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Einleitung

1. Einleitung

Acrylamid (AA) wurde 1949 erstmals synthetisiert und findet seither als Polyacryla-
mid breite Anwendung in der Industrie: z.B. als Flockungsmittel in der Trinkwasser-
und Abwasserbehandlung, zur Kunststoffherstellung, als Verpackungsmaterial, in
kosmetischen Produkten, als Bindemittel in der Papierindustrie, als Bestandteil von
Farben und Pigmenten oder in Dichtmassen, Dichtmdrteln, Vergussmaterialien und
Fugenkitten auf Acrylamidbasis. AA in Form von Polyacrylamid ist gesundheitlich
unbedenklich.

Seit 1997 ist AA wegen drohenden gesundheitlichen Gefahren in die 6ffentliche Dis-
kussion geraten: Zunachst wurde nach einem Vorfall 1997 bekannt, dass die Bevdl-
kerung eine Hintergrundbelastung mit AA aufweist und im Jahr 2002 verdffentlichten
Tareke und Mitarbeiter, dass AA in gréBeren Mengen in erhitzten Kartoffel- und Ge-
treideprodukten vorkommt. Beim Bau des Hallandsas-Tunnels 1997 polymerisierte
das AA des verwendeten Dichtungsmittels ,Rhoca-Gil“ nur unvollstandig aus. Mo-
nomeres AA wurde in gréBerem Umfang freigesetzt und geriet u.a. in nahe gelegene
Gewasser. Man beobachtete im Umland ein erhéhtes Fischsterben und Neurotoxizi-
tat (z.B. Taubheit der Extremitaten) bei Weidetieren. Auch die Tunnelarbeiter waren
hoch exponiert und zeigten neurotoxische Symptome. Es wurde zur Expositionsab-
schatzung ein Biomonitoring durchgeflihrt und die Menge gebildeter AA-Hamo-
globin-Addukte der Erythrozyten im Blut bestimmt. Dabei stellte sich heraus, dass
die Kontrollgruppe eine unerwartet hohe Hintergrundbelastung aufwies. Bei der Su-
che nach der Quelle dafiir wurde eine schwedische Forschergruppe auf die Exposi-
tion von AA durch Lebensmittel aufmerksam.

Seither galt groBes Forschungsinteresse dem Entstehen von AA in Lebensmitteln,
den Einflussfaktoren und Md&glichkeiten zur Minimierung. AA entsteht bereits unter
haushaltslblichen Bedingungen beim Erhitzen (>120°C) von vor allem starkehalti-
gen Lebensmitteln. Die Bildung ist abhangig von Temperatur, Erhitzungsdauer und
Wassergehalt sowie dem Gehalt an Ausgangsprodukten wie der Aminosaure Aspa-
ragin und reduzierenden Zuckern. Der Prozess verlauft Gberwiegend nach der soge-
nannten Maillardreaktion' besonders beim Backen, Braten, Rdsten, Grillen und Frit-
tieren, nicht aber beim Kochen. Hohere AA-Gehalte sind beispielsweise in

' Maillardreaktion: Reaktion zwischen reduzierenden Zuckern und Aminoverbindungen zu erstens N-
Glykosylamin-Derivaten, die im 2.Schritt eine Amadori-Umlagerung eingehen. (+ Folgereaktionen)



Einleitung

FrOhstlickszerealien, Pommes Frites, Kartoffelchips, Keksen, Lebkuchen und Kaffee
nachgewiesen worden. Ein Signalwertkonzept des BVL? halt die Lebensmittelin-
dustrie dazu an, Signalwerte® einzuhalten, die sich dynamisch mit den technischen
Méglichkeiten nach dem ALARA*-Prinzip verandern (jedoch <1mg/kg, was als Ak-
tionswert festgelegt ist).

Far die Konsumenten wie Toxikologen stellt sich eine weitere entscheidende Frage:
~Welches gesundheitliche Risiko ist mit der Acrylamidaufnahme verbunden?®. Die
durchschnittliche tagliche Aufnahme von AA Uber die Nahrung betragt in Deutsch-
land etwa 0,6ug/kg Kérpergewicht (KG) und Person (Madle et al., 2003). Je nach
Erndhrungsgewohnheiten, Lebensmittelbelastung und Kérpergewicht kénnen aber
um ein Vielfaches héhere interne Dosen erreicht werden. Zusatzlich werden geringe
Mengen dermal Uber Kosmetika aufgenommen und inhalativ Gber Zigarettenrauch.
Am Arbeitsplatz kbnnen zusétzliche Belastungen durch GieBen von Polyacrylamid-
gelen im Laborbereich und bei der Polyacrylamidproduktion auftreten. AA als sehr
kleines Molekil kann schnell resorbiert und aufgrund seiner Wasserldslichkeit gut
verteilt werden sowie in die Muttermilch Gbergehen.

Fur neurotoxische Effekte durch AA existiert ein NOAEL® von 0,5mg/kg KG pro Tag.
Im Tierversuch beeinflusst AA die Fruchtbarkeit. Der NOAEL fir diesen Effekt liegt
bei 2mg/kg KG pro Tag. Diese Werte sind nach heutigen Annahmen durch AA aus
der Nahrung nicht erreichbar. Im Tierversuch erhéht AA die Tumorrate bei Ratten in
Dosen von 1-2mg/kg KG pro Tag. Flr genotoxische kanzerogene Substanzen gilt
das ALARA-Prinzip. AA ist von der IARC® 1994 in die Gruppe 2A eingestuft worden,
d.h. als beim Menschen wahrscheinlich kanzerogen. Bis heute gibt es jedoch keine
epidemiologisch belegbare Korrelation zwischen erndhrungsbedingter Acrylamidauf-
nahme und Krebs beim Menschen. Es bedarf weiterer Forschung, um das Krebsrisi-
ko fur den Menschen durch AA Uber Lebensmittel abschétzen zu kénnen (Bundesin-
stitut fir gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterindrmedizin (bgvv), 2002).
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Verbesserung der Datenbasis zur Risikoab-
schatzung von AA. Es wurden Untersuchungen zum genotoxischen Potential und
dem Wirkmechanismus von AA und seinem Metaboliten Glycidamid (GA) an Sau-

gerzellen in vitro durchgefihrt.

2BVL: Bundesamt flir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit

® Der Signalwert ist der unterste Wert der 10% am héchsten belasteten Lebensmittel
* ALARA: »as low as reasonably achievable”

> NOAEL: no observed adverse effect level

® IARC: .International Agency for Research on Cancer”



Theorie

2. Theorie

2.1 Physikalisch-Chemische Eigenschaften von Acrylamid

AA mit den Synonymen 2-Propensdureamid und Acrylsdureamid hat ein Molekular-
gewicht von 71,08g/mol [CAS-Nr.” 79-06-1; EINECS-Nr.2 201-173-7]. Die Summen-
formel lautet CsHsNO, die Struktur ist in Abb. 01 dargestellt.

H CWNHZ
2

O

Abb. 01: Struktur von Acrylamid

In fester Form bildet AA farblose feine Kristalle. AA ist geruchlos, sehr gut l6slich in
Wasser, gut l6slich in Ethanol und Ether (Aceton) und schmilzt zwischen 84-84,5°C.
Der Siedepunkt liegt bei 125°C (25mmHg; 33,3hPa).

AA kann oberhalb des Schmelzpunktes exotherm polymerisieren.

Reaktivitat

Wie bereits erwahnt, wird AA fast ausschlieBlich als Polymer verwendet. Die Poly-
merisation von AA verlauft Uber eine Radikalkettenreaktion. Als Beispiel aus dem
Laboralltag wird Polyacrylamid standardmaBig als Tragermatrix von Trenn- und Sam-
melgelen zur Auftrennung von Proteinen verwendet (vgl. Kapitel 8). In Abb. 02 @ ist
die radikalische Polymerisation mithilfe von Katalysatoren (Radikalbildnern) Ammo-
niumpersulfat (APS) und N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin (TEMED) im wassrigen
Milieu unter Luftausschluss (Sauerstoff wirde zum Kettenabbruch fihren) darge-
stellt. Die Vernetzung erfolgt durch Bisacrylamid (nicht im Bild dargestellt).

AA besitzt zwei reaktive Zentren. Die Amidstruktur kann mittels saurem oder basi-
schem Katalysator leicht zum Acrylation oder zur Acrylsdure hydrolysieren. AA hat
als o,B-ungeséattigte Carbonylverbindung eine elektronendefiziente Doppelbindung

und reagiert mit nukleophilen Komponenten in einer Michael-Addition (s. Abb. 02 ).

" CAS: Chemical Abstract Service
8 EINECS: Europaisches Altstoffverzeichnis European Inventory of Existing Commercial Chemical Substances



Theorie

Den gréBten Teil der Reaktanten stellen Proteine und Aminosauren mit Sulf-
hydrylgruppen (JIFSAN/NCFST, 2002).
Eine in vivo bedeutende Reaktion ist die enzymatisch katalysierte Oxidation von AA

zum Metaboliten Glycidamid (GA), einem Epoxid (). In Kapitel 2.6 wird auf diese

enzymvermittelte Reaktion ndher eingegangen.

A |Radikalische Polymerisation (anaerob) B | Michael-Addition

Addition an Thiol-, Hydoxyl- oder
Aminogruppen als Michael Akzeptor

o]
)J\ Acrylamid (AA)

H,C=C~ "NH, , )
H _ Alkylierung von Proteinen
APS SO,- z.B. GlgBen von
N Acrylamidgelen
TEMED SOy fur Western Blot HN ’
- H aT> 0 S ..C NH2
0 R—sP — > R g \W/,
Ho )J\ H H 20
SC—C< NH,
H H
S8 _NH S cH:2 NH
+AA R/ \C/ A 2 R/ \C/ >
L TR

C Enzymkatalysierte Oxidation

e .
NH,  Polyacrylamid zu Glycidamid in vivo

APS: Ammoniumpersulfat, TEMED: N,N,N,N,-Tetramethylethylendiamin

Abb. 02: Reaktionsméglichkeiten von Acrylamid

Je starker der nukleophile Charakter der angreifenden Komponente, desto schneller
lauft die Reaktion ab (Solomon et al., 1985).

AA und GA werden jedoch den weichen Elektrophilen zugeordnet und reagieren
nach dem Prinzip “Weiche Elektrophile reagieren mit weichen Nukleophilen und har-
te Elektrophile mit harten Nukleophilen®. In der Abb. 03 sind von weich nach hart die

weicheren Nukleophile und Reaktionspartner von AA und GA dargestellt.
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Kovalente Bindung & \f (%
an Makromolekiile ‘4\/

Elektrophile Nukleophile Addukte
: Hb T
weich i SH-G im C . N NH,

\)J\NHZ ruppe im Cys 0 \ﬁ W

S im Met o
' - H Hb-Addukt
) o Prim./sek. NH.-Gruppe GS\C/Cz \H,

A)J\NHZ (Arg, Lys, His) H, 2( y
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Abb. 03: Kovalente Bindungsmdéglichkeiten von AA und GA an Makromolekiile

2.2 Entstehung in Lebensmitteln

AA entsteht beim Backen, Braten, Rsten und Frittieren vor allem kohlenhydratrei-
cher Produkte. In Simulationsmodellen wurde Asparagin als effektivster Prakursor
identifiziert (Levine und Smith, 2005). Asparagin reagiert zunachst in einer so ge-
nannten Maillardreaktion mit reduzierenden Zuckern. Die Reaktion ist pH-Wert-
abhangig und wird beginstigt durch hohe Temperatur und niedrigen Wassergehalt.
Maillardreaktionen sind komplex und fihren meist zu aroma- und farbgebenden Pro-
dukten wie Melanoidinen und kénnen in vivo zu durchaus problematischen ,advan-
ced glucosylation end products® (z.B. durch Reaktion von Fruktose mit N-terminalen
Valin des Hamoglobins) fihren (Falbe und Regitz, 1999). AA entsteht bereits in einer
frihen Stufe der Maillardreaktion. Zur Reduzierung des AA-Gehaltes wird empfohlen,
die Erhitzungstemperatur und -dauer zu senken.
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Stadler und Mitarbeiter (2004) sahen im N-Glykosid des Asparagins ein bedeutendes
Intermediat in der AA-Bildung: 1mol generiert 2,4mmol AA in 5min bei 180°C (s. Abb.
04). Nach ihren Untersuchungen sind a-Hydroxycarbonyle effizienter als o-Dicar-
bonyle in der AA-Bildung. Durch Wasserabspaltung des N-Glykosids entsteht ein
Zwitterion. Die so genannte Schiff'sche Base kann intramolekular zum Oxazolidin-5-
on-Derivat zyklisieren, welches leicht decarboxyliert wird. Strecker-Abbau bzw. De-
carboxylierung der Schiff'schen Base fuhrt voribergehend zum Azomethinylid. Durch
Protonentransfer kommt es zur Bildung stabiler Tautomere, neutraler Imine, welche
auch als decarboxylierte Amadori-Verbindungen bezeichnet werden. Letztlich flhrt
die B-Elimination dieser decarboxylierten Amadori-Verbindungen zu AA oder je nach
Ausgangsaminosauren zu den entsprechenden Vinylverbindungen. Die B-Elimination
ist auch die bevorzugte Reaktion gegenuber der von Mottram und Mitarbeitern
(2002) postulierten Bildung von Streckeraldehyden. WeiBhaar und Mitarbeiter (2002)
postulierten den direkten Ubergang der Schiff’'schen Base ohne Strecker-Aldehyd-
Bildung zu AA, was durch ein Experiment von Stadler und Mitarbeitern (2004) besta-
tigt wurde. Einen weiteren potentiellen Reaktionsweg ausgehend vom Asparagin
oder Imin stellt das 3-Aminopropionamid (3-APA) dar. 3-APA bildet sich in Kartoffeln
wahrend der Lagerung. Dieser Vorlaufer wird bei 170°C im wassrigen Milieu zu
63mol% in AA umgewandelt (Granvogel et al., 2004). Fir den in Abb. 04 eingezeich-

neten direkten Weg vom Imin zum AA gibt es keinen experimentellen Beweis.

Nach Yaylayan und Mitarbeitern (2005) gibt es neben dem beschriebenen Hauptbil-
dungsweg auch Bildungsmadglichkeiten tber Acrylsdure. Prakursoren flr Acrylsaure
sind z.B. Acrolein aus der Fettoxidation oder Aminosauren wie B-Alanin, Asparagin-
saure und Carnosin bzw. Cystein und Serin, die Uber Brenztraubensaure Acrylsdure
bilden. Nach Stadler und Mitarbeitern (2005) kann Acrylsaure Uber eine Reaktion mit
Ammoniak AA generieren. Weiterhin fehlen konkrete Beweise fiir die Bildung ver-
schiedener Intermediate in der AA-Bildung (Yaylayan und Stadler, 2005).
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Abb. 04: Mechanismus der Acrylamid-Bildung nach Stadler et al., 2004

Auch wenn AA hauptséachlich Uber die Reaktion von Asparagin mit einer Carbonyl-
verbindung gebildet wird, betragt die AA-Ausbeute weniger als 1Tmol% (Stadler et al.,
2004).
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2.3 Exposition und Grenzwerte

Exposition in der Umwelt

AA wird anthropogen in die Umwelt eingetragen und entsteht nur in geringem Um-
fang bei nattrlichen Prozessen. In der Europaischen Union (EU) werden schatzungs-
weise 80.000-100.000t AA jahrlich produziert (European Commission, 2002).

Etwa 99,9% davon werden zur Herstellung von Polyacrylamid verwendet. Ca. 80-
90% des Polyacrylamids werden in der Ab- und Trink-Wasseraufbereitung sowie Pa-
pierindustrie verwendet. 0,1% AA wird als Vernetzungsmittel in der Polyacrylamidgel-
elektrophorese zur Proteinauftrennung (Forschung & Diagnose) eingesetzt. In Ver-
gussmaterialien wird u.a. auch N-Methylolacrylamid verwendet, welches z.B. unter
alkalischen Bedingungen zu AA abgebaut werden kann (Weideborg et al., 2001).
Mittlerweile wird in der EU auf AA in der Produktion von Verdichtungsmitteln verzich-
tet, auBerhalb jedoch nicht (European Commission, 2002).

AA ist mikrobiell abbaubar und hat nur geringes Potential in vivo zu akkumulieren,
d.h. es kommt weder zur Biokonzentration noch Biomagnifizierung (Anreicherung
tber die Nahrungsmittelkette). Die Halbwertszeit an der Atmosphére betragt 8,3h
(European Commission, 2002).

Humane Expositionspfade, Absorption & Verteilung

Nach Dearfield und Mitarbeitern (1995) kann der Mensch Uber Verschlucken, Inhala-
tion und dermalen Kontakt mit AA exponiert sein. Wahrend die alleinige AA-
Aufnahme Uber Trinkwasser vernachlassigbar scheint (max. 0,25ug bei getrunkenen
2l taglich), addiert sich die Aufnahme von AA aus Trinkwasser, Kosmetik-Produkten,
erhitzten Lebensmitteln, beruflicher Exposition und Zigarettenrauch.

Raucher weisen gegenitber Nichtrauchern z.B. erhéhte Mengen AA-Mercaptur-
sauren N-acetyl-S-(2-carbamoylethyl)-L-cystein (AAMA®) im Urin auf (Boettcher et
al., 2005), was u.a. auf eine gute Aufnahme nach inhalativer Exposition spricht. Dass
AA nach oraler und dermaler Gabe Uber einen weiten Dosisbereich schnell und voll-
standig resorbiert und im ganzen Kdérper verteilt wird, ist aus Tierversuchen bekannt
(Madle et al., 2003). AA und/oder seine Metaboliten erreichen die Geschlechtsorga-

ne und passieren die Plazenta. AA geht auch in die Muttermilch Uber.

9 AAMA: acrylamide mercapturic acid
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Eintrag in die Muttermilch/Carry-over

Da AA in die Muttermilch Ubergeht, sind Sauglinge ebenfalls exponiert. Sérgel und
Mitarbeiter (2002) haben den AA-Gehalt in der Muttermilch zweier stillender Frauen
zeitabhangig nach Verzehr von 100g AA-haltigen Kartoffel-Chips (800ug und 1mg)
gemessen. 4h nach AA-Aufnahme wurden die héchsten Konzentrationen an AA mit
4,86ng/ml und 18,8ng AA/ml in der Muttermilch gefunden. Fir den Saugling der hé-
her belasteten Mutter hatte das nach dieser Studie zu einer Aufnahme von bis zu
3,3ug AA/kg KG und Tag fihren kénnen. Kurz darauf wurde in einer breiter angeleg-
ten Studie des LGL'® AA in der Muttermilch von 172 Miittern quantifiziert. Die AA-
Gehalte lagen hierbei meist unter 0,3ug/kg Muttermilch. Damit lagen sie deutlich
niedriger als die Maximalwerte von ~ 5ug/kg und 19ug/kg der Studie von Sérgel und
Mitarbeitern (2002) nach bekannter (beztglich Menge und Zeitpunkt) und extremer
AA-Aufnahme der Mutter. Die teilnehmenden Mutter der LGL-Studie wurden zu ihren
Erndhrungsgewohnheiten befragt. Die Ergebnisse lieBen aber keine Korrelation zu
der geschatzten AA-Aufnahme Uber die Nahrung erkennen.

Zum Carry-over genannten Effekt kommt es auch bei Nutztieren: Das AA belasteter
Futtermittel findet sich in Hihner-Eiern und Kuhmilch wieder (Pabst et al., 2005).

Exposition Gber Lebensmittel

Zu den in Deutschland am hdéchsten belasteten Produkten zdhlen Kartoffelprodukte
(Pommes frites & Chips), wobei die AA-Gehalte verschiedener Chargen des gleichen
Produktes schwanken kénnen (bgvv, 2002). Abhangig vom Alter und den Verzehr-
gewohnheiten ergeben sich deutlich unterschiedliche Expositionshdhen. Bei Exposi-
tionsabschatzungen von AA Uber Lebensmittel sind auch geringer belastete Le-
bensmittel zu berlcksichtigen, die haufig verzehrt oder getrunken werden. Kaffeepul-
ver beispielsweise enthalt nach BVL-Angaben etwa 270ug AA/kg und zahlt bei Er-
wachsenen zu den wichtigsten Belastungsquellen. Es gibt Schatzungen, dass der
Kaffeekonsum einen Anteil von mehr als 30% Anteil an der AA-Aufnahme hat (Madle
et al., 2003). Bei 1- bis 6-jahrigen Kindern spielt Kaffee keine Rolle, Kekse und
Pommes frites hingegen vermehrt (Boon et al., 2005). Wahrend die durchschnittliche
AA-Aufnahme auf 0,6pg/kg KG/Tag sich eher auf Erwachsene in Deutschland be-
zieht, haben Boon und Mitarbeiter (2005) fir 1- bis 6-jahrige in den Niederlanden
eine durchschnittliche AA-Aufnahme von 1,1ug/kg KG/Tag berechnet. Als mégliche

1| GL: Landesamt fur Gesundheit und Lebensmittelsicherheit
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Risikogruppe gelten nach Madle junge Erwachsene. Bei Darstellung eines ,realisti-
schen worst-case-Szenarios” ergibt sich eine AA-Aufnahme von 3,38ug/kg KG/Tag
fur 15- bis 18-jahrige, ausgelést durch Verzehr hoch belasteter Lebensmittel wie
Muasli, Kekse, Knackebrot, Kartoffel-Knabbererzeugnisse und Pommes frites (Madle
et al., 2003).

Da es in jedem Land andere Verzehrsgewohnheiten gibt, existieren verschiedene
Expositionsabschatzungen. In Norwegen liegen die Schatzungen fir die durch-
schnittliche tagliche Aufnahme bei 0,41ug/kg KG/Tag fir Méanner und 0,42ug/kg
KG/Tag fur Frauen (Dybing und Scanner, 2003). Die Abschéatzung fir die Exposition
der Bevdlkerung in den USA, die das neunzigste Perzentil bericksichtigt, wird far
Erwachsene mit 0,92ug/kg KG/Tag und fir zwei- bis flinfjahrige Kinder mit 2,31ug/kg
KG/Tag angegeben (O’Brien et al., 2006). Die JECFA'" hat fir ihre Risikoabschat-
zungen tagliche Aufnahmemengen von 1-4ug/kg KG/Tag kalkuliert als reprasentative
AA-Aufnahme der allgemeinen Bevélkerung einschlieBlich der, beispielsweise durch

einseitige Ernahrung, hoch exponierten Konsumenten (JECFA, 2005).

Grenz- und Signalwerte in Trinkwasser, Lebensmitteln und Bedarfsgegen-
standen

Bei Verwendung von Polyacrylamid kénnen immer auch Spuren monomeren AAs als
Verunreinigung festgestellt werden. Die Verunreinigung darf jedoch maximal 0,1%
betragen, ohne dass Polyacrylamid selbst in Klasse 2 als kanzerogen eingestuft wird.
Die WHO'? hat einen Grenzwert von 0,1ug/! fir AA in Trinkwasser festgelegt. Nach
der deutschen BedarfsgegenstandeVO darf die Migration von AA aus Verpackungs-
materialien in Lebensmitteln nicht nachweisbar sein (Nachweisgrenze 0,01mg/kg).
Kosmetische Mittel dirfen bis zu 2% Polyacrylamid enthalten. Gemans Anhang Ill, Nr.
66 der Kosmetikrichtlinie 76/768/EWG'? darf der Restgehalt an AA durch Polyacryl-
amid in Koérperpflegemitteln, die auf der Haut verbleiben, 0,1mg/kg nicht Gberschrei-
ten. Fir so genannte ,rinse-off“-Produkte liegt der Grenzwert bei 0,5mg/kg. Fir AA-
Restgehalte aus anderen Rohstoffen (AA-Quellen in Kosmetika) wie Polyquaternium-
7 in Haarstyling-Produkten existieren noch keine Héchstwerte (BfR, 2003). Wie in
Kapitel 1 erwahnt, gibt es flr Acrylamidgehalte zusatzlich zum generellen Aktions-
wert von 1mg/kg Lebensmittel in Lebensmittel-Produktgruppen vom BVL Signalwer-

" JECFA: Joint Expert Committee on Food Additives
2 WHO: world health organisation
'* EWG: Europaische Wirtschaftsgemeinschaft
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te. Als ein aktuelles Beispiel flr Signalwerte verschiedener Produktgruppen und Ac-

rylamidgehalte in deutschen Lebensmitteln sind in Tab. 01 die Stichprobenresultate

vom Institut fir Lebensmitteluntersuchungen und Umwelthygiene (IfLU) 2005 darge-

stellt.

Tab. 01: Beispiel fur AA-Gehalte und Signalwerte in Lebensmitteln (IfLU, 2005)

i . Acrylamid- . ) Signalwert-
Waren- (Prabonmatyy | Median | Gehalt | SS03F | gberschrei-
grupp Min. Max. tung_;
181001-7 Mirbegebéck (23) 89 0 260 575/300* -
18101 Spekulatius (10) 109 60 600 560 1
240306 Re'bek“‘(’gg)”’gega" 929 180 3080 1000 11

Kartoffeln, gegart;
2403 z.B. Pommes frites, 236 70 660 530 1
Kroketten (63)
2407 Kartoffelknabber- 688 130 1250 1000 4
erzeugnisse (14)
4602 Kaffee, gerdstet (1) 270 370 -

*Absenkung des Signalwertes mit der 5. Berechnung vom 21.10.2005
Dimension: pg/kg;0; < Bestimmungsgrenze (21ug/kg)

11
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2.4 Toxizitat

2.4.1 Neurotoxizitat

Charakteristisch fur die AA-induzierte Neurotoxizitat ist die Degeneration

der Neuronen vom distalen zum proximalen Ende hin. Die Haut der Hande
schalt sich, Kribbeln und Taubheit in den GliedmaBen stellt sich ein ge-
folgt von einem stockenden Gang und weiteren Dysfunktionen des Ner-
vensystems (Calleman et al, 1994). AA scheint an labile filamentdse
Strukturen (z.B. Motorproteine, s. Abb. 05) sowie an stabile Intermediarfi-
lamente binden zu kdnnen, welche einerseits die strukturelle Integritat der
Zellen und Gewebe sichern und andererseits Bewegung erméglichen. Fir
die Ursache der Neurotoxizitdt wird diskutiert, dass AA Kinesin und Dy-
nein inaktiviert, wodurch Transportprozesse gestért werden (Tyl und Abb. 05:
Friedman, 2003). Als Briickenmolekiile verbinden Kinesin und Dynein da-  Kinesin
bei den Mikrotubulus mit Ladungen wie Vesikeln oder Zellorganellen (s. Abb. 06).

Betroffen ist dann auch der trans-axonale Transport z.B. des Nerven-Wachstums-

faktors (nerve growth factor) vom Zellkérper zum distalen Axon.
Vesikel

e
Kinesin —>

Zentrosom Mikrotubulus Peripherie

Vesikel

Abb. 06: Bewegung am Mikrotubulus: Kinesin wandert bevorzugt von Minus in Plus-Richtung
vom Zentrosom weg und Dynein umgekehrt; Biologie fiir Mediziner, modifiziert
(http://de.wikibooks.org).

LoPachin (2002) bezweifelte allerdings, dass Axon- und trans-Axontransport-
prozesse die primare Angriffstelle fir AA darstellen. Er halt die Neuropathie flr ein
Epiphanomen, dessen Ausmaf von der AA-Intoxikation abhangt (LoPachin, 2002).
Eine hohe Dosis AA i.p. fihrte zur erhéhten Expression von Proteinen des Nerven-
systems in Ratten, die in Verbindung mit Apoptose stehen (Li et al., 2006).

