll hierbei eine wichtige Rolle als Ausloser der intrazellularen Signaltransduktion der
Radikalbildung spielen. Epibatidin als ein starker Agonist am a7 Rezeptor fuhrte bereits
in geringen Konzentrationen zu einer signifikanten DNA-Fragmentierung. Bei fehlender
Reparatur dieser DNA-Schaden und einer ausbleibenden Elimination der geschadigten
Zelle konnen diese Mutationen akkumulieren und zur Tabak assoziierten Krebsent-
stehung beitragen. Eine Substitutionstherapie mit Nikotin zur Raucherentwdhnung muss
bei solchen Ergebnissen duferst kritisch betrachtet werden.

Vor diesem Hintergrund ist es notwendig die Untersuchungen zur Genotoxizitat von
Nikotin durch den Einsatz weiterer Methoden, wie etwa der Kombination des Comet
Assays mit der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) oder dem Einsatz eines Air
Liquid Interface, voranzutreiben und die rezeptorvermittelten Mechanismen der DNA-
schadigenden Wirkung von Nikotin durch spezifische Antagonisten weiter zu

erforschen.
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5.2 Abklrzungsverzeichnis

APC Aphidicolin

Aqua bidest. Agqua bidestilla

BAPTA 1,2-Bis (0-aminophenoxy) ethan-Tetraessigsaure
Bcl 2 B-cell lymphoma 2

BEG-Medium Bronchial Epithelial Growth-Medium

BER Basenexzisionsreparatur

BSA bovines Serumalbumin

CO; Kohlenstoffdioxid

DFG Deutsche Forschungsgemeinschaft

DH DNA in Head

DME-Medium Dulbecco’s Modified Eagle s-Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deoxyribonucleic Acid

DT DNA in Tail

EDTA Ethylendiamintetraessigséure

ERK Extracellular-signal Regulated Kinase

Fapy 2,6-Diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidin
et al. und andere

FISH Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Fpg Formamidopyrimidin-Glykosylase

H,0, Wasserstoffperoxid

HEPES 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinyl)-Ethansulfonséure
IARC International Agency for Research on Cancer
KOH Kaliumhydroxid

LMP Low Melting Point

L-NMMA N-Monomethyl-L-Arginin

MAK maximale Arbeitsplatzkonzentration

ME Medianwert

MMS Methylmethansulfonat

MRNA mesenger Ribonucleic Acid

MW Mittelwert

NAC n-Acetylcystein

nAChR nikotinerger Acetylcholin-Rezeptor

NaCl Natriumchlorid

NaOH Natriumhydroxid

NER Nukleotidexzisionsreparatur

NF-xB Nuclear Factor-«B

Nik. Nikotin
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NMP Normal Melting Point

NO Stickstoffmonoxid

NOS Stickstoffmonoxid-Synthase

NR. Nichtraucher

Oy Hyperoxid

OH Hydroxylradikal

ONOO Peroxynitrit

OT™M Olive Tail Moment

8-oxo0-Guanin 8-0x0-7,8-dihydro-2-desoxyguanin
p.y. pack years

PBS Phosphat gepufferte Salzldsung

R. Raucher

Raf rat fibrosarcoma

Ras rat sarcoma

ROS reactive oxygen species

rpm rounds per minute

RPMI-Medium Roswell Park Memorial Institute-Medium
RT Raumtemperatur

SD standard deviation

STAT Signal Transducers and Activators of Transcription
TL Tail Length

Tris Trishydroxymethylaminomethan
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
VS. Versus

WHO World Health Organisation
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5.3 Fragebogen zur Fremdstoffbelastung

Universitatsklinikum \WUrzburg
Klinikum der Bayerischen Julius-Maximilians-Universitat U

Klinik und Poliklinik fur Hals-, Nasen- und Ohrenkranke \’l</

Direktor: Univ. Prof. Dr. R. Hagen

Angaben zum Patienten

Name

Geburtsdatum

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

bitte beantworten Sie nachfolgende Fragen Uber Fremdstoffbelastungen. Sie helfen
dadurch, Einflisse auf die Gesundheit durch die Umwelt und die Arbeitswelt genauer
zu beurteilen. Alle Angaben unterliegen dem Datenschutz und werden anonym und

vertraulich behandelt.
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Welchen Beruf (iben Sie aus bzw. haben Sie ausgetbt?