12
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2.4.2 Mutagenitat und Genotoxizitat

2.4.2.1 Datenlage

Moore und Mitarbeiter (1987) haben eine erhdhte Mutantenfrequenz durch AA an
L5178Y/TK+/- -Zellen'* ohne exogene metabolische Aktivierung bei einer Dosis zwi-
schen 600 und 850ug/ml nachgewiesen. AA erwies sich als klastogen, wie voraus-
gesagt als Induktor von Chromatid- und Chromosomenbriichen und Umlagerungen,
obwohl AA zuvor auch in einigen Gentoxizitatstest wie im Salmonella Test und
CHO/HPRT'™ Test keine Wirkung zeigte (Moore et al., 1987). Knaap und Mitarbeiter
(1988) haben AA in einer Reihe von Genotoxizitatstests untersucht einschlieBlich
einem Salmonella/Mikrosomen Test, Fluktuationstest an Klebsiella pneumoniae,
Genmutationstests am TK- und HPRT- Locus in L5178Y-Zellen, Tests flr chromo-
somale Aberrationen und SCEs'® an V79-Zellen, SLRL'" und SMART'™ Assay an
Drosophila melanogaster und Maus-Knochenmark-Mikrokerntest. In den meisten
dieser Systeme zeigte AA schwache genotoxische Aktivitadt in der héchsten Dosis.
Die bakteriellen Tests waren negativ und beim SLRL Test an Drosophila wurde ein
leichter nicht signifikanter Anstieg der Mutationsrate festgestellt (Knaap et al., 1988).
Die Ergebnisse zu AA an bakteriellen Tests (Stamme von Salmonella typhimurium)
in der Literatur zeigen konsistent keine Mutagenitat sowohl in Ab- als auch in Anwe-
senheit exogen aktivierender Systeme (Besaratinia und Pfeifer, 2005). Der Metabolit
GA dagegen erwies sich als mutagen am bakteriellen Test auch ohne zusétzliche
Aktivierung (Besaratinia und Pfeifer, 2005). GA zeigte mutagene Aktivitat signifikant
ab 800uM (24h) im HPRT-Test an V79-Zellen, keine signifikante Mikrokerninduktion,
aber DNA-Schaden ab 300uM im Comet-Assay an humanen Lymphozyten (Baum et
al., 2005). Unter Anwendung eines Comet-Assays mit einer DNA-Glykosylase wur-
den DNA-Strangbrtiche durch GA ab 10uM (4h) an humanen Lymphozyten detektiert
(Thielen et al., 2006). In der Studie von Baum und Mitarbeitern (2005) erwies sich AA
im HPRT-Test (bis 6mM), Mikrokerntest (bis 5mM) und Comet-Assay (bis 6mM) als
inaktiv. Es gibt jedoch auch eine Studie, in der AA mutagen im HPRT-Test an CHO-
Zellen mit und ohne exogen aktivierendem System war sowie mutagen im TK-Locus

an Maus-Lymphoma-Zellen (Besaratinia und Pfeifer, 2005). AA wurde in mehreren

' Maus-Lymphoma-Zellen mit Mutation im Thymidinkinase-Locus

' CHO:Chinesische Hamster Ovarzellen; HPRT: Hypoxanthin Phosphoribosyl-Transferase
'® SCE: Sister chromatid exchange (Schwesterchromatid Austausch)

7 SLRL: sex linked recessive lethal

'8 SMART: somatic mutation and recombination

13
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Studien als klastogen nachgewiesen. Eine Studie detektierte allerdings konzentra-
tionsabhangig steigende Stérungen des Spindelapparates durch AA (0,01-1mg/ml;
6h) an V79-Zellen (Adler et al., 1993). An der “Muta Mouse* erhdhte die subakute
intraperitoneale Gabe von 5 taglichen Dosierungen an AA (50mg/kg KG) die Fre-
quenz von lacZ Mutationen im Knochenmark etwa auf das 1,8fache der Hinter-
grundmutationen (Besaratinia und Pfeifer, 2005).

Besaratinia und Pfeifer (2003) haben die Mutagenitat des c/l transgen in Big Blue
M&auseembryonenfibroblasten durch AA untersucht. GA erwies sich im Vergleich zu
AA als das starkere Mutagen in diesem Testsystem. Die Analyse des Mutations-
spektrums mittels DNA-Sequenz-Analyse zeigte, dass als Kennzeichen fiir GA be-
dingte Mutationen typische G:C — T:A Transversionen auftraten, die weder nach AA-
Behandlung noch in der Kontrolle vorkamen (Besaratinia und Pfeifer, 2005), als Fol-
ge von GA-Addukten mit der DNA (vgl. Kapitel 2.6.2).

Paulsson und Mitarbeiter (2003) erhielten linear-quadratische Dosiswirkungsbe-
ziehungen von GA-Gabe (injiziert) und Mikrokernfrequenzen. GA besalB die gleiche
Potenz Mikrokerne zu induzieren, ob nach Epoxidation von AA oder direkt gegeben.
Sie kamen daher zu dem Schluss, dass GA der ausschlaggebende genotoxische
Faktor in der AA-Exposition ist.

Nach Doerge und Mitarbeitern (2005) fuhrten 50mg AA/kg in Mausen und Ratten zu
GA-Derivaten von Addukten mit Adenin und Guanin der DNA in Ziel- und Nicht-
Zielgeweben. Zielgewebe sind Gewebe, in denen es zu Tumoren durch AA im Nage-
tier kommt. Die Bildung der DNA-Addukte war dabei konsistent mit Mutagenitatsda-
ten zu AA und GA. Sie deuteten ihre Ergebnisse als bedeutende Anzeichen fiir einen
genotoxischen Mechanismus der Kanzerogenitat durch AA im Nagetier. (Doerge et
al., 2005).

14
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2.4.2.2 Mechanismen der Genotoxizitat

2.4.2.2.1 DNA-Addukte

Bedeutung fiir Zelle und Organsimus

DNA-Addukte entstehen, wenn Elektrophile mit der DNA kovalent binden (vgl. Kapitel
2.4). Sie stellen zunachst eine Form von DNA-Schaden dar, auf die die Zelle &hnlich
wie auf oxidativen Stress mit Anhalten des Zellzyklus, DNA-Reparatur oder Apoptose
antworten kann. DNA-Addukte kénnen zu Stérungen und Ablesefehlern bei der Ex-
pression und Replikation fihren. Schafft es die Zelle nicht rechtzeitig, den Schaden
zu erkennen und zu reparieren, die Zellteilung anzuhalten oder in Apoptose zu gehen
bevor sich die Zelle mit DNA-Addukt teilt, kann das DNA-Addukt eine vererbbare
DNA-Veranderung erzeugen. Diese Mutation kann fur die Zelle im besten Fall ohne
Folgen, unbedeutend oder letal sein, im schlechtesten Fall von ,egoistischem® Vorteil
fur die mutierte Zelle, was fir den Organismus Krebs bedeuten kann.

In der Krebsentstehung (s. Abb. 07) spricht man von Initiation. Die durch ein genoto-
xisches Mutagen initiierte Zelle verfigt Gber eine Mutation, die ihr meist einen
Wachstumsvorteil oder durch Entzug der Kontrolle durch Nachbarzellen die Verselb-
stéandigung im Organismus ermdglicht. Durch Promotion wird der Klon zum Wachs-
tum angeregt und entwickelt sich zum praneoplastischen Focus. Promovierend kon-
nen sich z.B. endokrin wirksame Substanzen und Entziindungen auswirken. Je nach
vom DNA-Addukt betroffenen Gen kann ein Wachstumsvorteil aus dem Defekt oder
Verlust eines Tumorsupressorgens resultieren. Tumorsupressorgene sind meistens
in die Zellzykluskontrolle hemmend involviert, wahrend Protoonkogene aktivieren.
Daher werden Uberexprimierte Protoonkogene zu Onkogenen. Aber nicht nur
Wachstum alleine, sondern ungehemmtes invasives Wachstum durch Verlust von
Kontaktinhibition und Mobilisierung sind Eigenschaften von Tumorzellen, die sie wah-
rend der Progression erwerben. In der Progression Uberschneidet sich das lineare
Mehrstufenmodell mit dem Kombinatorischen Mehrdefektmodell der Kanzerogenese
(s. Abb. 07). Denkbar ist die Initiation nicht nur durch eine durch Mutation bevorteilte
Zelle, sondern auch in ihrer DNA-Reparatur beeintrachtigte Zelle. Denn die genomi-
sche Instabilitat beginstigt den Zufall mehrerer Gen- und Zellverdnderungen, die bei
einer malignen Tumorzelle vorliegen. Im linearen Modell erfolgt die zunehmende Ma-
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lignitét bei der Progression, beim Mehrdefektmodell gibt es keine festgelegte Reihen-
folge, in der die ,krebs-kritischen“ Gene verandert werden. In Abb. 07 sind lineares
Modell und Mehrdefektmodell nach Hanahan und Weinberg (2000) nebeneinander
gestellt.

A)

nitiation __Promotion _Progression . Entdifferenzierte

O->0 ] 00 Tumorzellen
) Ei O

Autark in Wachstumssignalen

Unsensibel gegentiber Anti-Wachstumsfaktoren
Gewebeinvasion und Metastasierung
Grenzenloses Replikationspotential (Stammzell-
charakter)

Angiogenese

Apoptose ausweichend

Abb. 07: Vergleich zwischen dem Linearen und dem Kombinatorischen Modell der Kanzeroge-
nese A) Lineares Mehrstufenmodell der Kanzerogenese B) Mehrdefekt-Modell der
Kanzerogenese, modifiziert nach Hanahan und Weinberg (2000).

Die meisten potenten Kanzerogene binden kovalent an die DNA und sind daher in
Mutagenitatstests positiv. Oft korreliert die Menge an nachweisbaren DNA-Addukten
mit der Tumorhaufigkeit und -gréBe. Es sind in der Regel Dosis-Wirkungs-
Beziehungen vorhanden. In einer Sequenzanalyse wurde in den p53-Tumor-
supressorgenen von an Krebs erkrankten Rauchern auch durch polyzyklische Koh-
lenwasserstoffe (PKWs) charakteristische Mutationsspektren wie etwa G:C nach T:A
Transversionen nachgewiesen (Greenblatt et al., 1994).
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Bildung von DNA-Addukten mit Acrylamid

Solomon und Mitarbeiter (1985) identifizierten Addukte von AA mit der DNA. Dazu
wurde 86mmol (4,8g) AA bei 37°C und pH 7 flr die Dauer von 40 Tagen mit 150mg
Kalbsthymus-DNA geschiittelt (Solomon et al., 1985). In Abb. 08 sind die unter die-
sen sehr drastischen Bedingungen entstandenen und mittels Strukturanalyse identifi-
zierten DNA-Addukte dargestellt.

\CE(HZ N7-Gua-
T3 Addukt

NS
HNT N7 N
MG 222,21

N-7-(2-carbamoylethyl)-guanin  N-7-(2-carbamoyl-2-hydroxyethyl)-guanin o

HO 0] HO 0] CH
] 2
\fH 0 \fH NH fHz
H,C 2 G 2 e
PAN N7 ~ N7
TS 0 Y
HNT SN N X~ N N [
2 N
N
N-1-(2- N-1-(2 N-6-(2-carboxyethyl)-
carboxyethyl)- carboxyethyl)- adenin
guanin adenin
NH,
HO (0] O OH Ny
| N
ﬁ " HOJJ—(IDH NH |JIN\>
| 2 HZC\N N7 'Tls
HZC\N3 K | \> (T."Hg
PN | Sne N HC—OH
o N HZNAO
N-3-(2-carboxyethyl)- N-1-(2-carboxyhy- N-3-(2-carbamoyl-2-
cytosin droxyethyl)-adenin hydroxyethyl)-adenin

Abb. 08: Strukturen von DNA-Addukten mit Acrylamid und Glycidamid nach Besaratinia und
Pfeifer, 2005.

In absteigender Reihenfolge nach Bildungsmengen wurden N-1-(2-carboxyethyl)-
adenin, N-3-(2-carboxyethyl)-cytosin, N-7-(2-carbamoyl-2-hydroxyethyl)-guanin, N-6-
(2-carboxyethyl)-adenin und N-1-(2-carboxyethyl)-guanin gefunden (Solomon et al.,
1985). Das im Bild hervorgehobene N-7-(2-carbamoyl-2-hydroxyethyl)guanin (N7-
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Gua-Addukt) ist das hauptséachlich gebildete Addukt in in vitro-Situationen (Seger-
back et al., 1995) sowie in vivo

(Gamboa da Costa et al., 2003). AA 0°

. . . (lokalisierte Ladung)
ist ein alkylierendes Agenz, welches

N-7 (Sn1)
(Sn2)

giert (vgl. Kapitel 2.2 zur Reaktivitat). N-2

. (delokalisierte Ladung)
Nach Anthony Dlpple (1995) kann Sn: Nukleophile Substitution
die bevorzugte Reaktionsstelle am

jedoch sehr langsam mit DNA rea-

) Abb. 09: Bindungsstellen verschiedener Kanzero-

Guanosin  vorhergesagt werden, gene am Guanin der DNA nach A. Dipple,
o . 1995.

wenn der ionische Charakter eines
alkylierenden oder arylalkylierenden Agens sowie dessen Fahigkeit, als lon seine
Ladung zu lokalisieren oder delokalisieren, bekannt ist. Von ihm stammt das nach-
skizzierte Reaktions-Dreieck (hier ohne Verbindungsbeispiele) in Abb. 09. Ring-
Stickstoff-substituierte Produkte sind instabil. 7-substituiertes Deoxyguanosin flhrt

leicht zur Depurinierung und Imidazol-Ringéffnung.

Segerback und Mitarbeiter (1995) haben das vorwiegend gebildete N7-Gua-Addukt
nach direkter Inkubation von AA mit isolierter DNA unter Zugabe eines S-9-Mix'® be-
stimmt. Das N7-Gua-Addukt wird durch Reaktion von GA gebildet. AA ist im Ames-
Test negativ, wahrend GA positiv und reaktiver als AA ist, weshalb GA im Verdacht
steht, hauptsachlich fir die genotoxische Wirkung von AA verantwortlich zu sein. Zu-
dem wird AA zlgig eliminiert und GA zeigt sich als relativ stabiles Epoxid mit einer
Halbwertszeit von 1,5h in vivo. Daneben behandelten Segerback und Mitarbeiter
(1995) Mause und Ratten mit einer einmaligen, hohen Dosis (43 und 53mg/kg KG)
14C-markierten AA und bestimmten das N7-Gua-Addukt verschiedener Gewebe.
Dabei stellte sich heraus, dass die Organspezifitdt von AA in der Kanzerogenese
nicht durch Akkumulation DNA-reaktiver Metabolite (GA) in den Zielorganen zu erkla-
ren ist. In beiden Nagetier-Spezies und untersuchten Geweben (Leber, Lunge, Niere,
Milz, Gehirn und Testes) wurden &hnliche Adduktlevel gefunden (Segerback et al.,
1995). Die Ergebnisse sind konsistent mit denen &hnlicher Versuche von Maniere
und Mitarbeitern (2005), die an Ratten eine einmalige AA-Dosis von 18, 36 und
54mg/kg KG verabreichten: auch hier war die Adduktverteilung (vom N7-Gua-Addukt

19 5.9-Mix: von engl. Supernatant 9000g= der Uberstand eines Leberzellhomogenats der Ratte nach
Zentrifugation mit 9000g; enthalt Mikrosomen und wird oft als ,Aktivierungssystem® in vitro genutzt
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und einem Nebenaddukt am N3 der Adeninbase) unspezifisch und ergab keine Kor-
relation zu den Target-Organen fir Kanzerogenitat. Allerdings schien der in dersel-
ben Studie mittels Comet Assay in vivo gemessene DNA-Schaden der Ratte in Ge-
hirn und Testes durch AA mit der in Ratten bekannten Organspezifitat von AA Uber-
einzustimmen. Damit kénnte der DNA-strangbrechende Effekt der Verbindung ein
einfacher Biomarker fir die Acrylamidexposition und Genotoxizitat sein (Maniere et
al. 2005).

Neutrale thermische Hydrolyse

Ein entscheidender analytischer ,Trick“, welcher die sensible quantitative Bestim-
mung des N7-Gua-Adduktes ermdglicht, ist das spezifische Herauslésen dieses labi-
len Adduktes aus dem DNA-Zusammenhang durch neutrale thermische Hydrolyse
der isolierten DNA (Segerback et al., 1995; Gamboa da Costa et al., 2003, Doerge et
al., 2005, Yamada et al., 1998). Das durch die Bindung von GA entstandene positiv
geladene N7-Gua-Addukt stabilisiert sich bei Hitze im Wassrigen unter Zuckerab-
spaltung. Im Vergleich dazu fihren saure und alkalische Bedingungen zur vollstandi-
gen Hydrolyse der DNA, wodurch keine Auftrennung erfolgen wirde. Das Prinzip der
in dieser Arbeit angewendeten N7-Gua-Addukt-spezifischen neutralen thermischen

Hydrolyse ist in der Abb. 10 skizziert.
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Abb. 10: Neutrale thermische Hydrolyse
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2.4.2.2.2 Mikrokerne

Ein Mikrokern besteht aus Chromatin, welches vom Hauptkern abgesondert im Zy-
toplasma liegt und von einer doppelten Kernmembran umgeben ist. In der Regel sind
Mikrokerne Indikatoren fur Genommutationen. Hierbei bestehen Mikrokerne aus
Chromosomenbruchstiicken oder ganzen Chromosomen, die durch Fehlverteilung
entstanden sind (oder auch ZerreiBungen verhakter Chromosomen, Chromatiden
oder apoptotische Kernkérperchen; s. Abb. 11; Fenech, 2000).

Bei eukaryotischen Zellen 16st sich die Kernmembran wéahrend der Mitose auf und
wird in der Telophase um die eng zusammenliegenden Chromosomen neu gebildet
(Zankl in Zang und Henn, 1999). Separates Chromatin kann in der Telophase einzeln
umschlossen werden. Zuséatzliche, fehlverteilte Chromosomen missen aber nicht
unbedingt zu Mikrokernen fihren. 30% davon werden mit in den Hauptkern einge-
bunden (Heddle et al., 1991). Ebenso flhren nicht alle Chromosomenaberrationen zu
Fragmenten: ein Teil fuhrt zu Insertionen und Translokationen (Hofmann, 2000). Der
Mikrokern ist morphologisch auBer hinsichtlich der Gr6Be mit dem Hauptkern iden-
tisch; er besitzt Kernporen, Kernhille, Hetero- und Euchromatin.

Die Anzahl an Mikrokernen kann durch Mutagene erhéht werden. Aber auch nach
UnterkUhlung von Versuchstieren oder nach sportlicher Betatigung von Probanden in
humanen Lymphozyten kann eine erhdhte Mikrokernfrequenz festgestellt werden.

Es gibt zwei Mutagentypen (s. Abb. 11): Aneugene (Spindelgifte) und Klastogene
(chromosomenbrechende Agenzien). Aneugene schadigen Kinetochor und/oder
Spindel und fihren damit zum Verlust oder Gewinn ganzer Chromosomen (Aneu-
ploidie) oder Chromosomensatze (Polyploidie). Bekannte Aneugene sind Colchicin
und Diethylstilbestrol. Klastogene haben DNA-strangbrechende Wirkung (s. Abb. 12)
und flhren zu Bruchstiicken von Chromosomen oder Chromatiden.
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Entstehung Entstehung von Mikrokernen fihren nach verursacht
von Mikroker- in der Mitosephase graphisch Teilung zu durch
nen durch
: ° Klastogene
Fragmentierung ‘ . Chromosomen-
\ brechende A-
meist kleine Mikrokerne, genzien

azentrische Fragmente
Spindeldefekt < < >
Kinetochordefekt .’ . Aneugene
é E x ;E Spindelgifte /

meist groBe Mikrokerne, Kinetochor
Chromosomen mit Kinetochor schédigende

Substanzen
Briickenbildung % <> > 9: 0,
DNA-Briicke
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Phagozytose a-
poptotischer Kor- ¢
perchen *

® —>°.—>

Abb. 11: Entstehungsmoglichkeiten fir Mikrokerne, modifiziert nach Zankl, 1999.

Mikrokerntests sind Gentoxizitadts- und Mutationstest, mit denen ein bereits mani-
festierter genetischer Schaden betrachtet wird. DNA-Schaden wie DNA-Addukte
oder DNA-Strangbriiche sind hingegen nur Indikatoren flir genotoxische Substanzen.
Bereits 1973 hat John Heddle einen in vivo Mikrokerntest entwickelt. Die Mikrokerne
kénnen auch in der Interphase gezahlt werden. In vivo werden Knochenmarkzellen
von M&usen untersucht, weil reife Erythrozyten ihren DNA-Kern ausstoBen. Daher
kann man Mikrokerne leichter erkennen, die dann in den reifen Erythrozyten verblei-
ben. An den Knochenmarkzellen kann man die Zytotoxizitat einer Substanz abschéat-

zen, indem man das Verhaltnis von reifen zu unreifen Erythroblasten mitbestimmt.
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- DNA-Addukt

Einzelstrangbruch
z.B. Exzision oder AP-
Stellen ohne Reparatur

Doppelstrangbruch
nach DNA-
Replikation

- Y—' Chromatidbruch

(in Mitosephase)

Chromatidbruchsttick

. ° ‘ in Form eines Mikro-

kerns nach der
Zell(kern)teilung
a) mit Zytokinese-

.. . hemmstoff und

b) ohne

Abb. 12: Schema zur Entstehung eines Mikrokerns ausgehend von einem DNA-Addukt inner-
halb eines Zellzyklus, modifiziert nach Fenech, 2000.

Flar den Mikrokerntest in vitro sind sich teilende Zellen notwendig. Insbesondere der
Mikrokerntest an humanen Lymphozyten, die in vitro zum Wachstum angeregt wer-
den muissen, profitiert von einer Weiterentwicklung mit Wachstumskontrolle: der Dop-
pelkernmethode. Hierzu werden Zellen im Mikrokernassay zusatzlich mit Cytochala-
sin B, einem Zytokinesehemmestoff, behandelt. Die Zellkerne teilen sich, ihr Zytoplas-
ma jedoch nicht. Durch eine Zellteilung unter der Einwirkung von Cytochalasin B ent-
stehen doppelkernige Zellen. Auf diese Weise wird sichergestellt, dass ein Mikrokern
nicht nur aus einer Teilung hervorgegangen ist, sondern auch aus einer Teilung nach
der Substanzinkubation. Der Anteil einkerniger ungeteilter Zellen zu den Mehrkerni-
gen gibt AufschluB3 dartber, ob eine Testsubstanz zytotoxisch wirkt. Zytostatische
Effekte kdnnten die Mikrokerninduktion potentiell genotoxischer Aktivitat verhindern
(s. auch Abb. 13; Fenech, 2000).
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Zytotoxisches
Gentoxisches

Nekrose

Apoptose Doppelkernmethode

e

Einzelkernmethode

Abb. 13: Schicksal von Zellen (in ihrer Zytokinese gehemmt und ungehemmt) nach Exposition
eines zytotoxischen/genotoxischen Agens, modifiziert nach Fenech, 2000.

Im Rahmen eines (Human Micronucleus) HUMN Projektes haben Fenech und Mitar-
beiter (2003) Bestimmungskriterien fir Mikrokerne nach der Doppelkernmethode
festgelegt. Sie gehen prinzipiell auf die von Countryman und Heddle (1976) festge-
legten Kriterien zur Klassifikation von Mikrokernen im klassischen Mikrokerntest zu-
rick. Fir die Vergleichbarkeit von Mikrokerntests sind einheitliche Kriterien notwen-
dig.
Kriterien fiir Mikronuklei?® (Doppelkernmethode)

- GroBe des Mikronukleus max. 1/3 des Kerndurchmessers (Hauptkern)

- Farbintensitat Mikronukleus < Farbintensitat Kern

- Lage im gemeinsamen Zytoplasma des Doppelkernes

- keine Verbindung (DNA-Briicke) zum Kern

- in etwa der Fokussierungsebene Kerne

- glatte, runde oder ovale duBere Form

20 Nukleus/i: Kern/e
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Die Kriterien wurden zur Bestimmung der Mikrokerne durch AA und GA vorliegender
Arbeit angewendet (vgl. Kapitel 6.1.1). Den Nuclear Division Index (NDI) von
Eastmond und Tucker (1994) hat Fenech 2000 noch um das Zahlen apoptotischer

und nekrotischer Zellen um ,cytotoxicity“ zum NDCI erweitert.

Eine Mdglichkeit, klastogene von aneugenen Effekten zu unterscheiden, bietet die
indirekte Immunofluoreszenzfarbung. Hierzu werden
Antikérper gegen Zentromere verwendet. Diese wer-
den aus CREST*-Patienten, die an einer seltenen im-
munologischen Erkrankung leiden, bei der sich Anti-

SRR TRl KOrper gegen die Zentromere richten, gewonnen.

Abb. 14: Raynaud-Symptomatik, Thermografiebild,Durchblutungsstérung der Hande

Der Name leitet sich von der Vielzahl an Symptomen ab. *Dabei steht der Buchsta-
ben C fiir Calcinosis cutis?', R fiir Raynaud-Symptomatik?® (s. Abb. 14), E fir Eso-
phagus?®, S fiir Sklerodaktylie?* und T firr Teleangiektasie?®.

Mit dieser Methode (vgl. Kapitel 8.6.3) wurden zentromerhaltige Chromosomen-
bruchstlicke detektiert (s. Abb. 15). Der Zweitantikérper ist zur Detektion markiert.

F Anti-
'T human
c IgG
; Anti-
Zentromer

Schwesterchromatid
eines
Chromosoms

IgG: Immunglobulin G, FITC: Fluorescein-Isothiocyanat ® Zentromer

Abb. 15: Indirekte Immunofluoreszenzfarbung mit Antikérpern aus CREST-Patienten

% Calcinosis: Verkalkung; cutis: Haut; Calcinosis cutis: Kalkablagerungen in der Haut

% Raynaud-Symptomatik = Finger und Hande werden weiB/blau und kénnen absterben

2 Esophagus = Oesophagus = durch Verhartung des Bindegewebes hervorgerufene
Bewegungsstérungen der Speiseréhre

24 Skleros: hart; daktylos: Finger d.h. unelastische und unterversorgte Haut

% Tele: weit, entfernt; -angi: GefaB, -ektasie: Erweiterung d.h. Erweiterungen von der Hauptschlagader
entfernt liegender winziger GefaBe
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2.4.3 Kanzerogenitat

Die chronische Gabe von AA ins Trinkwasser erhéht die Tumorinzidenz bei Nagetie-
ren. In Ratten kommt es vermehrt zu Tumoren der Tunica vaginalis testis (Scheiden-
haut des Hodensacks), zu Fibroadenomen der Brust und Adenomen der follikularen
Zellen der Schilddrise. Zudem scheint AA das Auftreten von Hintergrundtumoren
(stammspezifisch) zu beschleunigen. Nach Rice (2005) verursacht AA-Exposition
Uber das Trinkwasser in Mausen und Ratten Tumore an einer Vielzahl von Organen.
In einem 2-Stufen-Kanzerogenese-Modell an Mausehaut zeigte sich AA nicht als
Komplettkanzerogen, sondern als Initiator (Tyl und Friedman, 2003).

AA scheint partielle dopamin-antagonistische Aktivitdt zu haben. Tyl und Friedman
(2003) diskutieren als Mechanismus fur Zellproliferation die Modulation von Hormon-
leveln. Shiver und Mitarbeiter (1992) behandelten Y-1-Zellen, Nebennierenzellen des
Mausetumors, mit 5mM AA und detektierten eine erhdhte Steroidproduktion und
Zellabrundung. AA flhrte in diesen Zellen zu einer gehemmten DNA-Synthese, wéh-
rend die Proteinsynthese ungehemmt erschien. AA hatte keinen Einfluss auf die Po-
lymersierung/Depolymersierung der Mikrotubuli (Shiver et al., 1992).

Die tagliche Dosis AA (erhalten durch lineare Extrapolation vom Tierversuch, 104
Wochen), die zu einem 25%igen Anstieg in der Tumorinzidenz im Vergleich zur Kon-
trolle Uber Lebenszeitexposition fuhrt, betragt 0,65mg/kg KG/Tag (O’Brien et al.,
2006). Mithilfe dieser u.a. Berechnungen bilden sie fir AA unterschiedliche ,Margins
of exposure”. Dybing und Scanner extrapolierten Dosis-Wirkungsbeziehungen aus
Langzeit-Tierversuchen und kalkulieren fir den Menschen bei geschatzter taglicher
Aufnahme von 0,49ug/kg KG Tag AA Uber 70 Jahre, dass 6 von 10 000 Menschen
durch AA Krebs entwickeln (Dybing und Scanner, 2003).

Epidemiologie

Eine 1999 durchgefiihrte follow up-Kohortenstudie zur Studie von 1984 bis 1994 an
Arbeitern dreier Betriebe in den USA bekraftigte Hinweise fiir einen kausalen Zu-
sammenhang zwischen AA-Exposition und Krebsmortalitdt (Marsh et al., 1999). Es
wurde ein um 2,26 fach signifikant erhdhtes Risiko flr Pankreaskrebs (bei Arbeitern
mit Exposition > 0,3mg/m® und Jahr) festgestellt. Dieses Risiko konnte jedoch nicht
als Expositions-Wirkungsbeziehung identifiziert werden (Marsh et al., 1999). Die Stu-
die wurde nochmals 2007 aktualisiert (mit drei Betrieben in den USA und einem Be-
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trieb in Holland gegenliber einer Kontrollgruppe). Die Schlussfolgerung ist, dass AA-
Exposition in den Konzentrationen, denen die Arbeiter dieser Studie ausgesetzt wa-
ren, nicht mit einer erhéhten Krebsmortalitéat verbunden war (Marsh et al., 2007).
Retrospektive Analysen von Fall-Kontrollstudien verschiedener europaischer Popula-
tionen haben keinen Zusammenhang zwischen Ernadhrungsverhalten (AA-Aufnahme)
und Krebsinzidenz gefunden. In solchen Studien ist es schwierig, erhdhte Krebsrisi-
ken festzustellen und einer Ursache zuzuordnen, dennoch geben sie ein Indiz dafir,
durch AA in der westlichen Erndhrung wahrscheinlich keinem erhéhten Risiko aus-
gesetzt zu sein (Rice, 2005).

Ebenso konnten Mucci und Mitarbeiter bei einer prospektiven Studie keine Assozia-
tion zwischen der taglichen AA-Aufnahme und dem Risko fir Kolon- oder Rektum-
krebs unter Frauen finden (Mucci et al., 2006).

2.4.4 Reproduktionstoxizitat

Nach Tyl und Friedman (2003) beeinflusst AA in hohen Dosen, in denen auch neuro-
toxische Effekte auftreten, die Spermien-Morphologie und -Beweglichkeit mannlicher
Nagetiere, wahrend GA-bedingte Mutationen keinen Effekt auf die Reproduktion
zeigten (Tyl und Friedman, 2003).

AA ist mutagen in Spermatozyten und Spermatid Stadien der mannlichen Keimzellli-
nie (Maus). In den Spermatid Stadien ist AA Uberwiegend oder ausschlieBlich klasto-
gen. Die gleiche Dosis AA war intraperitoneal (i.p.) appliziert potenter als dermal und
die gleiche Dosis GA war potenter als AA (Favor und Shelby, 2005).

Im NTP?-Experten-Brief von 2005 wird es fiir mdglich gehalten, dass AA die
menschliche Entwicklung oder Reproduktion beeintrachtigt. Es gibt keinen direkten
Beweis fur einen nachteiligen Effekt durch AA in der Bevdlkerung, jedoch zahlreiche
Studien an Labortieren, in denen orale Aufnahme hoher Dosen AA zu negativen Ef-
fekten auf Reproduktion und Entwicklung fiihrt (CERHR NTP#, 2005).

2.5 Fremdstoffmetabolismus

Physiologische Barrieren (z.B. die Zellmembran) und die Enzymausstattung des
fremdstoffmetabolisierenden Systems eines Organs tragen maBgeblich zum Schick-

sal eines Fremdstoffes im Organismus bei. Kleine oder lipophile Substanzen sind

% NTP: National Toxicology Program
2" CERHR: Center for the Evaluation of Risks to Human Reproduction
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membrangangig. Daher ist es ein Ziel des Korpers, lipophilen Fremdstoffen hydrophi-
le Gruppen anzuh&ngen und so der Ausscheidung zugénglich zu machen. Dazu be-
darf es erst des Einbaus einer funktionellen Gruppe durch sogenannte Phase I-
Enzyme. Obwonhl es eine Entgiftung darstellen soll, kann es gelegentlich auch zu ei-
ner unerwiinschten Aktivierung einer Substanz, einem elektrophilen Metabolit, kom-
men. Dieser wird entweder in der Phase II des Fremdstoffmetabolismus mit Gluta-
thion konjugiert, als Epoxid Uber die Epoxidhydrolase detoxifiziert oder er reagiert mit
einem Nukleophil vor Ort. Abb. 16 gibt einen Uberblick tiber De-/Toxifizierung des
Fremdstoffmetabolismus.

Elektrophile
CYP
MAO
COX NST

EH
Fremdstoffe Funktionalisierung Konjugation

CYP

Oxidoreduktasen UGT

Hydrolasen SULT
Nukleophile

CYP: Cytochrome P450; MAO: Monoaminooxidase; COX: Cyclooxigenase;
EH: Epoxidhydrolase; GST: Glutathion-S-Transferase; UGT: UDP-Glukuronosyltransferase

SULT: Sulfotransferase
Abb. 16: Schematische Darstellung des Fremdstoffmetabolismus

Der Fremdstoffmetabolismus ist ein effektives System: z.B. 70% der gefundenen
Rattenmetabolite im Urin nach AA-Aufnahme und immerhin noch 40% in Mausen
resultieren aus der direkten Konjugation von AA mit Glutathion (Dearfield et al.,
1995).
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Wie in Abb. 17 und 18 dargestellt, wird AA Uber Cytochrom P450 2E1 (CYP 2E1)
(hauptsachlich in der Leber) zu GA epoxidiert. Das Epoxid kann von der Epoxid-
hydrolase zum Diol hydrolysiert werden. AA und GA kénnen Uber die Glutathion-S-
Transferase an Glutathion konjugiert werden. Die entsprechenden Mercaptursauren
werden Uber die Niere ausgeschieden. AA und GA kénnen aber auch direkt mit Pro-
teinen (im Bild Hamoglobin) und mit DNA-Basen (im Beispiel Guanin) reagieren
(s. Abb. 18).

Zudem haben Fuhr und Mitarbeiter (2006) eine toxikokinetische Untersuchung zu AA
am Menschen durchgefiihrt. Der gréBte Teil einer 0,94mg Dosis wurde nach oraler
Aufnahme absorbiert. Dominierender Metabolit ist AAMA; d.h. dass die Entgiftung
effektiver als die Giftung zum GA ist. Die Bildung des GA-Derivates der Mercaptur-
saure ist bei Menschen zweimal geringer als bei Ratten und um ein Vierfaches ge-
ringer als bei Mausen nach entsprechenden Dosen. Dieser Faktor ist bei der Extra-
polation des Krebsrisikos vom Nager auf den Menschen zu beriicksichtigen (Fuhr et
al., 2006).

Aufnahme: passive Diffusion

0
® Phasel  Cytochrom P450 2E1 ’ C/S\CJ\NHZ
2 H
Reduktase o
; OH
Epoxidhydrolase Cl)—CH))J\NHZ
H, (l)H
o P
® Phasell Glutathion-S-Transferase Gs—ﬁ;ﬁ -

Exkretion als Mercaptursaure

Abb. 17: Ubersichtsschema zum Metabolismus von Acrylamid (Entgiftung)
Es sind die Strukturen von Acrylamid, Glycidamid, dem Hydrolyseprodukt von Glyci-
damid sowie eines Glutathionkonjugats als Beispiel fiir fremdstoffmetabolische Akti-
vitdten der Phase I- und Phase II-Enzyme zwischen AA-Aufnahme und Ausscheidung
als Mercaptursaure dargestellt.
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Abb. 18: Zusammenfassung des Fremdstoffmetabolismus von Acrylamid
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2.5.1 Cytochrome P450

Cytochrome (griech.: ypouo) sind farbige Hamproteine in Zellen. Den Cytochromen
gemeinsam ist der Wertigkeitswechsel von an Hadm gebundenem Eisen als Prinzip
der Elektroneniibertragung Fe®* +e™ -> Fe?*. Reduziertes CYP P450 bindet Kohlen-
stoffmonoxid und hat ein Absorptionsmaximum bei 450nm. Daher leitet sich der Na-
me Cytochrom P450 vom Pigment 450 ab.

Cytochrome kommen in allen Organismen vor (R6mpp 1998) und sind ubiquitar zu
finden. Das menschliche Genom enthalt mehr als 60 CYP-Gene.

Humane CYPs katalysieren (je nach Familie s. Abb. 19) die Biosynthese von Ste-
roidhormonen, die Metabolisierung von Fremdstoffen, die Oxidation ungesattigter
Fettsauren zu Botenstoffen und sind u.a. am Metabolismus fettldslicher Vitamine be-
teiligt (Hasler et al., 1999).

Human P450 Familien

. I Cholesterol Biosynthese
Polyzyklische Kohlenwasserstoff
CYP1A&B 14-Demethylase CYP51

Nitrosamine

CYP1AT Drogen. Alkohol | Vitamin D3 - 10—Hydroxylase CYP40 N
- Steroide

CYP3A Drogen. Antibiotika Gallensaure anthese -CYP27 N

Flavonoide

CYP4 ©-Oxidation von Fettsiuren Retinolsaure Hydroxylase CYP26

CYP5 Thromboxan Synthase | Vitamin D Abbau CcYP24 | .,
Progesteron 21-Hydroxylase
CYP7A 70—Hydroxylase CYP21
Gallenséauren et Bi h
Prostacyclin Synthase stroger Diosyninese CYP19
CYP8A&B Calomsaien Aromatase

Cholesterol Seitenketten Cleavage Stseroid.17Ca—HydroxyIa_se CYP17
* | CYP11A&B Aldosteron Synthese teroid C17/21 Lyase

* Mitochondriale Enzyme

Abb. 19: Humane CYP450-Familien nach Hasler et al., 1999.

Als Phase 1-Enzyme des Fremdstoffmetabolismus sind die vom Cytochrom P450
abhangigen Monooxigenasen fir die Funktionalisierung von Fremdstoffen zustandig.
Die Oxidoreduktasen aktivieren unter Verbrauch von NADPH molekularen Sauerstoff
so, dass ein Atom in den Fremdstoff eingebaut und das andere zu Wasser reduziert
wird (Eisenbrand et al., 2005). Dieser nicht unkritische Schritt fliihrt zu einem reakti-
ven Metabolit, der erst nach Funktionalisierung mit zellularem Glutathion reagiert und
dadurch detoxifiziert werden kann oder mit Makromolekilen (DNA, RNA, Proteine)
interagieren kann (Hasler et al., 1999).
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Die Superfamilie der CYP wird nach Verwandtschaftsgrad bzw. |dentitat der Protein-
sequenz mit arabischer Zahl in Familien und mit GroBbuchstaben in Unterfamilien
eingeteilt. CYPs katalysieren vielfaltige Reaktionen (s.0.), an denen immer auch eine
NADPH-Cytochrom P450-Reduktase das Enzymsystem erganzt (Eisenbrand et al.,
2005).

Cytochrom P450 2E1

Die CYP 2-Familie ist unter den Saugern die Umfangreichste. Manche Enzym-
Unterfamilien wie die CYP 2E1 sind ortholog d.h. vor der phylogenetischen Trennung
bestimmter Spezies wie Maus, Ratte, Hase, Affe und Mensch entstanden und in al-
len Spezies daher mit gleicher Bezeichnung vorhanden (Lewis et al., 1998). Das hu-
mane CYP 2E1-Gen liegt auf dem Chromosom 10. Etwa 7% des CYP 2E1 kommt in
der Leber vor. CYP 2E1-Substrate sind kleine Molekile, wie z.B. AA. Ethanol ist
nicht nur Substrat, sondern induziert auch CYP 2E1. Eine Besonderheit des CYP
2E1 ist das Vorliegen in aktivierter “high spin”-Form auch ohne Substratbindung. In
der “high spin”-Konfiguration kann Sauerstoff aktiviert werden. Der Grund fur die He-
patotoxizitat von Ethanol liegt darin, dass Ethanol durch Bindung an CYP 2E1 des-
sen Halbwertszeit verlangert. Dadurch kommt es zur Akkumulation von CYP 2E1 und
reaktiven Sauerstoffspezies (s. 2.3) (Hu et al.,1995; Lieber, 1997; Platt, 2006).

CYP 2E1 wird konstitutiv in der Leber exprimiert. Von den die Leber durchlaufenden
Fremdstoffen wird von CYP 2E1 aber nur etwa 2% umgesetzt. CYP 2E1 wird Uber
Chlorzoxazon-6-Hydroxylierung nachgewiesen (s. Abb. 20). In vorliegender Artbeit
wird 6-Hydroxy-Chlorzoxazon im Uberstand mittels Hochdruck-Fliissig-Chromato-
graphie modifiziert nach Lucas und Mitarbeitern (1993) bestimmit.

O
)—OH
/ HO
N
Cl CYP 2E1 °
KetO'En()l‘ o >:O
Tautomerie -
o) cl N
0 6-Hydroxy-
Chlorzoxazon
Cl N .
H ¢ (Keto-Enol-Tautomerie)

Chlorzoxazon

Abb. 20: Strukturen Edukt/Produkt der Umsetzung von Chlorzoxazon
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Induktoren von CYP 2E1 sind u.a. Aceton, Dimethylsulfoxid (DMSO) und Isoniazid.
Am bedeutendsten ist Ethanol. Eine erhdhte CYP 2E1-Induktion ist bei der fettleibi-
gen Bevodlkerung nachzuweisen (Kotlyar und Carson, 1999). Auch Diabetes fiihrt zur
vermehrten Expression von CYP 2E1 auf mRNA- und Proteinebene (de Waziers et
al., 1995). Die CYP 2E1-Expression/-Aktivitat kann EinfluB auf die Wirkstarke von
z.B. AA bzw. seinen Umsatz zu GA haben. Denn CYP 2E1 aktiviert AA (s. Abb. 21),
aber auch ahnlich kleine und teilweise kanzerogene Molekiile wie Acrylonitril, Vinyl-
bromid, Chloroform, N-Nitrosodiethylamin oder Acetaminophen.

0O O
v& cvp2er O |
NH, HZC—|C_|) NH,
Acrylamid Glycidamid

Abb. 21: Aktivierung von Acrylamid durch die Cytochrom P450 abhéngige Monoxigenase 2E1

Acetaminophen ist auch als Paracetamol bekannt. CYP 2E1 aktiviert Acetaminophen
zu einem Chinonimin, welches den GSH-Pool verbraucht und dadurch zu oxidativem
Stress fuhren kann. Inhibitoren von CYP 2E1 sind Diethyldithiocarbamate und Disulfi-
ram (http://medicine.iupui.edu/flockhart/table.htm). Auch Flavonoide, die in der Dis-
kussion stehen, krebspraventive pflanzliche Nahrungsbestandteile zu sein, inhibieren
CYP 2E1 (Moon et al., 2006).

Einige Polymorphismen des CYP 2E1-Gens stehen in Verdacht, mit Krebs assoziiert
zu sein. Eine Punktmutation (c2-Allel) fihrt zu einer erhéhten Transkription und CYP
2E1-Expression in vitro im Vergleich zum Wild-Typ (c1-Allel) (Tsutsumi et al., 1994).
Verschiedene Studien geben Hinweise darauf, dass Patienten mit c2-Allel ein erhdh-
tes Risiko fur alkoholassoziierte Leberschaden und Lungenkrebs haben (Hasler et
al., 1999). Nach Chelule und Mitarbeitern (2006) kann ein Polymorphismus in der
Promotorregion (c3-Allel), welches gehauft bei dunkelhautigen Sidafrikanern vor-
kommt (im Vergleich dazu selten bei Chinesen), als genetischer Marker fur Krebs
des in dieser Population haufig vorkommenden Plattenepithel-Zellkarzinoms des Oe-
sophagus gelten.
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2.5.2 Biomarker

Zur Aufklarung der internen Exposition mit AA und seines Schicksals im Kérper wer-
den sogenannte Biomarker wie z.B. Hdmoglobin(Hb)-Addukte herangezogen (Calle-
man, 1993). Aufgrund der Entwicklung einer sensitiven N-Alkyl-Edman-
Analysemethode entwickelte sich die Messung von Addukien am N-Terminus des
Valins von Globinketten als ein bedeutendes Instrument fir die Dosimetrie genotoxi-
scher chemischer Kanzerogene (Vesper et al., 2006). AA reagiert via Michael-
Addition mit der NH>-Gruppe und fihrt zum N-(2-carbamoylethyl)valin (s. Abb. 22;
Tareke et al., 2000). Die N-Alkyl-Edman-Methode beruht auf einer Derivatisierung
und spezifischen Freisetzung eines Valinadduktes mit Pentafluorphenylisothiocyanat,
welches beispielsweise mittels GC/MS-MS analysiert werden kann (s. in Abb. 22;
Paulsson et al., 2003). Auch die Exposition gegenlber N-Methyloacrylamid kann
Uber dasselbe Hb-Addukt gemessen werden (Hagmar et al., 2001). Der Durch-
schnittslevel der Hb-Addukte von Nichtrauchern (Kontrollgruppe) betrug etwa
40pmol/g Globin, deren interindividuelle Varianz um 20-60pmol/g Globin). Der Hin-
tergrundlevel von Wildtieren und grasenden Kahen ist geringer als der in Menschen
(Tareke et al., 2000).

Bergmark und Mitarbeiter (1993) haben die Hamoglobinaddukte sowohl mit AA als
auch die mit dem Metaboliten GA in chinesischen Arbeitern, welche mit AA exponiert
waren, bestimmt. Dabei fanden sie ein Verhaltnis von 3:10 (GA:AA) im Blut. Dies ist
ein Indiz fir die Umwandlungsrate von AA nach GA im Menschen.

Als Biomarker fur AA werden neben den Hb-Addukten auch Mercaptursduren und
DNA-Addukte bestimmt (vgl. Kapitel 2.4.2.1.1.). Die Messungen der Mercaptursau-
ren (acids) von AA und GA N-acetyl-S-(2-carbamoylethyl)-L-cystein (AAMA) und
N-(R,S)-acetyl-S-(2-carbamoyl-2-hydroxyethyl)-L-cystein (GAMA) erfolgen aus dem
Urin (Boettcher et al., 2005; Kellert et al., 2006).
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N-terminales Valin bindung

O H
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H Wg
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(Ho) Addukt + j?[ —’/S;A
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(bzw. Hb-NH,)

Abb. 22: N-Alkyl-Edman-Abbau
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2.6 Oxidativer Stress

Alle aeroben Organismen sind oxidativem Stress ausgesetzt. Man versteht darunter
die Auslenkung des Oxidans/Antioxidans-Gleichgewichts zu-
gunsten der Oxidantien. Neben exogenen Stressoren gibt es
auch endogene. Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen
species, ROS) entstehen als Nebenprodukte der Atmungs-

kette in den Mitochondrien. Sie verursachen einen groBen
Teil endogener DNA-Schaden. Der menschliche Kérper bzw.

&

Abb. 23: Redoxgleich-
gewicht Entzindungen zur Abwehr von Virus- und bakteriellen Infek-

die Makrophagen produzieren aber auch gezielt ROS bei

tionen. Oxidativer Stress kann zu Lipidperoxidation, Proteinoxidation und DNA-
Schadigung fuhren. ROS-Bildner wirken als Tumorpromotoren in Kanzerogenesmo-
dellen (z.B. Benzoylhydroperoxid in der Haut und Peroxisomenproliferatoren in der
Leber). Zellular letzte Antwort auf sehr hohen oxidativen Stress ist Apoptose oder
Nekrose. Die Zelle hat jedoch auch Méglichkeiten, vorher auf Stress zu reagieren.
Antioxidantien wie Vitamin C und E kénnen Radikale abfangen. Zelleigenes Glutathi-
on stellt einen besonders reichhaltigen Pool dar. Intrazellulare Konzentrationen lie-
gen im Bereich von 1-20mM. Glutathion kann in einem Thiol-Zyklus oxidiert und re-
duziert werden, aber auch reaktive Substanzen durch Glutathion-Konjugation abfan-
gen. Ist die DNA oxidiert, kbnnen Basengxzisionsreparaturenzyme (BER) sehr viele
Substrate (Oxidationsprodukte) erkennen und aus der DNA herausschneiden. Das
bakterielle BER, die Formamidopyrimidin-DNA-Glykosylase (FPG) erkennt 8-oxo-
Guanin, eine haufig oxidierte Purinbase mit promutagenen Eigenschaften (Morland
et al., 2002). Der Mensch exprimiert humane Homologe zu FPG wie hFPG1 und
hFPG2 (Morland et al.,, 2002) bzw. entsprechend der in der Maus genannten
8-0Oxo-guanin DNA Glykosylase 1 (OGG1) analog hOGG1 (Smart et al., 2006). Wah-

rend hFPG1 fast ubiquitar vorkommt,

) N)H CH, ist NFPG2 nur in Testes und Thymus
in detektierbaren Leveln exprimiert
(Morland et al., 2002). Dieses sind

Acrylamid Menadlon (Redoxcycler) Organe, in denen AA bei Tieren

Abb. 24: Vergleich der Strukturen von Acryl- Krebs hervorrufen kann.
amid und Menadion

36



Theorie

2.6.1 Glutathion

Glutathion (y-Glutamylcysteinylglycin mit Sulfhydrylgruppe, GSH) ist ein atypisches

Tripeptid. Es kommt in jeder Zelle des Korpers vor — mit den héchsten Konzentratio-

nen in Leber, Erythrozyten und weiBen Blutzellen. In der Leber wird zunachst

L-Glutaminsaure und L-Cystein mittels y-Glutamylcystein-Synthetase verknipft (s.

Glutaminsaure

ATP <«—— C(Cystein
ADP + Pi

v-Glutamylcystein

ATP
' Glycin
ADP + Pi
SH
O CHQ
| H_CH;_lI_
GSH CH,
|
T Gl
u
HC—NH,+ B
COO- Cys—

Abb. 25: Biosynthese von Glutathion (GSH)

dberfuhrt. Das nattrliche Verhaltnis betragt
mindestens 9:1 (GSH:GSSG). Glutathion ist
auch fir den Fremdstoffmetabolismus in
der Zelle bedeutend (s. auch Kapitel 2.5):
Die Konjugation von Fremdstoffen mit GSH
ist eine der wichtigsten Detoxifizierungs-
reaktionen des Organismus. Die Glutathion-

Abb. 25) und die Vorstufe anschlie-
Bend mit Glycin durch die Glutathion-
Synthetase kondensiert. GSH schitzt
die Tertiarstruktur von Proteinen, for-
dert den Transport von Aminosauren
durch die Zellmembranen und spielt
eine entscheidende Rolle im antioxida-
tiven Netzwerk. Die freie Sulfhydryl-
gruppe dient als Elektronendonator.
Zwei GSH gehen dabei in die oxidierte
Form des Disulfids (GSSG) Uber. Pe-
roxide werden mittels Glutathion-
Peroxidase reduziert und oxidiertes
Hamoglobin mittels Methamoglobin-
Reduktase und GSH. Mithilfe der Glu-
tathion-Reduktase und NADPH wird

GSSG wieder in die reduzierte Form

Glu—Cys—
-2e é
2 Glu—Cys— =
+2¢° S
GIu—Cl/s—

Abb. 26: Oxidierte und reduzierte
Form von Glutathion

S-Transferase (GST) ist ein Phase-2-Enzym und katalysiert elektrophile Substituti-

onsreaktionen (lbertragt z.B. die Methylgruppe von Methylbromid auf GSH) und Ad-

ditionsreaktionen an aktivierte Doppelbindungen. AA ist eine solche o,B-ungesattigte
Carbonylverbindung, die mittels GST an GSH konjugiert wird (s. Abb. 27).
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o cH,
| GST Is\/Cz NH2
Acrylamid Glutathion SH GSH-Konjugat hit
0

NH, O
(0] NH, (0} H
H N PN
X N P HOOC N COOH
NH, + HOOC H COOH H
(0] CH

Abb. 27: Bildung eines Glutathion (GSH)-Konjugates mit Acrylamid; GST: Glutathion-S-
Transferase

Das GSH-Konjugat von Fremdstoffen ist in der Regel wasserléslich und flihrt Gber
den Mercaptursaure-Weg zur Elimination. Ein verschobenes GSH/GSSG-Verhaltnis
fihrt zu einem ungunstigen Redoxstatus (oxidativem Stress), und damit u.a. zu ver-

mehrten oxidierten promutagenen DNA-Basen.

ROOH o-TocOH AsCe 2GSH NADP*

ROOQ- X o-TocO XAscH_><GSSG ><NADPH HD

a-Toc: a-Tocopherol, Asc: Ascorbinsaure, GSH: Glutathion

Abb. 28: Antioxidatives Netzwerk nach Packer und Obermiiller-Jevic, 2003.

Glutathion wurde in vorliegender Arbeit nach einer Methode von Gallagher und Mit-
arbeitern (1994) bestimmt. In Gegenwart von Glutathion wird das Ellman’s Reagenz,
5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoeséaure), zu 5-Thio-2-nitrobenzoat (gelb) reduziert (s. Abb.
29). Die vorherige Derivatisierung von reduziertem Glutathion erméglicht die Mes-
sung vom oxidierten Glutathion (s. Abb. 30).

Prinzip der photometrischen Messung bei 405nm:

+NH, 0
N
OOCW \HJ\H/\COO HSQNOz
O CH
GSH e
S H

: — ° TNB ©oo
HSA< E}—No2
NO,
L 00C B— coo TNB  coo
R— CH—S — CH—s§~
DTNB - s no, T " GCSF:H ° S—CHR
S<g é—CHrR
GSH-Konjugat
GSSG
(¢lele) +
NO, .
5 GSH + NADP" < Glutathionreduktase (GSR) NADPH H*
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Gesamtreaktion

2 GSH + DTNB — GSSG +2 TNB
GSSG + NADPH H+GSR, 2 GSH + NADP+

DTNB + NADPH H* R» 2 TNB + NADP*

GS-SG: oxidiertes Glutathion mit Disulfidbriicke
TNB: 5-Thio-2-nitrobenzoat
DTNB: 5,5‘-Dithiobis(2-nitrobenzoesaure)

Abb. 29: Glutathion-Mess-Prinzip

N

| AN \CHZ GsH | N\ S_CHZ_R
+ I
Z =
2-Vinylpyridin Derivat

Abb. 30: Derivatisierung von Glutathion (GSH)

GSH-Depletion kann zu verminderter Detoxifizierungsmaéglichkeit elektrophiler Sub-
stanzen mangels GSH fihren. Elektrophile kbnnen dann mit Proteinen und der DNA
reagieren. Ein bekanntes lebertoxisches Agens in hohen Dosen ist Acetaminophen.
Es wird Uber CYP 450-Enzyme aktiviert (aktivierte Doppelbindung) und fihrt auf-
grund von Acetaminophen-GSH-Addukten zu hepatischer GSH-Depletion. Erst in
hoher Dosis nach Erschépfung des GSH-Pools kommt es zu reaktiven Metaboliten
bzw. Lebertoxizitat (Roche). Aber auch ein Mangel an GST kann zu demselben
Nachteil fihren. Beim Menschen gibt es einen Polymorphismus der GST-Isoenzyme
GST M1, GST T1 und GST P1. Der Polymorphismus von GST M1 ist beispielsweise
mit einem erhdhten Krebsrisiko bei Rauchern assoziiert. Die Bedeutung der GST-
Kompetenz zeigt sich auch bei Speziesunterschieden (Maus/Ratte) und damit erhéh-
ter Empfindlichkeit gegeniber Aflatoxin B1 (AFB+)-bedingtem Leberkrebs: Die TDsg
(Dosis, bei der 50% der Tiere im Langzeitversuch Tumore bekommen) von AFB; und
Toleranz bei Mausen ist mit >2mg/kg KG/Tag deutlich héher als die TDsg zwischen 1
und 6 pg/kg KG/Tag bei Fischer- und Wistar-Ratten. Nach Hengstler und Mitarbeitern
(1999) wurden bei der Maus gegenuber der Ratte und dem Menschen erheblich
mehr Aflatoxin B1-GSH-Konjugate gefunden. Umgekehrt wurden DNA-Addukte mit
AFB1 nur in Ratte und Mensch detektiert, dagegen kamen bei Versuchen an prima-
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ren Hepatozyten keine DNA-Addukte in der Maus vor. Wahrend Mause nahezu
AFB1-resistent sind, fehlt Truthiihnern GST, wodurch es 1960 zu einem Truthahn-
sterben “turkey-x-disease” in England kam. Ursache war importiertes Erdnussschrot
aus Brasilien, welches mit Aflatoxin belastet war. GSH kann in Zellen auch durch
L-Buthioninsulfoximin (BSO) depletiert werden: BSO greift in die Biosynthese von
GSH als Inhibitor der y-Glutamylcystein-Synthetase ein (s.0.). BSO ist ein allgemei-
nes Werkzeug, um das oxidative Gleichgewicht in Zellen zu stéren. In vorliegender
Arbeit wurden Zellen mit BSO behandelt, um den Einfluss von GSH auf die Wirkung

von AA zu untersuchen.