1. von bis
2. von bis
3. von bis
4. von bis

Haben oder hatten Sie dabei mit Fremdstoffen (z.B. Holzstaub/Holzbearbeitung,
Kihlschmierstoffe,  Farben und Lacke, Zement, Insektizide/Pestizide, Strahlen-
belastung, Metallstaub, Steinkohle und Teerprodukte oder andere) Kontakt? Wenn ja,

machen Sie bitte genauere Angaben!

1. von bis
2. von bis
3. von bis
4. von bis

Rauchen Sie bzw. haben Sie geraucht?

Wenn ja, machen Sie bitte genauere Angaben!

=)
wn

Menge pro Tag von

Zigaretten:

Zigarren:

Zigarillos:

Pfeife:
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Waren Sie bzw. sind Sie passiv Tabakrauch ausgesetzt? Wenn ja, machen Sie bitte

genauere Angaben!

1. von bis
2. von bis
3. von bis
4. von bis

Trinken Sie bzw. haben Sie alkoholische Getranke getrunken? Wenn ja, geben Sie
bitte Art und Menge an!

Menge von bis
Bier:
Wein:
Andere:

Madchten Sie zusatzliche Angaben machen?

Vielen Dank fur lhre Mithilfe!
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5.4 Datenubersicht

Tabelle 5.1: Epidemiologische Daten der 10 mannlichen Blutspender fir die Versuche an frisch
isolierten Lymphozyten mit Angabe von Alter in Jahren (a), Beruf, Alkoholkonsum in Gramm
Ethanol pro Tag (g/d), Nikotinkonsum in pack years (p.y.) sowie Kontakt gegentber

Passivrauch und Fremdstoffen.

Alkohol- Nikotin- .

Nr. | Alter(a) Beruf konsum (g/d) | konsum (p. y.) Passivrauch | Fremdstoffe
1 28 Arzt 0 0 Nein Nein
2 32 Arzt 20 0 Nein Nein
3 45 Arzt 18 0 Nein Nein
4 29 Arzt 8 0 Nein Nein
5 33 Arzt 0 0 Nein Nein
6 32 Arzt 3 0 Nein Nein
7 31 Arzt 8 0 Nein Nein
8 28 Arzt 0 0 Nein Nein
9 38 Biol. techn. Assistent 8 0 Nein Nein

10 54 Video-Medientechniker 13 0 Nein Nein

Tabelle 5.2: Epidemiologische Daten der 14 mannlichen Blutspender fur die Versuche an
rekultivierten Lymphozyten mit Angabe von Alter in Jahren (a), Beruf, Alkoholkonsum in
Gramm Ethanol pro Tag (g/d), Nikotinkonsum in pack years (p. y.) sowie Kontakt gegentiber

Passivrauch und Fremdstoffen.

Alkohol- Nikotin- .

Nr. | Alter(a) Beruf konsum (g/d) | konsum (p. y.) Passivrauch | Fremdstoffe

1 28 Arzt 0 0 Nein Nein

2 32 Arzt 20 0 Nein Nein

3 45 Arzt 18 0 Nein Nein

4 29 Arzt 8 0 Nein Nein

5 33 Arzt 0 0 Nein Nein

6 32 Arzt 3 0 Nein Nein

7 31 Arzt 8 0 Nein Nein

8 28 Arzt 0 0 Nein Nein

9 38 Biol. techn. Assistent 8 0 Nein Nein
10 54 Video-Medientechniker 13 0 Nein Nein
11 28 Student 6 0 Nein Nein
12 23 Ingenieur 22 0 Nein Nein
13 26 Student 12 5 Ja Holzstaub
14 33 Arzt 0 0 Nein Nein
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Tabelle 5.3: Epidemiologische Daten der 15 Patienten mit Angabe von Geschlecht

(m = mannlich, w =weiblich), Alter in Jahren (a), Verwendung einer Blutprobe, Beruf,

Alkoholkonsum in Gramm Ethanol pro Tag (g/d), Nikotinkonsum in pack years (p. y.), Kontakt

gegeniber Passivrauch und Fremdstoffen. i. R.: im Ruhestand.