2.6.2 Formamidopyrimidin-DNA-Glykosylase

Die Formamidopyrimidin-DNA-Glykosylase FPG ist ein Basenexzisionsreparatur
(BER)-Enzym. Seine biologische Funktion ist u.a. die Reparatur von promutagenen
oxidativen DNA-Schaden. Bei FPG handelt es sich um ein gut untersuchtes prokary-
ontisches Metalloprotein mit 30,2 kDa. Aufgrund seiner wichtigen biologischen Funk-
tion flr aerobe Organismen gibt es z.B. im Menschen auch eine humane Form
(hFPG1 und hFPG2 wie in Kapitel 2.6 erwahnt). Zur Reparatur bindet FPG an die
doppelstrangige DNA. FPG besitzt drei katalytische Aktivititen: eine DNA-
Glykosidase, eine AP-Lyase und eine Desoxyribophosphodiesterase-Aktivitat (Buch-
ko et al., 2002).

AA induziert dosisabhangig oxidativen Stress in Ratten und reduziert u.a. die Sulf-
hydrylgruppen in verschiedenen Geweben (Youself und El-Demerdash, 2006). FPG
wurde in dieser Arbeit nach Zellinkuabtion mit AA oder GA im sogenannten Comet-
Assay nach der Zelllyse verwendet (vgl. Kapitel 8.7.2). Daher wird im Folgenden dar-

auf eingegangen, was FPG allgemein und speziell nach AA-Exposition bewirkt.

Eine sehr stressanféllige, da leicht oxidierbare Base ist das Guanin. Es wird vor-
zugsweise am C8-Atom oxidiert. Guanin existiert vorrangig in Anti-Konformation in
der DNA und paart nahezu ausschlieBlich mit Cytosin (Efrati et al., 1999). Solange
das 8-oxo-dG sich in der DNA natirlicherweise vorkommenden Anti-Konformation
befindet und lber 3 Wasserstoffbriicken an Cytosin bindet, stellt die am C8-Atom
oxidierte Base fir die Zelle noch kein Problem dar. Wie in Abb. 31 dargestellt, kann

8-ox0-dG:C von FPG erkannt und herausgeschnitten (repariert) werden.
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G:C ' 8-ox0-G:C ' 8-0xo0-G:A — T:A

FPG FPG

FPG: Formamidopyrimidin-DNA-Glykosylase
—» Mutation

Reparatur

Abb. 31: Mutation und Basenexzisionsreparatur (nach oxidativem DNA-Schaden)

Dreht sich die Base jedoch am Zucker, flhrt dies zu einer Konformationsanderung. In
Syn-Konformation entsteht eine gréBere Licke, in der Platz fir eine zweite Purinba-
se gegenulber 8-oxo-dG entsteht. In Abb. 34 sind die Basenpaarbindungen natirli-
cher Basenpaare und die Syn- und Anti-Konformationen und resultierenden Basen-
paarbindungen des 8-oxo0-dG abgebildet. Nur bei 8-oxo-dG kommt es zur Rotation
um die glykosidische Bindung und statt der Watson-Crick-Basenpaarung resultiert
eine ebenfalls stabile Hoogsteen Syn: Anti = 8-oxodG:dA-Basenfehlpaarung (Cheng
et al., 2005). Abb. 34 zeigt die Parallelen von Syn-8-oxo-dG:A zu T:A auf. Es bilden
sich zwei Wasserstoffbriicken aus. FPG hat nur noch schwache, vernachlassigbare
Aktivitadten gegentiber 8-oxo-dG:A (Morland et al., 2002). Dieser Schaden wird selten
erkannt und repariert, was nach DNA-Teilung zu einer manifestierten DNA-
Punktmutation (G—T-Transversion), d.h. zu einem falsch eingebauten DNA-
Basenpaar fihrt (s. Abb. 31).

FPG muss sehr spezifisch 8-oxo-dG in Verbindung mit Cytosin erkennen. Jedoch
gibt es noch andere wichtige Purinlasionen wie Formamidopyrimidine (Fapy). Das
sind Imidazol-ringoffene Purine. Sie entstehen oft neben N7-alkylierten Purin (Coste
et al., 2004).

GA, ein Metabolit des AA, bildet vorrangig mit Guanin das N7-Gua-Addukt (vgl. Kapi-
tel 2.4.2.2.1). Dieses Addukt fihrt nach Ringdffnung zum 5-N-Alkyl-2,6-diamino-4-
hydroxy-Fapy. FPG ist in der Lage, dieses Alkyl-Fapy-dG zu erkennen. Andererseits
kommt es beim N7-Gua-Addukt mit GA aber unter physiologischen Bedingungen zur
Depurinierung. Auch apurine Stellen (AP-Stellen) sind Substrate des FPGs (Cunniffe
et al., 2007). Das bedeutet, dass auch promutagene DNA-Schaden durch AA bzw.
GA noch von FPG erkannt und repariert werden kénnen (s. Abb. 32).
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GC _, N7-GA-G:C —> AP-Stelle:C =—> XY
s Alkyl-Fapy-G:C ———— T.iGC
FPG FPG Zellteilung

FPG: Formamidopyrimidin-DNA-Glykosylase
AP-Stelle: Apurinische Stelle
— Mutation
Reparatur

Abb. 32: Mutation und Basenexzisionsreparatur (nach Glycidamid-Einwirkung)

An doppelstrangige DNA gebundenes FPG hat eine hohe Bindungsaffinitat zur funk-

tionellen Ketogruppe am C8-Atom des Guanin, welche in 8-oxo-dG:dC in der groBen

Furche liegt (s. Abb. 33). Diese Bindung ist sehr viel stérker als in 8-oxo-dG:dA, wo

sich die Ketogruppe in der kleinen Furche befindet (Tchou et al., 1994). FPG selbst

geht etwa vier bis finf Konformationsanderungen wahrend der Interaktion mit abasi-

schen und 8-oxo-dG-beinhaltenden Substraten innerhalb von 2ms bis 10sec ein (Ko-

val et al., 2004). Dadurch ist FPG in der Lage, seine vielfaltigen Aufgaben, von der

DNA-Bindung Uber die Erkennung der Lasion bis hin zur Katalyse der Reparatur-

schritte zu durchlaufen.

1!
N N N N
2H|\1)\\)l\lﬁi'\{>7;O ool HN)\\N| H\f
dR

0
0
E o) H
N FapydG N DHU
BN Ly A
HNT SN TN H N" "0
dR dR

O CcH

2

N-7-Me-FapydG

FapydG: Guanosin mit Imidazolringéffnung; DHU: Dihydrouracil

Abb. 33: Einige Substrate der Formamidopyrimidin-DNA-Glykosylase
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Watson-Crick-Basenpaarung
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Abb. 34: Syn- und Antikonformation®; Strukturen mit Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
dG:dC, 8-0x0-dG:dC, 8-ox0-dG:dA & dT:dA.

2 energetisch besonders giinstig ist die NessHe++N -Bindung
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2.7 Apoptose

Unter Apoptose versteht man den programmierten Zelltod. Apoptose ist eine Fahig-
keit vielzelliger Tiere und wahrscheinlich auch von Pilzen (Kroemer et al., 1997). Die-
ser physiologische Prozess ist eine gezielte und ATP-verbrauchende Beseitigung

unerwinschter oder geschadigter Zellen (Falbe und Regitz, 1998).

Die Apoptose ist u.a. wahrend der Embryogenese notwendig. So missen z.B. bei
der Bildung tubularer Strukturen die Zellen im Inneren sterben, um einen Hohlraum
entstehen zu lassen. Bekanntes Beispiel sind auch die Fischhdute zwischen den
Fingern, die wahrend der Embryonal-Entwicklung entstehen und wieder in Apoptose
gehen.

Auch beim adulten Menschen gibt es apoptotische Zellen. Die differenzierten standig
aus Stammzellteilungen hervorgehenden Zellen in den Darmvilli sterben an der Spit-
ze ab. Virusinfizierte (nicht lytische) Zellen werden h&ufig auf diesem Wege beseitigt
und Brustepithel geht nach Lactation in Apoptose usw. .

Nervenzellen bediirfen sogenannter Uberlebensfaktoren, um nicht in Apoptose zu
gehen: diese Art der Regulation ermdéglicht, dass inaktive bzw. ungenutzte Nerven-
zellen absterben. Gleiches Schicksal erfahren physiologischerweise Zellen, die sich
aus dem Zell-Zell-Verband oder Zell-Matrix-Kontakt geldst haben.

2.7.1 Apoptose-Signalweg

Andererseits gibt es auch Todesfaktoren und entsprechende Rezeptoren, um in Zel-
len Caspase-Kaskaden auszuldsen, die zum Zelltod fihren. Zu den Todesfaktoren
gehbéren beispielsweise Fas (Liganden), Strahlung und ROS. Geschadigte Mito-
chondrien, welche fir den Energiehaushalt der Zelle bedeutend sind und bei Fehl-
funktion vermehrt ROS-Abfall bilden kénnen, kénnen den Zelltod auslésen.

Die Permeabilisierung der dauBeren Membran der Mitochondrien wird durch Bcl-2-
Proteine reguliert, welche die Kontrolle Uber die Freisetzung von pro-apoptotischen
Molekilen aus dem Intermembranraum haben (z.B. Cytochrom ¢ und Smac/DIABLO
(second mitochondria-derived activator of caspases/direct |IAP-binding protein with
low pl). Die Membrandurchlassigkeit der inneren Membran wird Ca-abhéngig und
von oxidativem Stress beeinflusst Gber MPT (mitochondrial permeability transition)
reguliert und kann nach Armstrong (2006) zu Nekrose flihren. Denkbar ware auch
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eine Verbindung zwischen Bcl-2-Proteinen und MPT, Permeabilisierung beider
Membrane und einer resultierenden Mischform von Apoptose und Nekrose (J. Arm-
strong, 2006).

Zu den deutlich sichtbaren Vorteilen und Unterschieden zur Nekrose gehért bei der
Apoptose die Vermeidung von Entzindungsreaktionen. Die Zelle schrumpft, das
Chromatin kondensiert und die anschlieBende Zellfragmentation fihrt zu apoptoti-
schen Korperchen, die von Makrophagen in vivo phagozytiert werden; in vitro kommt
es allerdings zu einer sekundaren Nekrose (die Aufnahme von Farbstoffen durch die
geschadigte Membran als Beweis flr Nekrose kann in vitro zu falschen Schllissen
fihren). Apoptotische Kdrperchen sind von einer Membran umschlossene Fragmen-
te; die Organellen bleiben intakt. Weitere morphologische Veranderungen sind das
Abrunden der Zellen und ,blebbing® (=Ausstllpungen an der Oberflache) (Gill und
Dive, 2000).

Die Apoptose kann in drei Phasen untergliedert werden: in eine Todes-Stimulus-
abhangige heterogene Induktionsphase, eine gemeinsame Effektorphase, in der die
Entscheidung zum Zelluntergang getroffen ist und eine gemeinsame Degradierungs-
phase, in der die biochemischen und morphologischen Veranderungen des Endsta-
diums der Apoptose festzustellen sind (Kroemer et al., 1997).

Wahrend AA hauptséachlich einen Pro-kanzerogenen Effekt aufgrund seiner Genoto-
xizitat hat, gibt es Functional Food, dem durch Apoptoseinduktion auch krebspraven-
tive Eigenschaften zugesprochen werden (R. Martin, 2006). Eine mégliche Apopto-
seinduktion durch AA wurde Uber den Nachweis der Aktivitdt der Caspase-3 unter-
sucht.

2.7.2 Caspasen

Caspasen sind eine groBe Familie evolutionar konservierter Proteasen, welche bei
Caenorhabditis elegans wie auch beim Menschen gefunden wurden (s. Abb. 35). An
C.elegans wurde die Apoptose grundlegend erforscht. Es sterben genau 131 Zellen
wéahrend seiner Embryonalentwicklung. Die Caspasen sind Aspartasen, welche Sub-
strate mittels Cystein im aktiven Zentrum binden und nach dem Aspartatrest schnei-
den. Caspasen fuhren die zellulare Selbstzerstérung aus. Man unterscheidet im We-
sentlichen Initiator- und Effektorcaspasen. Initiatorcaspasen aktivieren Effektor-
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caspasen als Antwort auf zellspezifische Todessignale. Effektorcaspasen schneiden
zellulare Proteine. Daneben gibt es noch scheinbar Apoptose-unabhénige inflamma-
torische Caspasen. Caspase-1 wird z.B. auch Interleukin-1B-converting enzyme
(ICE) genannt, welches reife Cytokine generiert, die u.a. zu Vasodilation (GefaBer-
weiterung) und Lymphozytenaktivierung fihren (Chang und Yang, 2000).

Sequenzhomologie Struktur Funktion
Prodomaine Protease Domaine
caspase-4 e I
caspase-S ===
— — Cytokin
caspase-13 EE=ET T P Aktivierung
mcaspase-11 e I
mcaspase-12
E== T =
—  caspase-1 |
 EEwms
caspase-14
(N -
caspase-3 .
[ e Apoptose
casgase-7 (=
—— caspase-6 =11 5 T _
caspase-8 T Apoptose
I I: Initiatoren

caspase-10

caspase-2

caspase-9

CED-3 ) GroBe Untereinheit KleineUntereinheit
500 400 300 200 100 0
Aminosauren

Abb. 35: Saugetier Caspase Familie und C. elegans Caspase CED-3, modifiziert nach Chung
und Yang, 2000.

Caspasen liegen als inaktive Procaspasen in der Zelle vor. Proteolytische Prozesse
fihren zur Abspaltung der Prodoméne von der katalytischen Doméane, die aus einer
kleinen und groBen Untereinheit besteht. Das aktive Enzym ist letztlich ein Tetramer,
welches aus zwei Procaspasen hervorgeht. Meist aktivieren sich Caspasen in einer
Caspase-Kaskade. Die Adapterprotein-abhangige Oligomerisierung (s. Abb. 36,
Caspase-8) unterliegt der Regulierung sowohl seitens der Uberlebensfaktoren/
Todesrezeptoren sowie des Cytochrome c-Apaf1-Apoptose-Signalweges (Chang und
Yang, 2000).
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Wie in Abb. 36 zu sehen, wird die Effektor Caspase-3 durch die Initiator Caspase-8
aktiviert. Proteolytisch aktive dimere Intermediate schneiden sich gegenseitig zu rei-
fen Caspasen. Weder Caspase-3 noch 8 schneiden ihre eigenen Procaspasen (Liu
et al. 2005). Caspase-3 hat eine Substrat Praferenz fir DEVD, was man sich fir ih-

ren Aktivitdtsnachweis zunutze macht (Chang und Yang, 2000).

Apoptotisches

Signal

@ Fas-Ligand 'gha
@

| - | Membran

Todesrezeptor FADD
Aktives

Inter-
{ mediat

B Caspase 8 ] [ ] Caspase 8

Procaspase 8

Initiator Caspase

__ o>

Aktives Effektor Caspase

Intermediat

o —
Caspase 3 _J—_ D:I:U Todes-Substrate
il [ 1]
O

Todessubstrat [ | > y @)

FADD: Fas Associated protein with Death Domain

Abb. 36: Aktivierung der Procaspasen und Caspase-Kaskade modifiziert nach Chang und
Yang, 2000; nach Liu et al., 2005.
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3. Problemstellung

Zur Verbesserung der Datenbasis fir die Risikoabschatzung von AA fir den Men-
schen soll das genotoxische Potential von AA und seinem in vivo gebildeten Metabo-
lit GA an Saugerzellen untersucht werden. Die Schadigung des Erbmaterials wird als
Ausgangspunkt flr eine mutagene/kanzerogene Wirkung angesehen. Es stellt sich
die Frage, ob Uber AA-Exposition aus Lebensmitteln eine Dosis erreicht wird, die zu
einer fir die Kanzerogenese relevanten Schadigung fuhrt.

Daher soll die Dosis-Wirkungsabhangigkeit der DNA-Addukt-Bildung sowie der In-
duktion von DNA-Schaden durch AA bestimmt werden. Als biologischer Marker wird
die konzentrationsabhangige Bildungsrate des vom reaktiveren Metabolit GA haupt-
sachlich gebildeten N7-Gua-Adduktes nach Zellinkubation in vitro bestimmt. Die
Konzentrationen, die zu genotoxischen Schadigungen flhren, werden mittels Comet-
Assay ermittelt. Mit Hilfe des Mikrokerntests werden mutagene Ereignisse erfasst.
Eine CREST-Farbung soll Aufschluss dariiber geben, ob chromosomale Aberratio-
nen Uberwiegend klastogenen oder aneugenen Ursprungs sind. Das genotoxische
Potential, das sich an diesen verschiedenen biologischen Endpunkten zeigt, soll un-

tereinander und mit Daten zu Genmutationen verglichen werden.

Da es eine Hypothese gibt, nach der Erbgutschadigungen erst nach Uberlasteten
Abfangreaktionen mit unkritischen Proteinen wie Glutathion zum Tragen kommt, soll
das genotoxische Potential von AA und GA an unterschiedlich metabolisch kompe-
tenten Zellen untersucht werden. Die Fragestellung liegt auf dem Einfluss von Gif-
tungs- und Entgiftungsmdglichkeiten der Saugerzellen, dem Effekt von Glutathion
und CYP 2E1 auf die Genotoxizitat der Substanzen. Fir dieses Experiment werden
metabolisch aktive primare Leberzellen der Wistar-Ratte und eine Standardzelllinie
an Lungenhamsterfibroblasten mit fehlender CYP 2E1-Expression verwendet (s.
Abb. 37).
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Einfluss von Genotoxisches oo, Zytotoxisches
Glutathion und CYP  =—=> | potential von AMGA| "~ Potential von AA/GA

| |
[ONA-Adduite Il DNA-Strangbriiche Il Mikrokerne |

V79-Zellen Primare Glutathion-  Mitochondriale ~ Mikrosko- Caspase-3-
Hepatozyten  pgpjetion Aktivitat pisches Bild  Aktivitat
(Wistar-Ratte)

Abk.: CYP: Cytochrom P450, AA: Acrylamid, GA: Glycidamid

Abb. 37: Arbeitsschema/Problemstellung

Weitere Fragestellungen ergaben sich aus ersten Ergebnissen. AA fuhrte unter GSH-
Depletion zu einem drastischen Viabilitdtsverlust der Saugerzellen. Aus diesem
Grund wurde neben der Genotoxizitat auch die Zytotoxizitat von AA/GA in die Unter-
suchungen mit einbezogen. Dazu wurde der Dosis-Wirkungs-Effekt von AA unter
GSH-Reduktion auf die mitochondriale Aktivitat als MaB fur die Viabilitat getestet. Die
Frage nach Apoptoseinduktion durch AA/GA ergab sich durch die Uberlegung, dass
DNA-Schaden im Comet-Assay auch auf apoptotische Kérperchen zurtickzuflihren
sein kdnnen.
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4. Synthesen

4.1 Synthese von Glycidamid

Um Untersuchungen zur Genotoxizitéat des Metaboliten von AA zu erméglichen, wur-
de das Epoxid synthetisiert. Zur Synthese des GA wurde eine Synthesevorschrift von
Payne und Mitarbeitern (1961) verwendet. Die Synthese erfolgte ausgehend von Ac-
rylnitril und in Zusammenarbeit mit Mitarbeitern der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. G.
Eisenbrand (TU Kaiserslautern). Acrylnitril reagiert mit HoO, im Basischen zum Epo-
xid GA (s. Abb. 38).

NH,
Hzc:CI\—I HO—OH NaOH ’>_/
+ - >
CN 0 N\
Acrylnitril Wasserstoffperoxid Glycidamid O
M, 53.06 M, 34.01 M, 87.08

Abb. 38: Darstellung von Glycidamid; Reaktionsgleichung

Unter Argon-Schutzatmosphéare wurde das hygroskopische GA aus trockenem Ace-

ton bei -20°C langsam auskristallisiert.

Ausbeute Rohprodukt: 50-60%
Ausbeute nach der Kristallisation: ca. 17%

'H-NMR, D»0, Bruker AMX 400 (400 MHz)
5= 2.77 (dd, 'H, 5.6 Hz, 2.6 Hz)
2.93 (dd, 'H, 5.6 Hz, 4.7 Hz)
3.39 (dd, 'H, 4.6 Hz, 2.6 Hz)

3C{'H}-NMR: d= 474
49.0
174.4

Damit war das synthetisierte GA ausreichend charakterisiert und konnte in den wei-

terfGhrenden Versuchen eingesetzt werden.
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4.2 Synthese von N-7-(2-carbamoyl-2-hydroxyethyl)-guanin

Die folgende Synthese wurde notwendig, um einen Standard flr die Bestimmung von
N7-Gua-Addukten nach Inkubation mit AA/GA in Zellen zur Verfligung zu haben. Die
Darstellung erfolgte mit Hilfe von Herrn Dr. Karlheinz Merz der Arbeitsgruppe Prof.
Dr. G. Eisenbrand (TU Kaiserslautern).
Als externer Standard wurde das N7-Gua-Addukt hergestellt (s. Abb. 39). Als interner
Standard sollte durch Verwendung von Guanosin, dessen N-Atome aus '°N-Atomen
bestehen, markiertes N7-Gua-Addukt aus der Synthese hervorgehen.

1. N7-Gua-Addukt mit MG (238,21)

2. N7-Gua-Addukt mit MG (243,21) mit stabilem Isotop °N
Da fir eine Synthese des reinen Isotopen-markierten N7-Gua-Adduktes keine aus-
reichende Menge des Isotopen-markierten Guanosin erhéltlich war, wurde schweres
und leichtes Guanosin im Verhéltnis 1:3 verwendet — 1x MG 243,21 + 3x MG
238,21.

N-7-Gua-Addukt

Abb. 39: Strukturen Edukte/Produkt
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Zur Uberprifung der Reinheit des Produktes wurden 4,5 mg des Niederschlages in

deuteriertem DMSO aufgenommen und ein 'H-NMR Spektrum gemessen (s. Abb.

40).
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'H-NMR (DMSO-d6): d 10,805 (1H, s, N1H), 7,765 (1H, s, H8), 7,286 (1H, s,
COH2),6,093 (2H, s, N2H2),5,90165 (1H, d, J=6.0, OH),4,5398 (1H, dd, Jgem=13.2,

Jvic=
Jvic=

3,0, N7CHaHb), 4,198975 (1H, m, CHOH), 4,128275 (1H, dd, Jgem=13.2,
9.2, CHaHb)

Abb. 40: 'H-NMR-Spektrum von N-7-(2-Carbamoyl-2-Hydroxyethyl)guanin (in DMSO)

(1. und 2. identisch im 1H-NMF{)

499.7
nm

NPGUAA.SP - 26.09.2003 - N7-Gua-Add in DMSO 26.9.

Abb. 41: UV-Spektrum vom N7-Gua-Addukt in DMSO
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Das Absorptionsmaximum vom N7-Gua-Addukt (DMSO) betragt Amax 290,2nm (.
Abb. 41). Zur Analyse wurde das N7-Gua-Addukt mittels HPLC/UV-Detektor be-
stimmt. Die Retentionszeit betrug 5,2min (2,5% Acetonitril in 10mM Ammoniumformi-
at, wassrig, Flussrate 200ul/min). Die Methode zur Bestimmung der Addukte nach

Zellinkubation wurde modifiziert (vgl. Kapitel 8.9) und erfolgte mittels HPLC/MS/MS.

In der Massenspektroskopie des N7-Gua-Adduktes ergaben sich folgende Massen-
bruchsticke im Produktionenscan m/z 239 (s. Abb. 42):

MS (ES) m/z 239 [(M+H)*], MS/MS (m/z 239) 194 [(MH-HCONH2)*],152 [(Gua + H)]
Das Spektrum zeigt die Bruchstlicke 88, 135, 152 und 194 entsprechend den Litera-

turwerten von Segerback und Mitarbeitern (1995).

B Froduct (239.0) Experiment 2, 0.709 to 1.443 min from Sample 4 (N7 GuaAddO01) of DataMlicale. wiff Max. B.1ed cps
S i fom Sl 4 07 SuaAa0T o GRS

- duct 239.0) Exp:

o 2 Gesamtbild 239
NH, -

N OH

HNT ® 5| { 152 7l 88 135 152 194
wone )s\\s V4 -
& oo HNT N7 N -l JF .
. H* 239 T

- 88 135 152 194
o ho

mmmmmm

Abb. 42: Produktionenscan m/z 239 239: Elternion, das N7-Gua-Addukt
152: Verlust von Glycidamid
194: Verlust von HCONH,

Damit war das N7-Gua-Addukt ausreichend charakterisiert und konnte in den weiter-

fuhrenden Versuchen eingesetzt werden.
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5. Etablierung geeigneter Testsysteme

5.1 Nachweis der GSH-Depletion durch BSO an V79-Zellen
und priméren Rattenhepatozyten

Eine Fragestellung in dieser Arbeit war der Einfluss des intrazellularen Glutahion-
Spiegels auf das genotoxische Potential von AA. Der GSH-Spiegel kann mittels
L-Buthioninsulfoximin (BSO) in Zellen gesenkt werden (Chen et al., 2005). In einem
ersten Versuch wurde anhand der verwendeten Zelllinien die BSO-Konzentrations-
abhangigkeit Uberprift. Der GSH-Gehalt wurde dazu nach 24h BSO-Behandlung
gemessen. Abb. 43 zeigt die Ergebnisse an V79-Zellen® und Abb. 44 an primaren
Rattenhepatozyten. In weiterfilhrenden Untersuchungen wurden die Zellen fir 24h

mit BSO vorinkubiert und fiir die Dauer der Substanzinkubation mit BSO koinkubiert.

140 -
] | —=— Buthioninsulfoximin (BSO) ||

120

0
< 1004 I
o '{ H.C S COOH
o, | 3N TN
5 ] \ LY
= ] i NH,
5 60 \E
G ]
% 40
3 V79-Zellen
0] 20
o
0 g >.-.@
T MEELELELRLARL | LR | LA | LALLM | LR |
0,01 0,1 1 10 100 1000
g BSO-Konzentration [uM]

Abb. 43: GSH-Assay; V79-Zellen, 24h BSO-,,Vor“-Inkubation (10%FKS) n 2 3.

BSO fihrt konzentrationsabhangig zu einer GSH-Abnahme in V79-Zellen. 0,1uM
BSO reduziert den GSH-Gehalt nach 24h bereits auf 73 + 4%. Ab 1mM hemmt BSO
die y-Glutamylcystein-Synthetase in V79-Zellen vollstandig; es ist kein GSH mehr
detektierbar (0 + 0%). Der ECso-Wert®® (berechnet nach linearer Regressionsanalyse
Uber 0,1-10uM) betragt 3,5uM = 0,6uM.

29 y79-Zellen: Lungenfibroblasten eines chinesischen Hamsters
%0 ECso :effect concentration = Konzentration, bei der der GSH-Gehalt um 50% erniedrigt ist
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Abb. 44: GSH-Assay; Primare Rattenhepatozyten, 24h BSO-,,Vor“-Inkubation (1%ITS) n = 3.

Die primaren Hepatozyten verschiedener Rattenindividuen (Wistar-Ratte) reagieren
unterschiedlich sensibel auf BSO im Konzentrationsbereich von 0,1 bis 10 uM (Abb.
44). Bis zu einer BSO Konzentration von 10uM (24h) wurde der GSH-Gehalt inner-
halb sehr hoher Standardabweichungen, die bei V79-Zellen nicht auftraten, an den
primaren Hepatozyten einiger Individuen nicht beeinflusst und an denen anderer In-
dividuen bis mehr als 50% reduziert. 100uM BSO fir 24h flhrt jedoch zu einer deut-
lichen und einheitlichen Reduktion auf 14,5 + 2,5% des GSH-Gehaltes. 1mM BSO
senkt effektiv den GSH-Gehalt der primaren Rattenhepatozyten innerhalb von 24h
auf 3,5 £ 2,6% im Vergleich zum GSH-Level unbehandelter Zellen.

Die lineare Regressionsanalyse tber 0,1-100uM ergibt einen ECso-Wert von 35 +
18uM. Der ECsp-Wert von BSO ist mit 35uM 10x héher als der ECsp-Wert an V79-
Zellen (3,5uM). Ein Grund fUr die geringere Effektivitdt des BSO gegenlber den He-
patozyten kénnte darin liegen, dass diese Uber einen gréBeren GSH-Pool verfligen
als V79-Zellen. Die ECso-Werte liegen in dem Bereich von Stock (2005), der ECso-
Werte (15h) von unter 0,1uM bis 25uM fir die GSH-Depletion durch BSO an malig-
nen humanen Gliomzelllinien ermittelt hat.

Im Vergleich zu V79-Zellen ist noch ein minimaler GSH-Gehalt nach 24stindiger
Vorbehandlung mit 1mM BSO mittels GSH-Assay photometrisch zu detektieren (0
gegenuber 3,5%). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass BSO den GSH-Gehalt
konzentrationsabhangig reduziert und TmM BSO den GSH-Gehalt in V79-Zellen und
primaren Rattenhepatozyten nach 24h effektiv reduziert.
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5.1.1 Zytotoxischer Effekt von BSO

Neben der GSH-Depletion wurde auch die Auswirkung von BSO auf die Zellviabilitat
Uberprift. Die Inkubation mit BSO ist mit einem Rickgang der Zellproliferation ver-
bunden und der Glutathionlevel korreliert mit Aktivierung des Wachstumsfaktorre-
zeptors (Rigacci et al. 1997). Kang und Enger (1992) stellten einen zytostatischen
Effekt des BSO auf Rattennierenfibroblasten (NRK-49F-Zellen) fest, der unabhéangig
vom GSH-depletierenden Effekt ist. Im Folgenden wurde der Verlust mitochondrialer
Aktivitat als MaB fur Zytotoxizitat bestimmt. Es wurde der zytotoxische/zytostatische
Effekt von 1TmM BSO an V79-Zellen in Abhangigkeit der Inkubationsdauer unter-
sucht. In Abstédnden von 6h wurden mit 1TmM BSO behandelte und unbehandelte
Zellen mit WST-1-Reagenz versetzt und ihre mitochondriale Aktivitat verglichen.
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Abb. 45: WST-1-Assay; BSO an V79-Zellen, n = 3-6 (1n = Mittelwert aus 4-8x Bestimmung)
Die eingezeichneten Signifikanzen beziehen sich auf die fiir den Zeitpunkt jeweilige
Kontrolle (100 * SD[%]; nicht gezeigt) mit ***p<0,005 [t-Test, Origin 6.0]
Mediumwechsel nach 24h: 0-24h mit 10%FKS, 24-48h serumfrei; 1%PBS (Lésungsmit-
tel).

Wie in Abb. 45 dargestellt ist, beeinflusst BSO zeitabhangig die mitochondriale Akti-
vitat in V79-Zellen. Ab 24h kommt es zu einem hoch signifikanten Effekt durch BSO
im Vergleich zur Kontrolle (Oh). Der ECso-Wert liegt bei 42h + 6h. Dies ist konsistent
mit den Untersuchungen von Chi und Mitarbeitern (2007), nach denen GSH-
Depletion die mitochondriale Funktion herabsetzt. Der Unterschied in der mito-
chondrialen Aktivitdt kann entweder auf einem zytostatischen oder zytotoxischen

56



Etablierung geeigneter Testsysteme

Effekt von BSO beruhen. Da die mitochondriale Aktivitdt nach 24h in Anwesenheit
von 1TmM BSO und 10% FKS nur noch 68 + 8% betragt, kann der Effekt auf eine
geringere Proliferationsrate zurtckzuflhren sein. Ein zytotoxischer Effekt kann auf-
grund des geringen Unterschiedes zwischen der 24- und 48stindigen, serumfreien
Inkubation ausgeschlossen werden. Weiterhin bestéatigen Literaturdaten die vorlie-
genden Ergebnisse, nach denen 1TmM BSO zu einem Wachstums-Arrest in NRK-
49F-Zellen fuhrte (Kang und Enger, 1992).

5.1.2 Reduktion des Glutathions durch Acrylamid/Glycidamid
in V79-Zellen

Wenn der GSH-Spiegel einen Einfluss auf das genotoxische oder zytotoxische Po-
tential von AA oder GA hat (vgl. Kapitel 6), stellt sich die Frage, ob AA oder GA
selbst im vorliegenden System den GSH-Spiegel konzentrationsabhangig modulie-
ren. Die GSH-Reduktion durch AA und GA wurde in einem Konzentrationsbereich
bis 6mM (fir AA) und bis 900uM (fir GA) durchgeflnhrt.
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Abb. 46: GSH-Assay; V79-Zellen, 24h-Inkubation, 1%DMSO

GSH-Depletion (A) Acrylamid n=3-5 (B) Glycidamid n=4-5; ‘
Signifikanzen im Vgl. zur Kontrolle*p<0,05; ***p<0,005.

AA fahrt ab 3mM zu einem drastischen Rickgang auf 22% des GSH-Gehaltes in
V79-Zellen (s. Abb. 46 A). Bis TmM AA flir 24h wird der GSH-Spiegel kaum beein-
flusst. 6BmM AA senkt den GSH-Gehalt fast vollstandig. Klauning und Kamendulis
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(2005) stellten einen Zusammenhang zwischen AA bedingter Modulation des GSH-
Spiegels und einem Zelltransformationsprozess in SHE-Zellen®' fest.

GA (s. Abb. 46 B) wurde bis 900uM getestet und zeigt in diesem Konzentrationsbe-
reich (im Vergleich zu AA friiher) einen leichten GSH-reduzierenden Effekt auf V79-
Zellen, der bis 600uM jedoch nicht signifikant ist. Es ist eine Verringerung des GSH-
Gehaltes durch GA auf etwa 60% zu verzeichnen, der ab 900uM signifikant ist (64
16%, p < 0,05).

5.2 Nachweis von CYP 2E1 an verschiedenen Zellsystemen

Nachweis auf Proteinebene

Die Kenntnis Uber die Enzym-Ausstattung der Zellen ist fir die Versuche in vitro zur
Toxizitat von AA bedeutend. Es ist bekannt, dass CYP 2E1 AA giften kann. Daher
wurden zunachst die verwendeten Zellen (V79-Hamsterlungen-fibroblasten, humane
Coloncarzinomzellen CaCo-2 und primare Wistar-Rattenhepatozyten) mittels Wes-

ternBlot auf ihnre CYP 2E1-Expression analysiert.

Abb. 47: WesternBlot; von links nach rechts: 1x Marker,
2x V79, 2x Caco-2, 2x Hep Oh, 1x Hep 2h, 1x Hep
24h, 1x Marker) Hep: Primére Rattenhepatozyten.

Auf Proteinebene wurde die Expression von CYP 2E1 an den primaren Hepatozyten
der Wistar-Ratte nachgewiesen (s. Abb. 47). Diese Zellen gelten auch in der Litera-
tur als metabolisch kompetent und aktiv: Woodcroft und Novak (1998) untersuchten

die Cytochrom P450 2E1 Expression in primaren kultivierten Rattenhepatozyten und

%" SHE-Zellen: Syrische Hamster Embryonalzellen
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ihre Induktion durch Xenobiotika. Sie stellten fest, dass sich das Kultursystem prima-
rer Rattenhepatozyten aufgrund der CYP 2E1-Expression und Induktion durch Xe-
nobitoka fur Studien zur Rolle von CYP 2E1 bei der Bioaktivierung von z.B. mutmaB-
lichen Kanzerogenen eignet (Woodcroft und Novak, 1998). Frisch isolierte Hepatozy-
ten der Ratte gelten auch aufgrund der Ahnlichkeit in Aktivitat, Kinetik und Sub-
strat/Inhibitor-Spezifitat ihrer fremdstoffmetabolisierenden Enzyme als ein gutes Mo-
dell, um die Verhélinisse und Empfindlichkeit im Menschen wiederzuspiegeln
(O’Brien et al., 2004).

V79-Zellen und CaCo-2-Zellen zeigen keine detektierbaren Banden (s. Abb. 47).
Auch nach Literaturangaben exprimieren V79-Zellen endogen keine messbaren Ge-
halte von Cytochrom P450-Proteinen (Krebsfanger et al., 2003). CaCo-2-Zellen hin-
gegen scheinen tber marginale Mengen an CYP 2E1 zu verfligen, die Strupp (2003)
mittels WesternBlot aus mikrosomalen CaCo-2-Proteinen nachweisen konnte. Im
Verhéltnis zu den CYP 2E1-Gehalten der Rattenhepatozyten ist der CYP 2E1-Gehalt
der CaCo-2-Zellen aber sehr gering und daher vermutlich ohne Mikrosomenaufarbei-
tung nicht detektierbar.

Im Rahmen dieser Arbeit stellen damit V79-Zellen und primare Rattenhepatozyten
die geeigneten Zellsysteme fur den Vergleich der Wirkung von AA auf Zellen mit und
ohne CYP 2E1 dar. Primére Rattenhepatozyten sollten AA giften kdnnen, V79-Zellen
nicht.

Allerdings wird auch von einem zeitabhangigen Verlust des CYP 450 vermittelten
Metabolismus an frisch isolierten Hepatozyten berichtet, wobei verschiedene Kulti-
vierungssysteme zu einer unterschiedlichen Verlangerung der Lebensdauer fihren
(Griffin und Houston, 2004). Daher wurde an den primaren Rattenhepatozyten die
Abhéngigkeit der CYP 2E1-Expression von der Kultivierungsdauer untersucht.
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5.2.1 Nachweis der CYP 2E1-Expression in Abhangigkeit der
Kultivierungsdauer an primaren Rattenhepatozyten

Die Kultivierungsbedingungen, wie die Nahrungszusammensetzung des Mediums
oder die Matrix, auf der die Zellen anheften, nehmen Einfluss auf die spezifischen
Funktionen der Zellen (Guguen-Guillouzo und Guillouzo, 1983). Unter konventionel-
len Kultivierungsbedingungen nimmt auch die Aktivitdt der CYP 450 abhangigen
Monooxigenase stindlich ab (Guguen-Guillouzo und Guillouzo, 1983). Studien, die
eine 24stindige Vorbehandlung der Zellen bedingen, machen eine zeitabhangige
Kontrolle des CYP 2E1-Gehaltes der Primarzellen notwendig. Daher soll der Einfluss
der Versuchsbedingungen, die zu den Ergebnissen des Comet-Assay vorliegender

Arbeit gefihrt haben, betrachtet werden.

V79|CaCo-2 Primare Rattenhepatozyten Zellen
"-H--i—- ~ | 57kDa
0| 0 | 0 2 26 26 2929 50 50 [h]
- - - - -+ -+ -4+ BSO

Nach Medium- Zugabe Ende Ende
Leber- wechsel von AA  3h- 24h-
Perfusion +/- BSO von GA Inkubation Inkubation
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@ @ |[(O™—(@ 26h @
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1 CYP450 2E1 in Hep
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Abk.: FKS: fotales Kélberserum, ITS: Insulin Transferrin Selenium, BSO: Buthioninsulfoximin,
AA: Acrylamid, GA: Glycidamid, Inkub.: Inkubation, Hep: Priméare Rattenhepatozyten

Abb. 48: WesternBlot: Expression des CYP 2E1-Proteins in primaren Rattenhepatozyten in
Abhéngigkeit der Zellkultivierung (Zeit) und GSH-Depletion durch BSO. Zeitpunkt Null
wurde dem Vorliegen der frisch préaparierten Rattenhepatozyten gleichgesetzt. Bei
primédren Rattenhepatozyten erfolgt nach 2h ein Mediumwechsel von FKS-haltigem zu
ITS-haltigem Medium. AnschlieBend wird ein Teil der Zellen fiir 24h mit BSO vorbe-
handelt. Fiir die CYP 2E1-Versuchsreihe wurde ohne Testsubstanz, aber +/- BSO in-
Kubiert.

A) Reprasentativer WesternBlot fiir drei voneinander unabhangige Versuche.

B) Zusammenfassung der Ergebnisse aus drei unabhangigen Experimenten mit
Standardabweichung: CYP 2E1 in [%] im Vergleich zur Kontrolle (Oh) (Test over
Control T/C).

Die WesternBlot-Untersuchungen sollen nachweisen, ob ausreichend CYP 2E1 zur
Aktivierung von AA im Inkubationszeitraum vorhanden ist. Die Zellen wurden zu ver-
schiedenen Zeitpunkten geerntet, lysiert, in der SDS-PAGE aufgetrennt und der CYP
2E1-Gehalt mittels WesternBlot bestimmt. Der Cytochrom P450 2E1-Gehalt nahm in
Abhéngigkeit der Kultivierungsdauer ab (s. Abb. 48). Nach dem ersten Medium-
wechsel nach 2h waren noch etwa 90% des CYP 2E1-Proteins detektierbar. Zu die-
sem Zeitpunkt wurde die Vorinkubation begonnen. Alternativ dazu wurde aufgrund
des hier nachgewiesenen CYP 2E1-Verlustes in Kapitel 6.1.2 ebenfalls eine direkte
Inkubation mit AA ohne BSO-Behandlung nach 2h durchgefiihrt. 26h nach Entnah-
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me und Ausstreuen der primaren Rattenhepatozyten sind in Abwesenheit von BSO
noch 67 *19% der CYP 2E1-Proteine in den Zellen vorhanden. Die BSO-
Behandlung bzw. GSH-Depletion fUhrt zu einer marginalen nicht signifikanten Er-
niedrigung des CYP 2E1-Gehaltes im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Dieser
CYP 2E1-Gehalt sollte ausreichend sein, um das AA zu GA zu aktivieren. In dem
folgenden 3h-Inkubationszeitraum kommt es zu einem weiteren 20-30%igen Verlust
des CYP 2E1-Protein-Anfangsgehaltes. Am Ende des Experimentes, 50h nach der
Leberperfusion, ist mit und ohne 48 stiindiger BSO-Behandlung der CYP 2E1-
Protein Level auf etwa 10% gesunken. Daraus ergibt sich, dass BSO keinen signifi-
kanten Einfluss auf die CYP 2E1-Expression an primaren Rattenhepatozyten besitzt.
Entscheidend fiir die Untersuchungen auf Genotoxizitdt war die nachgewiesene
Méglichkeit, dass primare Rattenhepatozyten im Vergleich zu V79-Zellen in der Lage
sind, AA mittels CYP 2E1 zu aktivieren. Der durchgeflihrte WesternBlot bestéatigt
zundchst die Expression. Die Aktivitat 1asst sich mittels Aktivitats-Assay nachweisen

und wurde im Anschluss an diese Untersuchungen ermittelt.

5.2.2 Nachweis der CYP 2E1-Aktivitat

Nachweis der Funktion

Im Folgenden wird ein funktioneller Assay durchgefihrt um zu untersuchen, ob das
in primaren Rattenhepatozyten exprimierte CYP 2E1, welches mittels WesternBlot
nachgewiesen wurde (vgl. Kapitel 5.2.1), durch die Kulturbedingungen in seiner Akti-
vitat beeinflusst wird. CYP 2E1 kann durch Oxidation von Chlorzoxazon nachgewie-
sen und mittels HPLC detektiert werden (s. Abb. 49).

S = -

6-Hydroxy-

Chlorzoxazon
Chlorzoxazon

Abb. 49: CYP 2E1-vermittelte Oxidation von Chlorzoxazon

Die Zellen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten der Kultivierung nach Leberzell-
entnahme jeweils fur 24h mit Chlorzoxazon als spezifisches Substrat fir CYP 2E1
inkubiert. Das Produkt wird aus dem MediumUberstand mittels HPLC analysiert. Als
MaB fir die CYP 2E1-Aktivitat ist in Abhangigkeit der angebotenen Substratmenge
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die Menge des gebildeten Produktes 6-Hydroxy-Chlorzoxazon (6-OH-CLZ) aufgetra-
gen (s. Abb. 51) sowie der Umsatz von CLZ zu 6-OH-CLZ dargestellt (s. Abb. 52).
Als interner Standard diente Phenacetin (Antipyretikum und Analgetikum).

Es wurde eine deutliche Auftrennung der Substanzen erreicht (s. Abb. 50). Die
Nachweisgrenze fir 6-OH-CLZ betrug 0,01ng/ul (3:1=Signal:Rauschen).
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Abb. 50: Repréasentatives Chromatogramm, welches die Auftrennung der drei Substanzen
zeigt.

Quantitativ wurde festgestellt, dass innerhalb der ersten 24h nach dem Ausstreuen
bzw. erstem Mediumwechsel bis zu etwa 925ng CLZ von 6Mio primaren Rattenhe-
patozyten oxidiert wird. Wie in Abb. 51 dargestellt ist, steigt mit einem gréBeren Sub-
stratangebot erwartungsgeman auch die Menge des entstandenen Produktes im
Uberstand (6-OH-CLZ) und ist damit weiteres Indiz fiir die Funktionalitat und Qualitét
des Assays.
Bei identischer CLZ-Konzentration entsteht, je langer die Zellen sich in Kultur befin-
den bevor sie inkubiert werden, weniger 6-OH-CLZ. Bei der niedrigsten eingesetzten
CLZ-Konzentration von 50puM ist im Uberstand der vom 2. auf den 3. Tag inkubierten
Zellen kein 6-OH-CLZ mehr detektierbar. Unter Ublichen Versuchsbedingungen ist
die Substanzinkubation jedoch spatestens am 2. Tag (50h nach Leberperfusion) ab-
geschlossen und die Zellen werden verworfen. Die Ergebnisse implizieren, dass die
primaren Rattenhepatozyten unter gewdahlten Kulturbedingungen bis zu etwa 50h
nach Praparation eine hohe CYP 2E1-Aktivitat besitzen.
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Abb. 51: Menge des in primaren Rattenhepatozyten CYP 2E1-vermittelt gebildeten 6-OH-
Chlorzoxazon, bestimmt im Uberstand in Abhéngigkeit von Substratmenge und Kul-
turdauer (angegeben: Zeitfenster der 24h-Inkubation beziiglich der Kulturdauer) An-
zahl der Bestimmungen n=8 fiir 2-26h; n= 6 flir 26-50h und n=3 fiir 50-74h.

Bei der Berechnung des Umsatzes von CLZ zu 6-OH-CLZ stellt sich heraus, dass

am ersten Tag 18,4 + 3,6% der angebotenen Substratmenge umgesetzt werden. Die

Umsatzrate scheint unabhangig von der Substratkonzentration zu sein: es werden
20% von 50uM ebenso wie von 100uM oder 200uM CLZ umgesetzt. Das deutet
darauf hin, dass Diffusionsprozesse beteiligt sind bzw. die Aufnahme von CLZ in die

Zelle konzentrationsabhangig ist (z.B. nur 20% in die Zelle gelangt oder sie wieder

verlassen). Vermutlich fihren Induktionsprozesse dazu, dass bei hdherem Substrat-

angebot absolut gesehen mehr umgesetzt werden kann.

Der Umsatz betragt am 2. Tag noch um 5% (4,1 £ 2,7%), wahrend am 3. Tag nahe-

zu kein Umsatz (0,1 £ 0,1%) mehr detektierbar ist.
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Abb. 52: Umsatz von CLZ zu 6-OH-CLZ durch CYP 2E1 in priméren Rattenhepatozyten, be-
stimmt im Uberstand (24h-Inkubation) in Abhangigkeit der Kulturdauer; Anzahl der
Bestimmungen n=7 fiir 2-26h; n= 5 fiir 26-50h und n=3 fiir 50-74h; (A) Umsatz gegen
Substratkonzentration; (B) Umsatz gegen Zeit nach Leberzellentnahme.

Das Ergebnis bestétigt, dass eine hohe CYP 2E1-Aktivitat unter den Kulturbedingun-
gen in den Hepatozyten vorliegt, die aber mit der Zeit nachlasst. Daher wurden die
Zellen in den vorliegenden Studien unter kontrollierten Bedingungen bis maximal

50h nach der Entnahme aus dem Organismus verwendet.
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6. Ergebnisse und Diskussion

6.1 Untersuchungen zur Genotoxizitat

6.1.1 Induktion von Mikrokernen an V79-Zellen

Anhand der Induktion von Mikrokernen wurde das mutagene Potential von AA und
GA an V79-Zellen miteinander verglichen. Der Mikrokerntest ist ein einfach durch-
fihrbarer Genotoxizitatstest, bei dem die Anzahl der Mikrokerne/1000 Zellkerne [%o]

nach Substanzinkubation und einer Zellteilung bestimmt wird. Das bedeutet, dass es
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Abb. 53: Mikrokerntest mit 24h A) Acrylamid B) Glycidamid; V79-Zellen; Einzelkernmethode
n=3 (fur die Kontrolle 1% DMSO n=6, ausreiBerbereinigt nach Nalimov); Positi-
vkontrolle Berenil 300pg/ml; Signifikanzebenen * p<0,05 **p<0,01 ***p<0,005; Si-
gnifikanzen sind zur Kontrolle berechnet; Versuchsbedingungen: 24h Anwachsen,
24h serumfreie Inkubation, 24h Nachkultivierung.
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sich bei dem gewahlten Endpunkt um eine bereits in den Tochterzellen manifestierte
genetische Veranderung handelt. Als Positivkontrolle wird Berenil verwendet, ein
Diminazen Azeturat und Medikament, welches in der Parasitologie der Veterindrme-
dizin gegen Protozoen eingesetzt wird. Berenil kann in die DNA interkalieren sowie
an die kleine Furche AT-reicher Domanen® von DNA-Doppelhelices binden. Berenil
bindet beim Parasiten an die AT-reichen Doménen der zyklischen DNA des Kine-
toplasten im Mitochondrium (Sands et al., 1985; Wilson et al., 2005). 300ug Berenil
pro ml induzierte nach 24h im Durchschnitt etwa 110 Mikrokerne/1000 Zellkerne in
V79-Zellen. Die Inkubation erfolgte serumfrei, um mdglichst wenig AA mit Serumpro-
teinen abreagieren zu lassen, auch wenn man sich dadurch vom physiologischen
Zustand in vivo entfernt. AnschlieBend erfolgte eine Nachkultivierung mit FKS, um
die Zellen zur Zellteilung anzuregen und die Entstehung von Mikrokernen zu ermég-
lichen. Als Wachstumskontrolle wurde ein MTT-Test ,Water soluable Tetrazolium
salt” (WST-1-Assay) analog mit AA an V79-Zellen durchgefiihrt (s. Kapitel 6.2).

Wie in Abb. 53 zu sehen, hat AA bis 3mM und 24h keinen Effekt auf die Mikrokernra-
te in V79-Zellen im Vergleich zur Kontrolle. Obwohl AA mutagene Eigenschaften in
vivo besitzt (Dearfield et al., 1995), ist auch bekannt, dass AA selbst sehr langsam
mit der DNA reagiert (Solomon et al., 1985). Die direkte Inkubation mit dem Metabo-
liten GA fur 24h erhéht signifikant ab 600uM die Mikrokernrate in V79-Zellen (s. Abb.
53 B). GA wird in vivo durch CYP 2E1 gebildet und gilt als das ultimale Kanzerogen
(Calleman et al., 1990; Sumner et al., 1999). V79-Zellen sind nicht in der Lage AA
mittels CYP 2E1 zu GA zu giften (vgl. Kapitel 5.2). Ohne Toxifizierung induziert AA in
diesem Testsystem keine Mikrokerne. Baum und Mitarbeiter (2005) fanden in einer
Studie mit 15 Spendern durch Inkubation mit 5mM AA an humanen Lymphozyten (ex
vivo) eine leichte Erhdéhung der Mikrokernfrequenz, welche nicht signifikant war.
Durch 1mM GA erhoéhte sich die durchschnittliche Mikrokernfrequenz ebenfalls nicht
signifikant um das 2,4fache von 2,5%. auf 6,1 * 4,2%. binuklearer®® Zellen (Baum et
al., 2005).

% AT-reiche Domanen enthalten viel Adenosin und Thymidin
% binukleare Zellen enthalten 2 Zellkerne, hervorgerufen durch Cytochalasin B in der Doppelkernme-
thode (vgl. Kapitel 2.4.2.1.2)
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Abb. 54: Mikrokerninduktion durch GA in V79-Zellen, verschiedene Darstellungen A-C Doppel-
kerne (A) Pseudofarben; Meta View Imaging System (B+C) VergréBerung 1:160 — das
Lineal entspricht 5mm auf dem Film (D) mit 10puM-Massstab; Propidiumjodid und DA-
Pl-Farbung (E+F) Mitose; schwarz-weiB (F) Entstehung eines Mikrokerns, das Chro-
matin ist stark aufkondensiert (G) nach Pfeilfarbe: violett: apoptotische Kérperchen;
weiB: Mitose; orange: Mikrokern.

Ein Vorteil des Mikrokerntests ist, dass man statistisch relevante Mengen einzelner
Zellen unter dem Mikroskop betrachtet und weit mehr Informationen als die Mikro-
kernrate erhalt. Es kdnnen Veranderungen in Morphologie, Zellzahl und Anzahl an
Zellen, die sich in Mitose befinden, beobachtet werden (s. Abb. 54 G). In Kapitel 6.2
sind mikroskopische Aufnahmen zur Apoptoseinduktion von AA zu finden. Wie aus
der Wachstumskontrolle und der Morphologie hervorgeht, kommt es 24h nach
24stindiger AA-Inkubation mit 6mM zu einem massiven Viabilitatsverlust und Auftre-
ten apoptotischer Kérperchen. Von genotoxischen Substanzen hoher Zytotoxizitat,
die ,nur“ Hochdosiseffekte zeigen, geht im Allgemeinen ein geringeres krebsauslé-
sendes Risiko aus: V79-Zellen scheinen abzusterben, bevor ein genotoxischer
Schaden durch AA sich in Form einer erhéhten Mikrokernfrequenz manifestieren

kann.

68



Ergebnisse und Diskussion

6.1.1.1 Indirekte Immunofluoreszenzfarbung

Genotoxische Substanzen, welche Mikrokerne induzieren, kénnen weiter unterteilt
werden in Aneugene und Klastogene. Aneugene schadigen Spindel und/oder Kine-
tochor. Spindelgifte wie Colchicin fihren zu Chromosomenfehlverteilungen und da-
mit Verlust oder Gewinn ganzer Chromosomen sowie Chromosomenséatze (Aneu-
ploidie und Polyploidie). Klastogene (wie z.B. das Mitomycin) sind chromosomen-
brechende Agenzien und fihren meist zu azentrischen Fragmenten. Eine Mdglich-
keit zu ihrer Unterscheidung ist das Anfarben der Kinetochore (Zentromere). Dazu
wird im Anschluf3 an einen Mikrokerntest (nach Mikrokerninduktion) die Zellmembran
permeabilisiert, mit Anti-Zentromer-Antikérpern (CREST-Antikdérper) inkubiert und
mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-gekoppelten Zweitantikérpern sichtbar gemacht.