Alter | Blut- Alkohol- | Nikotin- 1 o o\
Nr. | Sex (@ probe Beruf konsum konsum rauch Fremdstoffe
(g/d) (p-y.)
1 m 20 Nein Stapelfahrer 0 2 Ja Holzstaub
2 w 27 Ja Arzthelferin 1 8 Ja Nein
3| m| 30 | g | Versicherungs 2 7 Ja Holzstaub
vertreter
4 w 55 Ja Verkauferin 11 0 Ja Nein
5 w 19 Nein Industriekauffrau 0 0 Nein Holzstaub
6 m 44 Nein Lackierer 15 0 Nein Lacke, Farben
7 w 27 Nein Friseurin 0 9 Ja Haarfarbemittel
8 m 33 Nein Weinbauer 25 0 Nein Nein
9 m 60 Ja Malermeister 7 0 Nein Lacke, Farben
10 | m 27 Ja Holzarbeiter 13 21 Ja Holzstaub
11 | m 68 Ja Schreiner i. R. 8 0 Nein Holzstaub,
Farben
12 | w 23 Nein Studentin 0 0 Nein Nein
13 | m 58 Ja Elektroinstallateur 13 0 Nein Asl:-)est,.
Chemikalien
14 | w 67 Nein Kellnerini. R. 2 6 Ja Nein
15| m 28 Ja Informatiker 14 2 Ja Nein
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Tabelle 5.4: Wertetabelle zum Versuchsabschnitt 3.4.1 Ergebnisse der Inkubation mit
Nikotin und Formamidopyrimidin-Glykosylase. Messwerte fur die Negativkontrolle
(Medium), Nikotin (10 pM, 100 puM, 1000 uM) und die Positivkontrolle  mit
Methylmethansulfonat (100 uM MMS) mit Angabe der Mittelwerte (MW), Medianwerte (ME)
und der Standardabweichungen (SD).
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Tabelle 5.5: Wertetabelle zum Versuchsabschnitt 3.4.1 Ergebnisse der Inkubation mit

Messwerte fir die Negativkontrolle

(Medium mit Fpg), Nikotin mit Fpg (10 pM, 100 puM, 1000 uM) sowie die Positivkontrolle

Nikotin und Formamidopyrimidin-Glykosylase.
(100 pM MMS mit Fpg).
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Tabelle 5.6: Wertetabelle zum Versuchsabschnitt 3.4.2 Ergebnisse der Inkubation mit

Nikotin und Aphidicolin. Messwerte fiir die Negativkontrolle (Medium), Nikotin (1 pM,

10 uM, 100 puM, 1000 pM) sowie die Positivkontrolle (100 pM MMS).
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Tabelle 5.7: Wertetabelle zum Versuchsabschnitt 3.4.2 Ergebnisse der Inkubation mit

Nikotin und Aphidicolin. Messwerte fir die Negativkontrolle (Medium mit APC), Nikotin mit
APC (1 uM, 10 pM, 100 pM, 1000 uM) sowie die Positivkontrolle (100 uM MMS mit APC).
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Tabelle 5.8: Wertetabelle zum Versuchsabschnitt 3.4.3.1 Versuche an Lymphozyten.
Messwerte fiir die Negativkontrolle (Medium), Nikotin (1000 pM) sowie fur Epibatidin (1 pM,

10 uM, 100 pM).
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Tabelle 5.9: Wertetabelle zum Versuchsabschnitt 3.4.3.1 Versuche an Lymphozyten.

Messwerte fur Epibatidin (1 pM, 10 pM, 100 uM) mit Nikotin (1000 uM) sowie fur die

Positivkontrolle (100 uM MMS).
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nasalen
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3.4.3.2 Versuche

zum  Versuchsabschnitt

Wertetabelle

Tabelle 5.10:

Mukosazellen. Messwerte fur die Negativkontrolle (Medium), Nikotin (1000 puM) sowie fur

Epibatidin (1 pM, 10 uM, 100 pM).
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Anhang

nasalen

zum  Versuchsabschnitt 3.4.3.2 Versuche an

Wertetabelle

Tabelle 5.11:

Mukosazellen. Messwerte fur Epibatidin (1 uM, 10 pM, 100 uM) mit Nikotin (1000 pM)

sowie fir die Positivkontrolle (100 pM MMS).
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Anhang

5.5 Bildnachweis

Abbildung 1.4: Azurblauer Pfeilgiftfrosch. In: http://www.naturhistorisches-

museum.de/bilder/pfeilgiftfrosch.jpg (letzter Zugriff: 31.05.2010).

Abbildung 4.4: Aufbau des nAChR. In: Gotti, C., Clementi, F., 2004. Neuronal
nicotinic receptors: from structure to pathology. Prog Neurobiol 74, 363-396.

Eigene Abbildungen: Abbildung 1.1 bis 1.3, Abbildung 1.5 bis 4.3.
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