Abb. 55: Immunofluoreszenzfarbung;
(A+B) Propidiumjodid- und CREST-Farbung, Blauanregung
(B) CREST-positiver Mikrokern mit CREST-Signal
(C) CREST-negativer Mikrokern ohne CREST-Signal;
Propidiumjodid- und CREST-Farbung im Vergleich zur DAPI-Gegenfarbung;
1:160 GroBenvergleich Lineal 2 5mm auf dem Film

CREST-positive Mikrokerne enthalten Chromosomen oder -bruchstiicke mit ange-
farbtem Kinetochor (s. Abb. 55 B). CREST-negative Mikrokerne erscheinen vollstan-
dig rot und enthalten nur azentrische Fragmente ohne Kinetochor (s. Abb. 55 C).
Daher sind CREST-negative Mikrokerne das Resultat klastogener Substanzen und
die Induktion Gberwiegend CREST-positiver Mikrokerne wird auf Aneugene zurick-
gefuhrt. Wie man ebenfalls an Abb. 55 erkennen kann, handelt es sich bei Mikroker-
nen klastogener Natur meistens um kleinere und bei CREST-positiven um gréBere.
Aneugene sind flr Organismen in den meisten Fallen extrem toxisch, kénnen aber

Schwellenwerte aufweisen, was flr genotoxische Substanzen allgemein nicht gilt.
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Abb. 56: Ergebnis der CREST-Farbung: Anteil CREST-negativer zu CREST-positiven Mikroker-
nen in V79-Zellen nach Inkubation mit 600puM Glycidamid fiir 24h im Vergleich zu un-
behandelten Zellen (L6sungsmittelkontrolle).

Von den mikroskopisch untersuchten, spontan entstandenen Mikrokernen sind in der
Kontrolle 81,8% CREST-negativ und 18,2% CREST-positiv. Nur die Anzahl, nicht
aber das Verhéltnis andert sich nach 24-stindiger Inkubation mit 600uM GA: 80,4%
CREST-negative zu 19,6% CREST-positiven (s. Abb. 56). Man kann davon ausge-
hen, dass von den zusétzlich durch GA induzierten Mikrokernen 4x mehr CREST-
negative als CREST-positive sind. GA (600uM, 24h) hat damit zu 4/5 klastogenen
Effekt auf V79-Zellen, was fir einen klastogenen Mechanismus spricht. In der Kon-
trolle waren nur wenige Mikrokerne zu finden und daher ist die statistische Absiche-
rung far die Kontrolle gering. Da AA selbst in V79-Zellen zu keiner erhéhten Mikro-
kernrate flhrt, kann nur von der Wirkung des GA auf die Wirkung der Mutterkompo-
nente AA geschlossen werden: Der Hinweis auf den Gberwiegend klastogenen Effekt
des GA ist konsistent mit der klastogen beschriebenen Wirkung von AA (Dearfiel et
al., 1995), welches zu GA in vivo aktiviert wird. In der Literatur wird AA Uberwiegend
als klastogen beschrieben. Nach Shiver und Mitarbeitern (1992) beeinflusst AA in
vitro weder Polymerisation noch Depolymerisation von Mikrotubuli, welche am Auf-
bau des Spindelapparates beteiligt sind und fiir einen aneugen Mechanismus spre-
chen wirden. Unterstiitzt wird das Resultat der sehr spezifischen Immunoféarbung
mittels humaner Antikérper aus CREST-Patienten gegen Zentromere durch Hinwei-
se aus dem Mikrokerntest. Es ist bekannt, dass Aneugene, welche zu Chromoso-
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menfehlverteilungen fihren kénnen, gréBere Mikrokerne verursachen als Klastoge-
ne, deren Mikrokerne nur aus Chromosomenbruchstiicken hervorgehen. Im Mikro-
kerntest waren mikroskopisch Uberwiegend sehr kleine Mikrokerne nach 24stindiger
Inkubation mit bis zu 900uM GA festzustellen, welche sehr selten an 1/3 des DNA-
Kerndurchmessers heranragten.

6.1.1.2 Doppelkernmethode

Der Mikrokerntest wurde anfanglich nach der Doppelkernmethode durchgefiihrt. Cy-

tochalasin B verhindert die Trennung des Zytoplasmas nach Zellkernteilung.
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Abb. 57: Mikrokerntest (Doppelkernmethode) n=3 Mikrokernfrequenz/%. binuklearer Zellen
durch (A) AA und (B) GA an V79-Zellen, 24h Inkubation.

Die Doppelkernmethode mit Cytochalasin B als Zytokineseinhibitor wird gewdhnlich

an humanen Lymphozytenkulturen verwendet und flir diese empfohlen (Kirsch-
Volders et al., 2000).
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Als Wachstumskontrolle wird der NDI** berechnet (s. Abb. 58).
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Abb. 58: Nuclear division index (NDI) — Wachstumskontrolle an V79-Zellen im Mikrokerntest
nach Doppelkernmethode (vgl. Abb. 53), Positivkontrolle Berenil 300pug/ml, n=3,
N; mit i={1,2,3,4}, N;i=Anzahl der Zellen mit i Kernen (A) Acrylamid und (B) Glycidamid.

Die Resultate zur Mikrokerninduktion durch AA und GA sind mit und ohne Ctyocha-
lasin B-Behandlung Ubereinstimmend (vgl. Abb. 53 und 57). V79-Zellen sind im
Wachstum schnell und unempfindlich. Eine zusatzliche Behandlung mit Cytochalasin
B scheint an V79-Zellen keinen gréBeren Vorteil zu bringen. Die Methode verbessert
nicht die Detektion Chemikalien-induzierter Mikrokerne an kontinuierlich wachsen-
den Zellen (Matsushima et al., 1999). Die Doppelkernmethode erméglicht allerdings
die Zuordnung eines oder mehrerer Mikrokerne zu einer Zellteilung. Dadurch, dass
keine Mikrokerne von Einzelkernen gezéhlt werden, entfallt der Hintergrund, der
nicht auf die Substanz zurtickzufiihren ist — nur Mikrokerne, die nach Substanzinku-
bation entstanden sind, werden gez&hlt. Bei der Doppelkernmethode ist die Wachs-
tumskontrolle inbegriffen, der Arbeitsaufwand durch die Zahl der zu zahlenden Kerne

34 NDI: Nuclear division index
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und Inkubation mit Cytochalasin B wird jedoch erhdht. In der Einzelkernmethode
wird der Einfluss durch Cytochalasin B vermieden. Der Verzicht auf eine 24stiindige
Nachkultivierung war mdglich und hat zu vorliegenden Ergebnissen gefluhrt, die mit
den erhaltenen Resultaten nach Doppelkernmethode vergleichbar sind. Hierbei ist
von Vorteil, dass AA und GA auf V79-Zellen einen wachstumsstimulierenden Effekt
haben. AA setzt einen Proliferations-Stimulus im WST-1-Assay und Sulforhodamin B
(SRB)-Test an V79-Zellen (Elschenbroich, 2006). Auch GA verstarkt an mensch-
lichen Brustzellen im Microarray die Wachstumssignale (Clement, HEATOX, 2006).
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6.1.2 Induktion von DNA-Strangbriichen an Saugerzellen

Der Genotoxizitat, die die Substanzen in Mutagenitatstests wie im Mikrokerntest die-
ser Arbeit oder Amestest in der Literatur zeigen, sollten messbare DNA-Schaden
vorangegangen sein. Zur Bestatigung und zum Vergleich des festgestellten genoto-
xischen Potentials wird im Folgenden ein Indikatortest fir Genotoxizitat, der Comet-
Assay, durchgefihrt. Als mutagene Referenzsubstanz wird N-Methyl-N*-nitro-N-
nitroso-guanidin (MNNG) verwendet. Ein Vorteil beim Comet-Assay ist u.a. die
Durchfihrung am Zellsystem und die damit verbundenen Optionen, wie den Einfluss
zellspezifischer Unterschiede zu erfassen.

In Vorarbeiten (s. Abb. 59) wurde gezeigt, dass von drei getesteten Zelllinien (CaCo-
2-Zellen, V79-Zellen und primare Rattenhepatozyten) V79-Zellen am sensitivsten auf
AA nach 24h im Comet-Assay reagieren (Fuller, 2003; Puppel et al., 2005).

35

I CaCo-2-Zellen x
[ 1V79-Zellen X
[ 1Primé&re Rattenhepatozyten

: ()

L

H2 * %
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Abb. 59: Induktion von DNA-Strangbriichen durch 24h Acrylamid an CaCo-2-Zellen und V79-
Zellen (Fiiller, 2003) im Vergleich zu priméaren Rattenhepatozyten. MNNG: N-Methyl-N'-
nitro-N-nitrosogquanidin (10 pM) wurde als Positivkontrolle verwendet; n23.

Die Signifikanzen beziehen sich auf die entsprechende Lésungsmittelkontrolle C mit
* p < 0.05; ** p < 0.01 (nach Daten von Puppel et al., 2005 und x: Fiiller, 2003).
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Die 24h-Inkubation mit AA wird bis 6mM von primaren Rattenhepatozyten toleriert.
Marginale Effekte hat AA auf die DNA-Strangbruchrate in CaCo-2- und V79-Zellen.
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Im Vergleich zu AA induziert GA nach 24h ab 100uM DNA-Strangbriiche und diese
sowohl in V79-Zellen als auch in primaren Rattenhepatozyten (s. Abb. 60). Vergli-
chen mit dem Mikrokerntest zeigt der Comet-Assay eine dhnliche Sensitivitat gegen-
dber AA und GA.
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Abb. 60: Zeit- und konzentrationsabhédngige Induktion von DNA-Strangbriichen durch Glyci-
damid. A: V79-Zellen (Flller, 2003) B: Primére Rattenhepatozyten; MNNG: N-Methyl-
N-nitro-N-nitrosoguanidin (10 pM) wurde als Positivkontrolle verwendet; n23.

Die Signifikanzen beziehen sich auf die entsprechende Lésungsmittelkontrolle K mit
* p < 0.05; ** p < 0.01 und *** = p < 0.005 . (Graphik in Puppel et al., 2005 mit
x: Daten von Fiiller, 2003).
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Die Inkubation fir 3h mit GA beeinflusst kaum die DNA-Integritat; erst ab 600uM ist
die DNA-Schweifintensitét in beiden Zelllinien signifikant erhéht. Nach 6h Inkubation
wurden signifikant erhéhte Schweifintensitaten ab 30uM an V79-Zellen detektiert.
MNNG flhrte nach Inkubationen von 3-24h zu signifikanten DNA-Schaden. Die
24stlindige Inkubation mit GA induzierte konzentrationsabhangig ab 100uM an V79-
Zellen und primaren Rattenhepatozyten DNA-Strangbrtiche.

Nun sollte der DNA-strangbrechende Effekt von AA und GA an Saugerzellen unter-
schiedlicher CYP 2E1-Expression untersucht werden. Nach CYP 2E1-Nachweis (vgl.
Kapitel 5.2) kbnnen primare Rattenhepatozyten als CYP 2E1-kompetente Zellen ge-
gendber CYP 2E1-armen V79-Zellen und CaCo-2-Zellen betrachtet werden. Daher
wurden im Folgenden primare Rattenhepatozyten und V79-Zellen als Testsysteme
gewahlt. Es zeigte sich, dass AA zu einem DNA-strangbrechenden Effekt ab 6mM
und 24h an V79-Zellen fihrt. Im Gegensatz dazu blieb die DNA-Integritat der prima-
ren Rattenhepatozyten bis 6mM unbeeinflusst (s. Abb. 59). Eine hohe CYP 2E1-
Expression und -Aktivitat ist demnach unter den gewéahlten Bedingungen nicht der
einzig relevante Faktor fir die genotoxische Wirkung von AA an Saugerzellen. Nun
unterscheiden sich die Zelllinien nicht nur durch unterschiedliche CYP 2E1-
Expression.

Daher wurden weitere zellulare Faktoren untersucht, die einen Einfluss auf das
DNA-schadigende Potential von AA haben kdénnten. Es ware denkbar, dass Ratten-
hepatozyten aufgrund hoher GSH-Spiegel mehr AA entgiften®® kdnnen als V79-
Zellen. Wie bereits bekannt ist, spielt GSH neben der Detoxifizierung vor allem elek-
trophiler Xenobiotika in der Phase II des Fremdstoffmetabolismus auch eine bedeu-
tende Rolle fir das Abfangen reaktiver Sauerstoffspezies bzw. freier Radikale. Im
Folgenden wurde der Einfluss des GSH-Spiegels auf das DNA-schadigende Poten-
tial von AA untersucht.

V79-Zellen stellen dabei ein gutes System zur Untersuchung der Muttersubstanz
dar, da sie den Metaboliten GA wegen des CYP 2E1-Mangels nicht bilden kénnen.
Durch GSH-Depletion kénnten V79-Zellen fir die genotoxische Wirkung sensitiviert
werden und der gemessene Effekt aufgrund des CYP 2E1-Mangels, der Unfahigkeit

AA zu GA zu wandeln, eindeutig auf AA zurlickgefihrt werden.

% Entgiften durch GST-vermittelte Konjugation oder Inaktivieren durch Michael-Addukt-Bildung
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Abb. 61: Effekt der GSH-Depletion durch BSO-Behandlung auf das DNA-strangbrechende Po-
tential von Acrylamid an priméaren Rattenhepatozyten und vergleichend an V79-
Zellen. Die Zellen werden fiir 24h mit 1mM BSO vorbehandelt und dann in Anwesen-
heit von BSO mit AA inkubiert. (A) 3h. (B)24h. Als Positivkontrolle wurde MNNG: N-
Methyl-N -nitro-N-nitrosoquanidin (10pM) eingesetzt. Die Daten prasentieren die Mit-
telwerte dreier unabhéngiger Versuche. Jeder Versuch wurde als Duplikat durchge-
fahrt (*p<0,05).
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Abb. 62: Effekt der GSH-Depletion durch BSO-Behandlung auf das DNA-strangbrechende Po-
tential von AA an V79-Zellen. Die Zellen werden fiir 24h mit 1imM BSO vorbehandelt
und dann in Anwesenheit von BSO mit AA fiir 6h inkubiert. Als Positivkontrolle wurde
MNNG: N-Methyl-N-nitro-N-nitrosoquanidin (10puM) eingesetzt. Die L6sungsmittelkon-
zentration betrug 0,1% DMSO. Es wurden die Signifikanzen im Vergleich zur Lésun-
gsmittelkontrolle und (eckige Klammer) BSO-behandelter zu BSO-unbehandelten Zel-
len angegeben (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,005).

Kontrolle

Abb. 63: Unterschiedliche Schweifintensitaten je nach Schadigung der DNA unter GSH-
Depletion; von links nach rechts L6sungsmittel, mittlere und hohe Acrylamidkonzen-
tration nach 6h an V79-Zellen.

Unter GSH-Depletion tolerieren Rattenhepatozyten AA bis 6mM und 3h ohne signifi-
kanten Effekt auf die DNA-Integritat oder die Viabilitdt der Zellen (s. Abb. 61 A).
Trotz des in vitro zugeflhrten Ungleichgewichts von Phase T und Phase II-Enzymen
zeigt die Zelle keinen erhéhten genotoxischen Schaden. V79-Zellen reagieren sensi-
tiver bei 3h Inkubation und zeigen unter den gleichen Versuchsbedingungen in der
héchsten Konzentration ab 6mM unter GSH-Depletion einen signifikanten DNA-
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Schaden. Ab 24h induziert AA ab 1TmM unter GSH-Depletion auch an den priméaren
Rattenhepatozyten DNA-Strangbriche, wahrend 1mM ohne BSO toleriert wird. Al-
lerdings kommt es unter GSH-Depletion ab 1,25mM AA nach 24h zu einem dramati-
schen Verlust der Zellviabilitat.

Wie in Abb. 61 (B) zu sehen, fihrt AA nach 24h ab 500uM zu einer signifikanten
leichten Erhdhung der DNA-Strangbruchrate von BSO behandelten gegeniber un-
behandelten V79-Zellen. Die Ergebnisse nach 24h beziglich der DNA-Schweif-
intensitaten, aber auch der Zellviabilitat sind in beiden Zelltypen vergleichbar.

Abb. 62 und 63 zeigen den Effekt durch Glutathion-Depletion auf das DNA-
strangbrechende Potential von AA nach 6h an V79-Zellen zum Vergleich mit a) 3h
und 24h und b) mit dem Nachweis von DNA-Addukten, die nach 6h AA/GA bestimmt
wurden. Der Versuch wurde entsprechend dem Mikrokerntest und DNA-
Adduktversuch an V79-Zellen durchgeflhrt und wird im AnschluB an die DNA-
Adduki-Ergebnisse des Kapitels 6.1.3 nochmals mit diesen diskutiert. 6h AA (0,1%
DMSO) fiihrt an V79-Zellen in der héchsten Konzentration ab 6mM zu einer Erhé-
hung der Schweifintensitdten im Comet-Assay. Unter GSH-Depletion beginnt der
konzentrationsabhéngige signifikante DNA-Schaden nach 6h-Inkubation ab 3mM
AA; nach 3h war eine signifikante Erhéhung des DNA-Schadens ab 6mM AA unter
GSH-Depletion zu detektieren.

Nicht nur BSO reduziert den GSH-Gehalt in Zellen. Auch in der Erndhrung gibt es
u.a. GSH-depletierende Substanzen. Zu diesen Substanzen gehért z.B. Ethanol
(Vogt und Richie, 2007). Die gemeinsame Aufnahme von beispielsweise Ethanol
und AA koénnte die Konzentration von AA erniedrigen, die zu nachteiligen Effekten
fir die Zelle fuhrt. Ethanol kdnnte vielleicht einerseits die Entgiftung von AA durch
GSH-Depletion hemmen und andererseits durch Induktion von CYP 2E1 mdglicher-
weise die Aktivierung zum reaktiveren Metaboliten GA antreiben.

Unter GSH-Depletion zeigte sich eine leichte Erhéhung des DNA-strangbrechenden
Potentials von AA. Dazu im Vergleich erhéhen sich auch durch Kombination von GA
und BSO dieselben Schadwirkungen (s. Abb. 64). Der GSH-Spiegel scheint zudem
Einfluss auf die Zellviabilitdt zu nehmen: entweder durch Erhéhung der DNA-
Strangbruchrate oder durch Erhéhung zytotoxischer Effekte von AA (vgl. Kapitel
6.2).
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Abb. 64: Effekt der GSH-Depletion durch BSO-Behandlung auf das DNA-strangbrechende Po-
tential von Glycidamid an V79-Zellen. Die Zellen werden fiir 24h mit 1mM BSO vorbe-
handelt und dann in Anwesenheit von BSO mit GA fiir 3h inkubiert. Als Positivkon-
trolle wurde MNNG: N-Methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidin (10uM) eingesetzt. Die Signi-
fikanzen beziehen sich auf den Unterschied von Glycidamid und Lésungsmittelkon-
trolle mit *p<0,05; n=3.

In V79-Zellen induziert der Metabolit ab 600uM und 24h signifikant erhéhte Mikro-
kernraten. Wie in der Abb. 63 grafisch dargestellt ist, erhdht GA (3h) an V79-Zellen
ab 600uM ohne BSO-Behandlung, mit bereits ab 100uM, die DNA-Strangbruchrate.

Die Daten des Comet-Assays an V79-Zellen bestatigen die Ergebnisse des Mikro-
kernassays (vgl. Kapitel 6.1.1). AA induziert bis 24h an V79-Zellen weder DNA-
Strangbriiche noch Mikrokerne. GA erhéht ab 600uM und 24h signifikant die Mikro-
kernrate sowie ab 600uM und 6h signifikant die DNA-Strangbruchrate in V79-Zellen
(bzw. ab 100uM und 24h nach Fuller, 2003).

Die Untersuchung genotoxischer Effekte durch AA unter GSH-Depletion bedingt eine
24stindige Vorinkubation mit BSO. Die Ergebnisse zur CYP 2E1-Expression und
Aktivitat (vgl. Kapitel 5) haben ergeben, dass primare Rattenhepatozyten besser di-
rekt nach der Leberperfusion als zu einem spéateren Zeitpunkt der Kultur Chlorzoxa-
zon (stellvertretend fir AA) umsetzen kdnnen. Daher wurden fir den in Abb. 65 dar-
gestellten DNA-strangbrechenden Effekt durch AA primare Rattenhepatozyten un-
mittelbar nach ihrer Isolation verwendet. Die Verkirzung der Kultivierungsdauer vor
der AA-Inkubation und damit die erhéhte CYP 2E1-Aktivitdt macht sich nicht in der
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DNA-Strangbruchrate durch AA bemerkbar. Bis 24h und 6mM beeinflusst AA nicht
die DNA-Integritat im Comet-Assay. Diese Daten implizieren, dass eine hohe CYP
2E1-Expression und -Aktivitat nicht direkt mit einer erhéhten Sensitivitat gegentber
AA Kkorreliert.
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Abb. 65: Das zeitabhangige DNA-strangbrechende Potential von AA an priméaren Rattenhepa-
tozyten. Die Zellen werden nach dem Ablegen (2h im ITS-Medium) fiir 3h, 6h oder 24h
mit AA inkubiert; n=3.

Klauning und Kamendulis fanden 2005 mittels Comet-Assay einen Anstieg des DNA-
Schadens durch AA in Ziel-Geweben, nicht aber in anderen wie z.B. der Leber von
F344-Ratten. Ziel-Gewebe sind bezogen auf AA solche Gewebe, die von der Wir-
kung des AAs erreicht werden bzw. in denen AA im Tierversuch Tumore verursacht.
Auch Maniere und Mitarbeiter (2005) bestatigen diese Wechselbeziehung. Sie fol-
gerten, dass der DNA-Schaden, weil DNA-Migration durch AA ausschlieBlich in den
Geweben bzw. Organen gefunden wurde, die mit der von AA bekannten Organspe-
zifitat far die Kanzerogenese in Ratten korrelieren, ein geeigneter Biomarker flr Ex-
position und Genotoxizitdt von AA darstellt. Diese Beobachtungen spiegeln sich in
den Ergebnissen dieser Arbeit wieder. In primaren Rattenhepatozyten, einem Nicht-
Ziel-Gewebe, verursacht AA keinen DNA-Schaden im Comet-Assay. Es kénnte ne-
ben dem genotoxischen Effekt, der hauptséachlich von GA auszugehen scheint, még-
licherweise ein hormonmodulierender Effekt von AA eine Rolle fir die Kanzerogeni-
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tat der endokrin sensitiven Ziel-Gewebe spielen (Tyl und Friedman, 2003; Shiver et
al., 1992).

FPG-sensitive DNA-Schaden durch Glycidamid an primaren Rattenhepatozyten

Bisher gibt es wenige Daten zur Abschatzung des genotoxischen Potentials von GA
und dem zugrunde liegenden Mechanismus. Die Kombination von BSO-Behandlung
und AA/GA kbénnte mit einem erhdhten oxidativen Stress fir die Zelle verbunden
sein und dadurch zu mehr DNA-Schaden fiihren, als im vorangegangenen Kapitel
gezeigt. FPG ist ein DNA-Reparaturenzym, dessen Hauptfunktion das Heraus-
schneiden oxidierter Basen wie 8-oxo-dG ist. Aber auch N7-Gua-Addukte des Gua-
nins, wie sie von GA mit Guanin gebildet werden, fiihren zu Alkyl-FAPy-G Lasionen
und stellen ebenfalls ein Substrat fiir FPG dar. Durch FPG fir den Comet-Assay zu-
satzlich erkennbar gemachte DNA-Schaden kénnten auf oxidative Schaden
und/oder N7-Gua-Addukte zurlckzufihren sein. Hier liegt die Méglichkeit, durch
FPG die Sensitivitat zur Detektion genotoxischer Aktivitat von GA zu erhéhen (Thie-
len et al., 2006).

[ DMSO
30 - 0 e ZZ] DMSO mit FPG
] o) )L — [ Glycidamid
o5 Hzc/_\a NH2 i - o 7 G'ymdﬂmld mit FPG
'_o| . . %k k
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FPG: Formamidopyrimdin-DNA-Glykosylase

Abb. 66: Comet-Assay; primare Rattenhepatozyten, Glycidamid + FPG; (nach 2h) 24h-
Inkubation; die Signifikanzen sind in Bezug zur Kontrolle und zu FPG-unbehandelten
Zellen angegeben mit *p<0,05;***p<0,005.

Wie in Abb. 66 dargestellt ist, wird durch 30minitige FPG-Behandlung ein hochsigni-
fikanter DNA-Schaden durch GA an primaren Rattenhepatozyten ab 3uM GA nach
24h-Inkubation feststellbar. Im Vergleich dazu fuhrt GA im Comet-Assay ohne FPG
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erst ab 100uM zu einem signifikanten konzentrationsabhangigen DNA-Schaden. GA
scheint demnach an primaren Rattenhepatozyten in wesentlich (~100x) niedrigeren
Konzentrationen als bisher angenommen zu genotoxischen Effekten zu fihren, vor
allem zu N7-Gua-Addukten. Der in niedrigen GA-Konzentrationen signifikante Unter-
schied in der DNA-Schweifintensitdt FPG-behandelter und unbehandelter Zellen,
nimmt ab 300uM ab. Eine mogliche Erklarung kdnnte sein, dass die Zellen durch
hbhere Konzentrationen vermehrt reparieren oder der DNA-Integritatsverlust bei et-
wa 20% Schweifintensitat ein Maximum erreicht hat. Eine Arbeitsgruppe stellte eine
erhdéhte Schweifintensitat ab 4h und 10uM von GA unter FPG-Behandlung im Co-
met-Assay an humanen Lymphozyten fest (Thielen et al., 2006). Dem gegenlber
detektierten sie einen signifikanten Schaden ab 4h und 300uM GA ohne FPG-
Behandlung. Die Erhéhung der DNA-Schaden bei niedrigeren Konzentrationen an
GA durch einen um FPG-Behandlung erweiterten Comet-Assay kann durch vorlie-
gende Resultate auch an primaren Rattenhepatozyten bestétigt werden. Thielen et
al. (2006) zeigten, das das FPG-Enzym die durch GA verursachten AP-Stellen und
Fapy-G Léasionen erkennt und diese Lasionen in zusatzliche DNA-Strangbriiche
konvertiert (vgl. Kapitel 2.6.2).

6.1.3 DNA-Addukte

DNA-Addukie spielen eine wesentliche Rolle in der Kanzerogenese durch AA und
GA. Segerback und Mitarbeiter (1995) identifizierten nach Inkubation von AA mit iso-
lierter DNA und S-9-Mix das N7-Gua-Addukt als Hauptaddukt. In Anlehnung an die
Methode nach Segerback und Mitarbeitern (1995) konnte in einem Vorversuch ge-
zeigt werden, dass durch 24h-Inkubation von Kalbsthymus-DNA mit GA konzentrati-
onsabhangig am N7 des Guanins Addukte gebildet werden. Ziel der folgenden Ver-
suche war der Nachweis der konzentrationsabhangigen Adduktbildung in Saugerzel-
len als initiierendes Ereignis flr Mikrokerninduktion und DNA-Strangbriiche. Der
Versuch wurde an der gut charakterisierten V79-Zelllinie durchgefthrt. Die V79-
Zellen wurden fir 6h mit GA inkubiert, die DNA anschlieBend isoliert und die Adduk-
te mittels neutraler thermischer Hydrolyse von der DNA geldst. Danach wurden die
N7-Gua-Addukte Uber GroBenausschlussfiltration abgetrennt und die Proben in Ko-
operation mit Frau Jun. Prof. Dr. Richling (TU Kaiserslautern) mittels HPLC/MS-MS
vermessen (s. Abb. 67; Segerback et al, 1995; Costa et al., 2003; Doerge et al.,
2005).
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Abb. 67: Chromatogramme m/z 238,9 »151,9; links Probe von V79-Zellen, die fiir 6h mit 900uM
GA inkubiert worden sind; rechts: Standard 50ng N7-Gua-Addukt/ml (Jun. Prof. Ri-
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Abb. 68: N7-Gua-Addukte nach 6h-Inkubation mit GA an V79-Zellen; n=5-6
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GA fahrt nach 6h ab 600uM konzentrationsabhangig zu N7-Gua-Addukten in V79-
Zellen (s. Abb. 68). Martins und Mitarbeiter (2006) stellten ebenfalls eine lineare Do-
sis-Wirkungsbeziehung zwischen GA-Konzentrationen und dem Level von N7-Gua-
Addukten an V79-Zellen fest. Doerge und Mitarbeiter (2005) verabreichten Mausen
Uber eine Schlundsonde 50mg AA/kg KG, maBen den Serumlevel an AA/GA und
bestimmten die N7-Gua-Addukte in verschiedenen Geweben. Der maximal erreichte
Serumlevel nach der Gabe betrug knapp 200uM GA nach 2h. Demnach fihrten etwa
200uM GA zu 840-2100 N7-Gua-Addukten in 10® Nukleotiden. Im vorliegenden
Testsystem lag die niedrigste Konzentration bereits hdher. 300uM GA flhren an
V79-Zellen zu durchschnittlich 2600 N7-Gua-Addukten in 10® Nukleotiden (1300-
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3900). Die Adduktlevel liegen damit in einem vergleichbaren Bereich. Doerge und
Mitarbeiter (2005) detektierten N7-Gua-Addukte sowohl in Ziel- als auch in Nicht-
Ziel-Geweben. Da die Konzentrationen in Ziel-Geweben nicht erhéht waren, spricht
das dafir, dass die Adduktlevel nicht direkt mit der Organspezifitat in der Kanzero-
genese der Nagetiere korrelieren, wie es fiir die DNA-Strangbriiche entdeckt worden
ist, obwohl N7-Gua-Addukte zu DNA-Strangbriichen flihren kdnnen. Zu vergleichba-
ren Ergebnissen kamen auch Maniere und Mitarbeiter (2005).

Young und Mitarbeiter (2007) schatzen, aufgrund eines physiologisch basierten
pharmakokinetischen Models fiir AA, dass die GA-DNA-Adduktlevel des Menschen
bei Exposition mit AA Uber die Ernahrung im FlieBgleichgewicht zwischen 0,06 und
0,26 Addukten pro 108 Nukleotide liegen. Korrelationen von Hb-Addukten mit DNA-
Addukten in der Leber bei AA-behandelten Nagetieren fiihren bei Ubertragung von
bekannten Hb-Addukt-Leveln im Menschen auf geschatzte 0,06-0,3 Addukte pro 108
Nukleotide in der humanen Leber (Tareke et al., 2006).

In vorliegender Arbeit ist nach Acrylamidinkubation (6h) kein N7-Gua-Addukt in V79-
Zellen nachweisbar gewesen. Dies bestatigt die Ergebnisse aus Kapitel 5, dass V79-
Zellen mangels CYP 2E1-Expression kein AA zu GA giften kdnnen.

6.1.4 Diskussion und Zusammenfassung der Befunde zur Ge-
notoxizitat

Acrylamid
Im Genmutationstest, dem HPRT-Test, wurden nach 24h keine Mutanten in V79-

Zellen durch bis zu 10mM AA festgestellt, GA hingegen induzierte konzentrationsab-
hangig signifikant Mutanten ab 800uM und 24h (Mertes, Baum et al., 2005). Ahnli-
che Resultate zeigte der Mikrokerntest. Wahrend AA bis 6mM und 24h keine Mikro-
kerne induzierte, erhéhte GA ab 600uM signifikant die Mikrokernrate. AA beeinfluss-
te bis 5mM und 23h ebenfalls nicht die Mikrokernrate in humanen Lymphozyten.
1mM GA erhdhte die Mikrokernrate in diesem Testsystem im Durchschnitt auf das
2,4fache der Kontrolle, jedoch war dieser Anstieg nicht signifikant (Zankl et al., Baum
et al., 2005). AA induzierte keine DNA-Strangbriiche bis 6mM und 24h an primaren
Rattenhepatozyten. Ab 6mM (24h-Inkubation) erhéhte AA die DNA-Strangbruchrate
in CaCo-2-Zellen und V79-Zellen. CaCo-2-Zellen, eine Kolonkarzinomzelllinie, wurde
getestet, da der AA-haltige Nahrungsbrei physiologisch mit Darmzellen in Kontakt
kommt (Fuller, 2003). Im Vergleich von primaren Rattenhepatozyten mit CaCo-2-
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Zellen und V79-Zellen zeigten sich V79-Zellen am sensitivsten gegeniber AA und
seinen Metaboliten (Puppel et al., 2005). Eine hohe CYP 2E1-Expression und -Akti-
vitdt korrelierte nicht direkt mit einer erhéhten Sensitivitdt gegenlber der DNA-
strangbrechenden Kapazitat von AA an primaren Hepatozyten der Wistar-Ratte im
Comet-Assay. Es wird dadurch nicht in Frage gestellt, dass CYP 2E1 Grundvoraus-
setzung flr die Epoxidation von AA zu GA ist. Ergebnisse von Ghanayem und Mitar-
beitern (2005) bestatigen, dass CYP 2E1 das priméar verantwortliche Enzym fir die
Epoxidation und die Entstehung von GA-DNA-Addukten und GA-Hb-Addukten ist.
Neben CYP 2E1 verfligen Zellen lGber Enzyme wie z.B. Glutathion-S-Transferasen
und Epoxidhydrolasen, die zur Entgiftung von AA und GA effektiv beitragen kdénnen.
Glutathion-Depletion mittels BSO fuhrte nicht zu einem erhéhten genotoxischen
Schaden durch AA an primaren Rattenhepatozyten, jedoch zu erhéhten DNA-
Schweifintensitaten an V79-Zellen im Comet-Assay. In beiden Zellsystemen flihrte
AA nach 24h unter BSO-Behandlung zu einem massiven Verlust an Viabilitat. Auf-
grund des Viabilitdtsverlustes unter BSO-Behandlung durch AA und Effekten in ho-
hen Konzentrationen von AA nach 24h, kénnen Fehlinterpretationen des Comet-
Assays durch Apoptose nicht ausgeschlossen werden. In Kapitel 6.2 schlieBen sich
daher Untersuchungen zur Zytotoxizitat und Apoptose durch AA an Saugerzellen an.

Glycidamid
Gemessen nach FPG-Behandlung im Comet-Assay, induzierte GA bereits ab 3uM

signifikante DNA-Strangbrliche, die sich auf DNA-Addukte zurlckfihren lassen (vgl.
Thielen et al., 2006). Das N7-Gua-Addukt wurde nach 6h-Inkubation mit 600uM GA
in signifikant erhdhten Mengen in V79-Zell-DNA nachgewiesen. Im vergleichbaren
Konzentrationsbereich wurde durch GA die Induktion von Mikrokernen und Mutatio-
nen im HPRT-Gen ausgel6st sowie DNA-Strangbriiche in V79-Zellen nachgewiesen
(s. Tab. 02). Auch Martins und Mitarbeiter (2007) stellten eine strenge Korrelation
zwischen dem Level von N7-Gua-Addukten in GA- (und AA-)behandelten V79-Zellen
und der Induktion von Schwesterchromatidaustausch fest. Eine derartige Korrelation
wurde nicht fir Chromosomenaberrationen gefunden, wobei AA und GA Chromo-
somenabberationen (Briche und Lécher) verursachten (Martins et al., 2007). Sie
nehmen an, dass daher die Induktion von Schwesterchromatidaustausch durch AA
mit dem Metabolismus von AA zu GA und der folgenden Entstehung von depurinie-
renden GA-DNA-Addukten zusammenhéangt, wahrend andere Mechanismen bei der

Induktion von Chromosomenaberrationen involviert sein muissten (Martins et al.,
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2007). GA induzierte unter BSO-Behandlung, d.h. GSH-Erniedrigung, in V79-Zellen
vergleichbare DNA-Schaden wie in unbehandelten V79-Zellen. Glutathion beein-
flusste nicht die Genotoxizitat von GA (bei 3h-Inkubation) bis 900uM (s. Abb. 64).

Zusammenfassung

Die drei in dieser Arbeit verwendeten Testsysteme, Comet-Assay, Mikrokerntest und
Bestimmung der DNA-Adduktbildung, zeigten vergleichbare Konzentrationen geno-
toxischer Aktivitat von AA und GA an V79-Zellen. AA vermittelte in allen Testsyste-
men keine bis marginale Effekte (s. Abb. 69). Nach Inkubation von V79-Zellen mit
dem Metabolit GA wurden genotoxische Effekte durchweg ab 100 - 600uM beobach-
tet (s. Tab. 02). Aufgrund der Korrelation zwischen der Mikrokerninduktion und dem
Auftreten von DNA-Strangbriichen mit den N7-Gua-Addukten liegt es nahe, dass die
Induktion von DNA-Strangbrichen und Mikrokernen mit der Bildung von depurinie-
renden N7-Gua-Addukten als initierendes Ereignis assoziiert ist. Zudem schneidet
das in vitro zugegebene Enzym FPG N7-Gua-Addukte aus der DNA von mit GA-
behandelten primaren Rattenhepatozyten heraus und erhéht die DNA-
Strangbruchrate im Comet-Assay (s. Abb. 66). Im Vergleich zu V79-Zellen zeigten
primare Rattenhepatozyten eine geringere Sensitivitdt gegentiber der DNA-
strangbrechenden Wirkung von AA. Die Daten deuten darauf hin, dass eine hohe
CYP 2E1-Expression und -Aktivitat nicht der einzige relevante Faktor fiir die Sensiti-
vitat gegenuber der DNA-strangbrechenden Kapazitat von AA ist.

Bei der aktuell geschatzten durchschnittlichen taglichen Aufnahme von 1-4ug AA/kg
KG und Tag (JECFA, 2005) werden Uber Nahrungsmittel keine Acrylamidkonzentra-
tionen erreicht, die in den vorliegenden Testsystemen genotoxische Schaden hervor-
riefen. Erst ab einer Inkubation mit 6mM AA (2 0,43mg/ml) und 3h wurden DNA-
Strangbriiche in V79-Zellen detektiert. Jedoch wurden konzentrationsabhangig GA-
DNA-Addukte, Marker, die noch keine manifestierten Schaden darstellen, detektiert.
lhre Entstehung auch durch eine niedrige GA-Konzentration wurde indirekt durch
FPG-Behandlung an primaren Rattenhepatozyten nachgewiesen; 3uM GA erhéhte
unter FPG-Behandlung signifikant die DNA-Strangbruchrate. Martins und Mitarbeiter
(2007) detektierten messbare Gehalte an GA-DNA-Addukten nach GA-Inkubation
mit 1uM an V79-Zellen. Aufgrund des genotoxischen Mechanismus verbleibt ein
Restrisiko flr die Kanzerogenese durch AA-Exposition Uber Nahrungsmittel.
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Tab. 02: Genotoxizitat von Glycidamid an Saugerzellen; Konzentrationen, ab denen signifikante Effekte auftraten
p<0,05; (im Comet-Assay signifikante Werte ab Schweifintensitat 2 5); * Fiiller, 2003; Puppel et al,. 2005;

** Baum et al., 2005.

Glycidamid DNA-Strangbriiche Mikrokerne | /U@ | Mutanten im
Addukte HPRT-Locus
3h 6h 24h +BSO 3h | +FPG 24h 24h 6h 24h
V79-Zellen 600pM* | 300paM* [ 100AM* [ 100pM* 600puM 600puM 800pM**
Priméare Ratten-
600puM* 100uM 3uM
hepatozyten H oo H
CaCo-2-Zellen | 300pM* | 300pM* [ 300pM*
4h +FPG 4h 23h
Humane 300“M** 10“M** >1 OOOHM**

Lymphozyten
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6.2 Beeinflussung der Zellviabilitat

Im folgenden Kapitel sollte untersucht werden, ob die mittels Comet-Assay detektier-
ten DNA-Schweifintensitaten im Hochdosis-Bereich auf DNA-Strangbriiche oder
apoptotische Kdérperchen zurlickzufiihren sind. Ein weiterer Grund firr die Studien zur
Zytotoxizitat ist die mechanistische Aufklarung fur die Zytotoxizitdt von AA, welche
die Substanz insbesondere unter GSH-Mangel an Sdugerzellen gezeigt hat.

AA kann als Michael-Addukt-Bildner nicht nur mit der DNA, sondern auch mit vielen
anderen Proteinen des Organismus bzw. Bestandteilen der Zelle reagieren und dar-
Uber zytotoxisch wirken. Genotoxische Substanzen sind oft auch zytotoxisch, da eine
hohe DNA-Schadigung zum Zellsterben flhren kann. Zudem ist die Zytotoxizitat ein
wichtiges Kriterium fir die toxikologische Beurteilung einer Substanz. Ist beispiels-
weise der zytotoxische Effekt einer potentiell genotoxischen Verbindung dominie-
rend, so resultieren aufgrund des Anteiles apoptotischer und/oder nekrotischer mu-
tierter Zellen weniger Mutanten. Dies kann fir den Gesamt-Organismus mit einem

geringen Krebsrisiko verbunden sein.

6.2.1 Zytotoxizitat und Proliferation

Auffallig hohe Zytotoxizitdt wurde durch Inkubation von AA und 1TmM BSO fir 24h
(ab 1,25mM AA im Comet-Assay, s. Abb. 61 B) an V79-Zellen und primaren Ratten-
hepatozyten festgestellt. Nach Elschenbroich (2006) fihrt AA unter GSH-Depletion
nach 24h ab 750uM zu einer signifikant konzentrationsabhangigen Abnahme der mi-
tochondrialen Aktivitat gegenlber der Kontrolle. Im SRB-Test flihrt AA unter GSH-
Depletion nach 24h ab 500uM zu einem Anstieg des Lebendproteingehaltes, der ab
1mM gegentber der Kontrolle wieder aufgehoben ist und erst ab 2mM abnimmt (EI-
schenbroich, 2006). Ab 1,25mM AA mit BSO und 24h wurde Membranschadigung in
Form einer Umsetzung, die von der intrazellularen Lactatdehydrogenasefreisetzung
abhangig ist, detektiert. Da sich die Testergebnisse gegenseitig beeinflussen und
auch Apoptose zu sekundarer Nekrose in vitro fihrt, konnte die Frage nach der Ur-
sache der Zytotoxizitat (Mebranschadigung, Schadigung der Mitochondrien und/oder
Apoptoseinduktion) durch AA im Rahmen ihrer Arbeit nicht endgiltig beantwortet
werden (Elschenbroich, 2006). Im Vergleich dazu wurde nun als Anhaltspunkt fir die
Viabilitdt nach 6h ein WST-1-Assay parallel zum Comet-Assay mit 6h-Inkubation
durchgeflhrt (s. Abb. 70).

90



Ergebnisse und Diskussion

[ Kontrolle
110 = W7z Kontrolle mit BSO
S — [ 1AA
7 l I &5 1 . 7777, AA mit BSO
90 S T
80 - T

]
60 —

50

T/C [%]

40

30

* k%

20

el | Al -

DMSOI 10 | 100 | 500 11000 | 2000 I 3000 | 6000 |
Konzentration [uM]

Abb. 70: WST-1-Assay (MTT) V79-Zellen; 6h-Inkubation; Acrylamid * BSO; n=3 (unter Comet-
Assay-Bedingungen). Signifikanzen im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle mit * p<
0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,005.

6h-Inkubation mit AA fihrt ab 2mM signifikant und konzentrationsabhangig zur Ab-
nahme der mitochondrialen Aktivitat an V79-Zellen sowohl mit als auch ohne zusatz-
licher BSO-Behandlung. AA erniedrigt nach 6h in dem Konzentrationsbereich die
mitochondriale Aktivitat, in dem sie die DNA-Schweifintensitaten erhéht (s. Abb. 62).
Diese Konzentrationen sind flir den Menschen nicht relevant, die daraus hervorge-
henden Effekte kénnen jedoch der Interpretation der Assays und dem Verstandnis
des Wirkmechanismus dienen. Die BSO-Behandlung selbst fihrt zu einem hochsig-
nifikanten Viabilitatsverlust gegentber der unbehandelten Kontrolle (s. Abb. 70). Das
Ergebnis lasst sich durch die bekannte Sensibilitdt von Mitochondrien fir oxidativen
Stress erklaren (Armstrong, 2006), da BSO durch GSH-Depletion den oxidativen
Stress erhdht. Ebenfalls durch 2mM AA fiihrt die 6h-Inkubation unter GSH-Depletion
zu einem signifikanten und konzentrationsabhangigen Effekt an V79-Zellen. Ver-
gleicht man die Ergebnisse des WST-1-Assays nach 6h mit denen nach 24h von EI-
schenbroich, zeigt sich, dass eine langere Inkubationsdauer nicht mit einer erhéhten
Zytotoxizitdt einhergeht. Zwar nimmt die mitochondriale Aktivitdt unter GSH-
Depletion nach 6h ab 2mM und nach 24h schon ab 750uM AA ab, aber ohne GSH-
Depletion nimmt sie nach 6h ab 2mM und nach 24h erst ab 6mM im Vergleich zur
Kontrolle ab. Es ist zu vermuten, dass proliferative und zytotoxische Effekte von AA
nach 24h ohne GSH-Depletion zur Gesamtbilanz der mitochondrialen Aktivitat bei-
tragen.
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Obwohl der massive Viabilitdtsverlust ab 24h durch AA im Zusammenhang mit BSO
steht, ist die Abnahme der mitochondrialen Aktivitat nach 6h noch unabhangig von
der BSO-Behandlung ab 2mM AA zur jeweiligen Kontrolle signifikant. Die Daten von
Elschenbroich lassen erkennen, das die verminderte Bildung des Formazans (WST-
1) nicht direkt mit dem Gehalt des Lebendproteins (SRB-Test) korrelieren. Es zeigt
sich, dass der Effekt von AA auf die Proliferation erst nach 24h auftritt, die GSH-
Depletion jedoch die Proliferation hemmt (WST-1-Assay, SRB-Test, Elschenbroich).
Die Vergleichbarkeit von Comet-Assay, WST-1-Assay und SRB-Test wird noch dazu
erschwert, da unterschiedliche Randeffekte (z.B. Inkubation in Petrischale versus 96-
Loch-Platte) Einfluss auf Viabilitat und Wachstum nehmen kénnen.

Als Wachstumskontrolle fiir den Mikrokerntest wurde ein WST-1-Assay unter ,Mikro-
kerntest-Bedingungen® (=mit 24h Nachkultivierung) durchgefihrt. Daher wurden die

im Mikrokerntest verwendeten Konzentrationen von AA und GA gewabhlt (s. Abb. 53).
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Abb. 71: WST-1 Assay an V79-Zellen; 24h Acrylamid und Glycidamid; n=4 unter Bedingungen
des Mikrokernassays: 24h anwachsen, 24h Inkubation 0%FKS, 24h Nachkultivierung;
Lésungsmittel 1 % DMSO; Positivkontrolle Quercetin (Q) 60 pM; * p< 0,05; *** p< 0,005.

Die Positivkontrolle Quercetin, ein Apfelinhaltsstoff mit bekannter Wachstumshem-
mung im SRB-Test an HT-29-Zellen (Puppel, 2003), hemmt die mitochondriale Akti-
vitat nach 24h (60uM) zu etwa 70% im Vergleich zur Kontrolle. Es stellte sich heraus
(s. Abb. 71), dass 24h AA im Konzentrationsbereich 300uM - 600uM auf V79-Zellen
einen signifikanten proliferierenden Effekt hat, der auch nach 24h (Nachkultivierung)

noch anhalt. Auch in der Literatur wird von einem Anstieg der DNA-Synthese durch

92



Ergebnisse und Diskussion

AA berichtet (Klauning und Kamendulis, 2005). Der proliferierende Effekt wurde je-
doch drastisch von Zytoxizitat in den h6heren Konzentrationen Gberlagert: Es ist eine
deutliche Abnahme der mitochondrialen Aktivitat durch (3mM - 6mM) AA an V79-
Zellen im WST-1-Assay festzustellen, einem Indiz fir den Viabilitatsverlust durch AA.
Fir den Mikrokerntest (ohne Zytokineseblocker) bedeutet das Ergebnis, dass ab 3-
6mM AA damit zu rechnen ist, dass aufgrund geringerer Teilungsrate (im Vergleich
zur Kontrolle) die Mikrokerninduktion nicht mehr bestimmt werden kann. Hierbei ist
zu bericksichtigen, dass die unterschiedlichen Bedingungen dazu fUhren, dass der
WST-1-Assay nicht exakt die Viabilitat der Zellen im Mikrokerntest widerspiegelt und
der WST-1-Assay nur eine Aussage zur mitochondrialen Aktivitat zuldsst. Bei der
Doppelkernmethode wird dieses Problem durch die Induktion von binuklearen Zellen
umgangen (auch 6mM AA induziert keine Mikrokerne, s. Abb. 57 A). Das mikrosko-
pische Bild von V79-Zellen, die 24h mit 6mM AA behandelt worden sind, zeigen eine
verminderte Zellzahl im Vergleich zur Kontrolle (vgl. Kapitel 6.2.2).

Diskussion und Zusammenfassung der Befunde zur Zytotoxizitat von AA, GA
und BSO sowie proliferativen Effekten

Glutathion

Da die Erniedrigung des Glutathionspiegels einen Nachteil fiir die Entgiftungsmog-
lichkeiten der Zelle darstellt und die Zellen z.T. mit BSO behandelt wurden, werden
die Ergebnisse zur Reduktion des GSH-Spiegels und der Zytotoxizitat von BSO zu-
sammengefasst (s. Tab. 03). Der ECso-Wert in Bezug auf die GSH-Depletion durch
BSO nach 24h betragt 3,5uM an V79-Zellen und 35uM an primaren Rattenhepatozy-
ten unter vorliegenden Kultivierungsbedingungen. Die 24stindige Inkubation mit
1mM BSO flhrt zu nicht mehr detektierbaren GSH-Gehalten an V79-Zellen und zu
unter 10% GSH im Vergleich zur Kontrolle an priméaren Rattenhepatozyten (s. Abb.
43/44). 1mM BSO vermindert die mitochondriale Aktivitat in V79-Zellen nach 30h
(24h Vorinkubation und 6h serumfreie Inkubation) auf etwa die Halfte im Vergleich
zur Kontrolle (s. Abb. 45). AA reduziert nach 24h ab 3mM (auf ~20%) und GA ab
900uM (auf ~ 60%) signifikant den GSH-Spiegel in V79-Zellen (s. Abb. 46). Aufgrund
der Bindung von AA an GSH ist mit einem erhdhten oxidativen Stress fiir die Zelle
durch AA im millimolaren Konzentrationsbereich zu rechnen. Es ist bekannt, dass
Ethanol ebenfalls den GSH-Spiegel senkt (Vogt und Richie, 2007). Bisher gab es
noch keine Kombinations-Versuche von AA/GA mit anderen Substanzen (Rice,

2005). Wie die Ergebnisse aus den Kombinationsversuchen von AA mit BSO zeigen
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(s. Tab. 03), kénnten durch die gleichzeitige Aufnahme von AA und GSH-
depletierenden Nahrungsbestandteilen negative zelluldre Effekte in niedrigeren

Acrylamidkonzentrationen als durch AA alleine auftreten.

Zytotoxizitat
Unter GSH-Depletion reduziert AA nach 24h ab etwa 1,25mM die Viabilitat der V79-

Zellen und der Primarkultur aus der Rattenleber drastisch (s. Abb. 61). Die
24stindige Koinkubation von AA mit BSO erhéht ab 1,25mM signifikant die Lactat-
dehydrogenase-Aktivitat im Uberstand von V79-Zellen, einem Indiz fiir Membran-
schadigung (Elschenbroich, 2006). Die Koinkubation von AA und 1mM BSO setzt
auch die mitochondriale Aktivitédt herab. Eine signifikante Hemmung war nach 24h ab
750uM AA zu detektieren (Elschenbroich, 2006). Die 6stindige AA-Inkubation
hemmt sowohl in BSO-behandelten als auch -unbehandelten V79-Zellen ab 2mM die
mitochondriale Aktivitat im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle (s. Abb. 70 und Tab.
03). Die Menge an Lebendprotein im SRB-Test nimmt nach 24h unter BSO-
Behandlung ab 10uM AA zu und ab 2mM im Vergleich zur Kontrolle ab (El-
schenbroich, 2006). Hypothetisch kdénnte eine Schadigung der Mitochondrien durch
AA (u.a. durch GSH-Verbrauch) zur Apoptoseinduktion filhren mit Folge einer se-
kundaren Nekrose in vitro und damit zu einer Membranschadigung mit Lactatde-
hydrogenasefreisetzung.

Auch die Inkubation mit GA erniedrigt ab 900uM (24h + 24h Nachkultivierung) die
mitochondriale Aktivitat an V79-Zellen (auf ~70%).

Proliferation

Im Konzentrationsbereich zwischen 300uM und 600uM hat AA-Behandlung (24h) auf
V79-Zellen einen wachstumsstimulierenden Effekt, der nach 24h Nachkultivierung
noch anhalt (s. Abb. 71; vgl. Tab. 03). Dies ist ein Indiz daflr, dass AA nicht nur initi-
ierende, sondern auch proliferierende, also Eigenschaften eines Komplettkanzero-
gens, besitzt. Tyl und Friedman (2003) diskutieren als Mechanismus fir die Zellproli-

feration die Modulation von Hormonleveln.

Die hohen Konzentrationen, in denen AA die Zellviabilitat in vorliegenden Testsyste-
men beeinflusst hat, sind flir den Uber Lebensmittel mit AA exponierten Menschen

nicht relevant.
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Tab. 03: Effekte von AA, GA und BSO auf Zellviabilitat und GSH-Spiegel von
Saugerzellen; Vergleich der Konzentrationen, ab denen Effekte auftra-
ten mit p<0,05.

. Glycid- Acrylamid BSO
[uM] Acrylamid amid +BSO BSO 1mM 1mM
Test/ Zeit V79-Zellen Hep
6h | 2000 2000
24h 1 100*
24h |} 6000* 750*
24h+N 1 300
24h+N | 3000 900
ECso | 42 + 6h
24h 50*/500* 10*
24h | >6000* 2000*
24h 1250
24h ] 3000 900
ECso | 35+06 | 35+18

t .Proliferation“ Erh6hung der mitochondrialen Aktivitat (WST-1-Assay) oder Le-
bendproteinmenge (SRB: Sulforhodamin-B-Test)

] .Zytotoxizitat” Erniedrigung der mitochondrialen Aktivitat (WST-1), Lebendpro-
teinmenge (SRB) oder des Gesamt-Glutathion-Gehaltes (GSH)

f .Zytotoxizitat® Erhéhung der Lactatdehydrogenase (LDH) im Uberstand durch
erhdhte Membranschadigung

Hep: Primare Rattenhepatozyten (Wistar-Ratte); +N: mit Nachkultivierung (24h)
BSO: L-Buthioninsulfoximin; ECso: Effect concentration (untersuchter Parameter2
50% des Parameter-Wertes der Kontrolle); * Daten von Elschenbroich, 2006.

Ausblick
Weiteren Aufschluss Uber den kanzerogenen Mechanismus kénnten Untersuchun-
gen an Ziel-Geweben und Ziel-Zellen geben. Besondere Relevanz héatten Untersu-

chungen an humanen Probanden.
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6.2.2 Apoptoseinduktion

Nachdem ein zytotoxischer Effekt durch AA, massiv unter gleichzeitiger GSH-
Depletion, aufgetreten ist, stellt sich die Frage, ob AA unter diesen Bedingungen
Apoptose induziert.

Ein kritischer Punkt in der Bewertung der Comet-Assays ist, ob erhéhte DNA-
Schweifintensitaten auf DNA-Strangbriiche oder apoptotische Kérperchen zuriickzu-
fihren sind. Bei einer 24h-Inkubation (vgl. Kapitel 6.1.2 Abb. 61 B) kénnte es zur In-
duktion von Apoptose kommen. Nach 24h Koinkubation von AA mit BSO wurden er-
héhte DNA-Schweifintensitdten ab 1mM an Rattenhepatozyten und ab 500uM an
V79-Zellen detektiert. Zur Detektion der Apoptose wurde die Caspase-3-Aktivitat als
Marker verwendet. Eine erhdéhte Aktivitat ist Signal einer angestoBenen Caspase-
Kaskade, die unwiderruflich zur Apoptose fuhrt (Kroemer et al., 1997). An Rattenhe-
patozyten ist kein Effekt durch BSO und/oder AA auf die Caspase-Aktivitat, als T/C
[%] angegeben (s. Abb. 73), zu erkennen. Dagegen lasst die Darstellung auf die Ak-
tivitdt bezogen, durch AA eine Tendenz erkennen (s. Abb. 74) sowie einen signifikan-
ten Unterschied von BSO behandelten zu unbehandelten Zellen in der Caspase-3-
Aktivitat (s. Abb. 74 D).

Der Ausschnitt einer graphischen Darstellung der Ascent Fluoroscan Software (s.
Abb. 72) zeigt die lineare Substratspaltung von Caspase-3 in Abhangigkeit von der
Zeit; die unspezifische Aktivitdt (mittels spezifischen Caspase-3-Inhibitor ermittelt)
wird von der ungehemmten Aktivitdt abgezogen. Unabhangig von den eingesetzten
Konzentrationen an AA soll die Abb. 72 einen Einblick in die Rohdaten vermitteln:
Das Resultat spricht dafiir, dass Caspase-3-Aktivitdt vorhanden, mit verwendetem
Substrat messbar ist und sich bereits Kontrollzellen in Apoptose befinden. Da prima-
re Rattenhepatozyten bisher nicht langer als ein bis drei Tage in Kultur Uberleben
und sich auch nicht mehr teilen, ist mit einem apoptotischen Prozess auBBerhalb des
Organismus zu rechnen. Mit der Abnahme von CYP 2E1-Aktivitat (vgl. Kapitel 5.2)
kdénnte auch eine zeitlich zunehmende Caspase-3-Aktivitat einhergehen.
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Abb. 72: Reprasentativer Caspase-3- Abb. 73: Caspase-3-Aktivitat T/C [%] nach 24h AA-
Assay (Ausschnitt); graphische Inkubation an primaren Rattenhepatoyten
Darstellung der zeitabhangigen (Hep) Forschungsarbeit Fiitterer, 2005;
Fluoreszenzbildung (Substrat- K:Kontrolle; LM8: (3-Hydroxy-4-[(E)-(2-
spaltung) durch Caspase-3- furyl)methyliden]methyl-3-cyclopenten-
Aktivitat. 1,2-dion).

Es deutet sich in einigen der durchgeflihrten Versuche nach 24h eine Erhéhung der
Caspase-3-Aktivitat durch 500uM AA an, die mit weiterer Zunahme der Konzentrati-
on wieder abnimmt (s. Abb. 74 B/C). Es ist zu berlcksichtigen, dass AA nach 24h
auch zu proliferativen Effekten fihrt. Apoptotische Effekte kénnten mit proliferieren-
den verknipft sein. Prolieferierende Zellen kénnten die durchschnittliche Caspase-3-
Aktivitat in den Zellen erniedrigen. Betrachtet man die Ergebnisse der Caspase-3-
Aktivitat nach 24h AA mit und ohne gleichzeitiger GSH-Depletion pro Ratte oder be-
rechnet die Ergebnisse getrennt nach Rattenhepatozyten mit niedriger Caspase-3-
Aktivitat (<10 AFC [nm]/mg Protein * min) und hoher (~20 AFC [nm]/mg Protein *
min), erhalt man anschaulich eine geringere Caspase-3-Aktivitat durch AA unter
GSH-Depletion (s. Abb. 74 A-C). Die durchschnittliche Caspase-3-Aktivitat mit AA im
Bereich von 100-1250uM liegt etwa 2x Uber der durchschnittlichen Caspase-3-
Aktivitat durch 100-1250uM AA unter GSH-Depletion mit BSO. 24h-Inkubation mit AA
beeinflusst bis 2mM unter GSH-Depletion und bis 6mM ohne GSH-Depletion die
Caspase-3-Aktivitat in primaren Rattenhepatozyten nicht. Daraus lasst sich jedoch
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nicht schlieBen, dass AA und/oder BSO nicht zu Apoptose fiihren. In der Regel flhrt
BSO zur Apoptose wie z.B. in einer Studie von Chi und Mitarbeitern (2007), die Ver-
suche zur Degeneration von Motoneuronen mit einem Motoneuron-ahnlichen Zellkul-
tursystem und an einem transgenen Mausmodell durchfiihrten. BSO reduzierte dras-
tisch den GSH-Spiegel verbunden mit einer ansteigenden Produktion von ROS, er-
héhter Anzahl an Marker fiir oxidativen Stress, herabgesetzter mitochondrialer Funk-
tion, erleichterter Translokation des Apoptose induzierenden Faktors (AlF), Cytoch-
rome c-Freisetzung und Caspase-3-Aktivierung. Der Signalweg endet schlieBlich mit
der Apoptose Motoneuron-ahnlicher Zellen.

Auch AA als o/B-ungesattigte Carbonylverbindung bindet u.a. an GSH und induziert
oxidativen Stress (Pennathur et al.,, 2005). Nach Janzowski und Mitarbeitern (2003)
fihrten o/B-ungesattigte Carbonylverbindungen unserer Nahrungsmittel (z.B. Alkena-
le) zu erhdéhtem oxidativen Stress und trugen zu zytotoxischem/genotoxischen Zell-
schaden an Saugerzellen bei.

Hinweise auf eine Caspase-3-unabhdngige Apoptose bei nachhaltigem oxidativen
Stress, wovon im vorliegenden System nach insgesamt 48h BSO-Inkubation auszu-
gehen ist, geben folgende Studien. Ishihara und Mitarbeiter haben 2005 verdffent-
licht, dass die Apoptose primarer Rattenhepatozyten unter nachhaltigem endogenen
oxidativen Stress unabhangig von der Caspase-3-Aktivitdt ist. Der spezifische
Caspase-3-Inhibitor (DEVD-CHO) hat bis 1mM keinen Effekt auf die Apoptose an
primaren Rattenhepatozyten (Ishihara et al., 2005). Nach Ogata und Mitarbeitern
(2003) aktiviert eine Funktionsstdrung des Golgiapparates z.B. lber eine Ca?*-
abhangige und Caspase-3 unabhangige Nuklease (DNase) einen Caspase-3 unab-
héngigen apoptotischen Signalweg. Ishihara und Shimamoto identifizierten Endo-
nuklease G als Caspase-3-unabhangig (2006).

Das wirde erklaren, dass AA unter GSH-Depletion, also nachhaltigem endogenem
Stress, vermutlich zur Apoptose (s. auch mikroskopische Aufnahmen Abb. 75-79),
aber unabhangig von der Caspase-3 — und damit verminderter Caspase-3-Aktivitat
im Vergleich zur Inkubation mit AA alleine an primaren Rattenhepatozyten —, flhrt.
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Abb. 74: A-C: Caspase-3-Assay; primére Rattenhepatozyten; 24h tBSO +24h AA +BSO
A: Zusammenfassung der Assays mit Kontrollwerten im Bereich ~4nm AFC/mg * min
und B: ~20nm AFC/mg*min C: Darstellung pro Ratte D: V79-Zellen. K: Kontrolle; Q:
Quercetin; LM8: (3-Hydroxy-4-[(E)-(2-furyl)methyliden]methyl-3-cyclopenten-1,2-dion).
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Sen und Mitarbeiter (2005) haben V79-Zellen wiederholt mit H,O, gestresst und ge-
zeigt, dass diese Zellen signifikant resistent gegenlber Apoptose durch akuten
Stress einer einmaligen UV-Bestrahlung sind. Ahnlich den Ergebnissen an Ratten-
hepatozyten beeinflussen 100-1250uM AA fir 24h unter GSH-Depletion nicht die
Caspase-3-Aktivitat in V79-Zellen. Es ist jedoch anzunehmen, dass Ac-DEVD-AFC
Substrat der Caspase-3 in V79-Zellen ist, da in der Literatur ebenfalls DEVD (z.B.
DEVD-pNA von Jorquera und Tanguay, 1999 und Ac-DEVD von Sen et al., 2005) an
V79-Zellen zur Caspase-3-Aktivitatsbestimmung verwendet wird. AA scheint nach
24h konzentrationsabhangig die Caspase-3-Aktivitat zu hemmen. Es ist mdglich, das
Untersuchungen zur Caspase-3 im Bereich weniger Stunden nach Substanzinkuba-
tion zu erhdhter Aktivitat flhren wirden. Nach Jorquera und Tanguay (1999) fuhrt
beispielsweise Fumarylacetoacetat nach 3h zur Caspase-1-Aktivitat, nach 1-12h zu
Procaspase-3-Expression, nach 24-32h zu Cytochrom c-Freisetzung und nach 32h
zu maximaler Caspase-3-Aktivitat an V79-Zellen. Wenn nach 24h und 6mM AA be-
reits apoptotische Kdérperchen vorhanden sind, ware die Caspase-3-Aktivitat zu ei-
nem friheren Zeitpunkt aktiv gewesen. In Abhangigkeit der Konzentration kdénnten
auch nekrotische Vorgange ablaufen. Aufgrund der hohen Aktivitat in den Kontrollzel-
len wurde die Apoptoseinduktion mithilfe einer Anfarbung untersucht.

Im Folgenden zeigen mikroskopische Aufnahmen angefarbter V79-Zellen die mor-

phologischen Verédnderungen als Indiz flir Apoptose in Abhangigkeit von der Sub-
stanzkonzentration (AA £ BSO, GA) und der Zeit zwischen 6h und 24h Inkubation.
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24h OmM 24h 1mM AA

N

24h 2mM AA 24h 6mM AA

Abb. 75: V79-Zellen (1%DMSO0), 24h, Acrylamid: A) OmM; B) 1mM; C) 2mM; D) 6mM;
DAPI+Propidiumjodid-Farbung.

24h Kontrolle V79-Zelle 2mM AA emM AA

Abb. 76: gesunde Zelle (Kontrolle) apoptotische Vorstufe apoptotische Kérperchen
V79-Lungenfibroblast nierenférmiger Kern
1% DMSO 2mM AA, 24h 6mM AA, 24h

Nach 24h bildet sich in einer Vielzahl der mit 2mM AA behandelten V79-Zellen die fur
Fibroblasten typische Struktur zurlick, die Zellen runden sich ab und der DNA-Kern
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schrumpft nierenférmig zusammen (s. Abb. 75 und 76). 6mM AA flhrt nach 24h zu
apoptotischen Kérperchen. Die flir Apoptose typischen apoptotischen Kérperchen
sind in Abb. 76 nach 24h mit 6mM AA an V79-Zellen in einem reprasentativen Bei-
spiel zu sehen. Verglichen mit dem Comet-Assay nach 24h an V79-Zellen ist es
wahrscheinlich, dass ab 6mM detektierte DNA-Schweifintensitaten auf apoptotische

Kérperchen zuriickzuflhren sind.

6h Kontrolle ohne BSO, V79-Zellen 6h 6mM AA - BSO

6h Kontrolle mit BSO, V79-Zellen 6h 6mM AA + BSO

Abb. 77: 6h-Inkubation, V79-Zellen, Vergleich von 6mM AA mit und ohne GSH-Depletion.

Abb. 77 zeigt mit DAPI angefarbte DNA und mit Propidiumjodid gegengefarbte V79-
Zellen nach 6stindiger Inkubation. 6mM AA tolerieren V79-Zellen bis 6h sehr gut; die
Zellen bleiben in lhrer Morphologie unverandert. BSO wird bis 6h (+ 24h Vorinkubati-
on) ebenfalls gut toleriert. Dagegen sind nach 6mM AA in Gegenwart von BSO apop-
totisch zerfallene Zellen auf dem Objekttrager zu finden (s. Abb. 77). Im Comet-
Assay treten nach 6h ab 6mM AA erhéhte DNA-Strangbriche auf und ab 3mM AA
unter GSH-Depletion. Ein Zusammenhang von DNA-Schweifintensitat mit dem Auf-
treten apoptotischer Kérperchen bei hohen AA-Konzentrationen in Gegenwart von
BSO ist daher wahrscheinlich. In BSO-unbehandelten Zellen kommt es zu keiner
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Ausbildung von apoptotischen Kérperchen nach 6h. Folglich sind apoptotische Pro-
zesse wahrscheinlich nicht fir die, bei den nach ausschlieBlich mit 6mM AA (6h) be-
handelten Zellen, beobachteten DNA-Strangbriiche verantwortlich. 900uM GA beein-

flussen kaum die Zellmorphologie (Abb. 78). Das Wachstum der Zellen in ,Klumpen'
ist fUr diese Zelllinie typisch. Neben Mikrokernen treten in dieser maximal eingesetz-

ten Konzentration sehr vereinzelt auch apoptotische Kernkérperchen auf.

24h Kontrolle, V79-Zellen 24h 900uM GA

Abb. 78: 24h-Inkubation, V79-Zellen, 900uM Glycidamid (GA) im Vergleich zur Kontrolle
1%DMSO.

Unter mit 1mM BSO-behandelten Zellen (24h Vorinkubation mit Serum + 24h Inkuba-
tion serumfrei) ohne AA sind Vorstufen der Apoptose zu finden. In Abb. 79 sind in der
Mitte des Bildes zwei abgerundete Zellen mit deutlich gekrimmten DNA-Kernen dar-
gestellt, deren DNA sich aufkondensiert. GSH-depletierte Zellen sind schutzloser ge-
gen endogene Stressoren, die mit der Zeit beispielsweise bei der Atmung anfallen.
Daher kénnte BSO zu programmiertem Zelltod flhren.

24h 1mM BSO V79-Zellen

Abb.79: 24h-Inkubation, V79-Zellen, imM BSO (24h Vorinkubation + FKS + 24h Inkubation se-
rumfrei).
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Die mikroskopischen Bilder haben eine hohe Aussagekraft als Indiz fir Apoptosein-
duktion durch AA. Jedoch kann aufgrund der Bildausschnitte keine quantitative Aus-
sage Uber das apoptoseinduzierende Potential von AA getroffen werden. Es konnte
auch eine geringe Anzahl von in Apoptose befindlichen Zellen in der Kontrolle vor-
kommen, doch wurden in mit AA behandelten Gruppen eine gréBere Anzahl apopto-
tischer Zellen gefunden.

Apoptoseinduktion durch AA wird auch in der Neuro- und Reproduktionstoxikologie
diskutiert. Subchronische Exposition von mannlichen adulten Wistar-Ratten mit 20mg
und 40mg AA/kg KG i.p. an drei Tagen der Woche beeinflusste die Expression von
Proteinen des zentralen und peripheren Nervensystems, die in Verbindung mit Apop-
tose stehen (Li et al., 2006). Nach Li und Mitarbeitern (2006) ist der Anstieg ein Indiz
fur frihe molekulare Regulationsmechanismen apoptotischer Prozesse in der Neuro-
pathie durch AA.

In einer 8 Wochen-Studie zur Reproduktionstoxizitdt von AA wurde mannlichen Rat-
ten 5mg und 10mg AA/kg KG und Tag tber das Trinkwasser verabreicht (oral). In
den mit AA behandelten Ratten wurde bei der histologischen Untersuchung eine er-
héhte Anzahl an Leydig-Zellen®® um apoptotische Tubuli seminiferi, Kanalchen der
Hoden-Lappchen, festgestellt (Wang et al., 2007).

Zusammenfassung der Daten zur Apoptose

Morphologischen Veranderungen zufolge induziert AA an V79-Zellen innerhalb von
24h im millimolaren Bereich Apoptose (s. apoptotische Vorstufen und Kdrperchen in
Abb. 76). Es gibt morphologische Befunde als Hinweis darauf, dass dieser Effekt in
Gegenwart von BSO bereits nach 6h eintritt. BSO fuhrt nach insgesamt 48h selbst zu
einem leichten Apoptose induzierenden Effekt. Es besteht unter nachhaltigem oxida-
tiven Stress, wie er durch BSO ausgeldst wird, die Méglichkeit, dass AA an priméaren
Hepatozyten der Wistar-Ratte als auch an V79-Zellen nach 24h Caspase-3-
unabhangig Apoptose induziert (Ishihara et al., 2005).

Es ist wahrscheinlich, dass nach 24h Inkubation mit 6mM AA bzw. 6h unter gleichzei-
tiger GSH-Depletion erhéhte DNA-Schweifintensitaten auf apoptotische Kdrperchen

zurickzufuhren sind.

% Leydig-Zellen produzieren Testosteron
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7. Zusammenfassung

Acrylamid (AA) ist im Tierversuch krebserregend und als beim Menschen wahr-
scheinlich kanzerogen eingestuft (IARC, 1994). Bisher ist der Mechanismus noch
nicht vollstandig bekannt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das genotoxische Potential von AA und dem in
vivo gebildeten Metabolit GA an verschiedenen biologischen Endpunkten in vitro zu
messen und damit die Datenbasis zur Risikoabschatzung fir den Menschen zu
verbessern. Desweiteren sollte der Einfluss von GSH und CYP 2E1 des Fremdstoff-
metabolismus auf die Wirkung von AA in Sdugerzellen untersucht werden.

AA und GA wurden in ihren DNA-strangbrechenden Kapazitaten, in den durch sie
induzierten Mikrokernraten und der Bildung von DNA-Addukten miteinander vergli-
chen. Dazu wurden zwei Zellsysteme unterschiedlicher Enzymausstattung verwendet
und die GSH-Synthese mittels BSO inhibiert. AA vermittelt bis 6mM und 24h an pri-
maren Rattenhepatozyten und V79-Zellen nur marginale Effekte auf die DNA-
Integritat. AA induziert weder Mikrokerne noch fihrt AA zu N7-Gua-Addukten in V79-
Zellen. Im Gegensatz dazu zeigt GA durchweg in allen Testsystemen ab 100-600uM
genotoxische Effekte. Dabei erwiesen sich die durch GA induzierten Mikrokerne in
der CREST-Farbung als tberwiegend klastogen. Im Comet-Assay lieB sich durch
zusatzliche FPG-Behandlung eine DNA-Schadigung durch GA bereits ab 3uM an
Rattenhepatozyten nachweisen. Eine wesentliche Rolle spielen dabei die N7-Gua-
Addukte, die von FPG erkannt werden und auch nach 6h-Inkubation aus V79-Zell-
DNA isoliert werden konnten. Unter GSH-Depletion reduziert AA die Viabilitat beider
Saugerzellsysteme und flihrt zu leicht erhdhten DNA-Schaden. Darauf hin durchge-
fihrte Untersuchungen zur Zytotoxizitat und Apoptoseinduktion geben Hinweise dar-
auf, dass AA Caspase-3-unabhangig unter GSH-Depletion in Rattenhepatozyten
Apoptose induziert und neben zytotoxischen (3-6mM, 24h) auch proliferative Effekte
(300-600uM) an V79-Zellen zeigt. Der Vergleich der Zellsysteme fihrt zu dem
Schluss, dass eine hohe CYP-2E1-Expression und -Aktivitat nicht der einzige rele-
vante Faktor fir die Sensitivitat gegenlber der DNA-strangbrechenden Kapazitat von
AA ist; Entgfitungsmdglichkeiten werden diskutiert.

Nach den Ergebnissen wird Uber AA-Exposition aus Lebensmitteln keine Dosis er-
reicht, die zu erhéhten Mikorkernfrequenzen oder DNA-Strangbruchraten an Sauger-
zellen geflihrt hat. GA zeigte sich genotoxischer als AA. Die Daten sind mit in die
Riskobewertung von AA eingegangen.
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8. Methoden

8.1 Zellkultur

8.1.1 Zelllinien

a) Primare Rattenhepatozyten

FiOr die Versuche wurden ausschlieBlich junge, gesunde und mannliche Wistar-
Ratten, welche ein Gewicht zwischen etwa 120-200g erreicht hatten, verwendet.
Méannliche Ratten kénnen etwa 200-500g schwer und bis zu 4 Jahre alt werden.

Abb. 80: Wistar-Ratte (Albino)
(http://www.nlac.mahidol.ac.th/nlacwwwtha/rat.jpg)

Gewinnung primarer Rattenhepatozyten

Die Leber ist der Hauptort des Fremdstoffmetabolismus. Ein Nachteil primarer Rat-
tenhepatozyten ist die rasche Abnahme des Differenzierungsstatus. Primare Ratten-
hepatozyten kdnnen bislang nur bis zu zwei/drei Tagen in Kultur gehalten werden.
Die Leberzellen mannlicher Wistar-Ratten wurden im Rahmen einer Studie des Ar-
beitskreises von Prof. Dr. med. Dr. rer. nat. Schrenk (TU Kaiserslautern) gewonnen.
Die Ratten erhielten eine Betaubungsdosis, die sicherstellte, dass die Tiere nicht

wieder aus der Narkose erwachen.
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Durchflihrung

- Die Ratte betauben und die Betdubung anhand der Reflexe Uberprifen

- Ratte an den vorderen und hinteren Extremitaten mit Klebeband fixieren

- Bauchdecke 6ffnen

- Féaden einndhen (zum VerschlieBen des BlutgefaBes und Befestigen der Ka-
nale spater)

- Schnitt ansetzen und ausbluten lassen

- Blutvolumen durch erste Ersatzfliissigkeit kompensieren (GefaB zur Leber)

- wenn heraustropfende FlUssigkeit rosa gefarbt ist, Kreislauf mit externer Pum-
pe und Fliussigkeitsreservoir mit Kollagenase enthaltender 2. Ersatzflissigkeit
durch Zuziehen der Néhte am blutabfiihrenden GefaB schlieBen

- Warmelampe dicht Uber Leber positionieren

- Nach 6-10min mit Pinzette Leber sanft andriicken (wenn Druckstellen kurz
verbleiben, sind Zellen vereinzelt)

- Leber entnehmen

- Leber durch Nylonnetz pressen

- Suspension mit Waschpuffer spilen

- Zellsuspension durch ein dichteres zweites Netz geben

- Leberzellen zentrifugieren und mit Puffer waschen

AnschlieBend wird die Vitalitat der Zellen mittels Trypan Blau-Ausschlusstest be-

stimmt (vgl. Kapitel 8.10.2).

Die Leberzellen werden auf mit Kollagen beschichteten Petrischalen in Williams E
Medium (Sigma-Aldrich), versetzt mit 10% fétalem Kalberserum (Gibco), 1% L-Glu-
tamin (Gibco) und 1% Penicillin/Streptomycin (10000 I.U./ml; 10mg/ml, Gibco), aus-
gestreut (37°C, 5% CO,, 95% Luftfeuchte).

Beschichtung von Petrischalen fiir Primarkultur

Die primaren Hepatozyten bendtigen eine besondere Beschichtung am Boden einer
Kulturschale, um anhaften zu kénnen. Dazu wird Kollagen aus dem Rattenschwanz
gewonnen und bei 4°C in 50ml-Tubes aufbewahrt (Kunz, 2004). Der Bodensatz darf
nicht aufgeschttelt werden. Fir die vorliegende Arbeit wurden Restbestande von
Herrn Kamp verwendet (Kamp, 2004). Etwas klare Kollagenlésung wird in eine Petri-
schale Uberfiihrt, diese geschwenkt bis der Boden bedeckt ist und der fliissige Uber-
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stand mdglichst vollstandig in die nachste Petrischale Uberfuhrt (leichtes Ausklopfen),
bis alle Schalenbdden bedeckt sind. AnschlieBend werden die Boden bei Raumtem-
peratur getrocknet und unter einer UV-Lampe flr mindestens 30-60min sterilisiert
(Lagerung <1 Woche).

b) V79-Zellen

V79-Zellen sind Lungenfibroblasten eines chinesischen Hamsters. Die immortalisier-
ten Zellen wurden bereits 1958 einem Hamster-Lungengewebe enthnommen und sind
inzwischen toxikologisch etabliert. Sie wachsen adherent und in Klumpen. lhre Mor-
phologie ist gemaR ihrer Herkunft fibroblasten&hnlich. Ihre Verdopplungszeit betragt
ca. 16h (DSMZ, 2006). Kultiviert wurden sie in Dulbecco's modified Eagles medium
(DMEM, Gibco) bei 37°C, 5 CO, und 95% Luftfeuchtigkeit %. Das Medium wurde
zusatzlich mit zehn Prozent (v/v) fétalem Kalberserum (FKS, Gibco) versetzt.

Abb. 81: V79-Zellen, eigene Arbeit, Durchlichtmikroskop (A) Blick in die Kulturfla-
sche; Klumpembildung (B) Petrischale

Prophylaktisch erfolgte die Supplementierung des Mediums mit einem Prozent eines
Antibiotika-Gemisches aus Penicillin und Streptomycin. In Abb. 81 sind unbehandelte
V79-Zellen zu sehen. Sie sind angewachsen und haben ihre Fibroblastenstruktur
ausgebildet. Kugelige Zellen sind gerade in Teilung befindlich. Deutlich zu erkennen
ist auch das Wachstum in Klumpen (s. Abb. 81 A).
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8.1.2 Auftauen von Zellen

Bei -80°C kryokonservierte Zellen werden im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und die
darin befindliche DMSO-Konzentration direkt durch Zugabe von 10ml Medium ver-
dinnt. Die Zellsuspension wird bei 200 x g fir 4 Minuten zentrifugiert und der Uber-
stand verworfen. Das Zellpellet wird in frischem 20% FKS-haltigen Medium (37 °C)
aufgenommen. Die Suspension wird in eine Kulturflasche Uberflihrt und die Zellen
bei 37°C, 5% CO. und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert (Lindl, 2000). Vor der ersten
Verwendung werden den Zellen mind. 14 Tage Zeit zum Anwachsen, Regenerieren
und Proliferieren in Kultur gegeben. Zudem werden sie mikroskopisch betrachtet und
auf Mykoplasmen getestet (vgl. Kapitel 8.1.6).

8.1.3 Mediumwechsel

a) Die primaren Rattenhepatozyten erhalten nach 2h in FKS-haltigem Medium (10%
FKS) einen Mediumwechsel auf Insulin-Transferrin-Selenium (ITS, Gibco Invitrogen)-
haltiges Medium (1% v/v). ITS-Medium ist das verwendete serumfreie Inkubations-
medium: Die Primarkultur wird 2h nach Entnahme aus dem Tier und Ablegen der
Zellen far den Versuch verwendet. Das Medium mit nicht abgelegten toten Zellen
wird vom Rand her abgesaugt. Man lasst HEPES-haltige phosphatgepufferte Koch-
salzlésung (HPBS) aufgrund der Empfindlichkeit dieser Zellen nur eintropfen. Dies
gilt auch fur die Zellsuspension und Mediumzugabe. Der Puffer wird abgesaugt und
anschlieBend das Inkubationsmedium zugetropft.

b) Bei V79-Zellen wird ein Mediumwechsel alle drei bis vier Tage, aber spatestens,
wenn die Nahrstoffe des Mediums verbraucht sind, durchgeftihrt. Mit dem Verbrauch
der Nahrstoffe nehmen auch die Stoffwechselprodukte der Zellen zu. Das Medium
enthalt einen Indikator, der eine pH-Wert-Anderung durch Umschlag von rot nach
gelb anzeigt. Das Medium wird in diesem Fall abgesaugt und die abgestorbenen Zel-
len mit etwa 5ml PBS entfernt. AnschlieBend wird das verbrauchte Medium durch
neues vortemperiertes Medium ersetzt (Lindl, 2000). Bei Auftreten einer Kombination
aus Nahrstoff- und Platzmangel wird direkt passagiert (8.1.4), was bei V79-Zellen
aufgrund der hohen Zellteilungsrate haufig eintritt.
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a) HPBS (10x) b) PBS
2,383g HEPES

1009 NaCl 171mM NaCl

149 Na,HPO4 10mM  NaxHPO4

2,59 KCI 3,4mM KCI

2,59 KH2PO4 1,8mM  KH:PO,

mit HoOpigest” auf 11 auffillen, pH 7,4 mit H2Obigest auffillen, pH 7,4

8.1.4 Passagieren

Bei Zellen in Kultur handelt es sich um immortalisierte oder entartete Krebszellen,
welche sich ungehemmt teilen. Daher missen sie aktiv immer wieder ausgedinnt
werden. Viele Zellen, darunter die V79-Zellen, wachsen als Monolayer und bedecken
den Kulturflaschenboden innerhalb einer Woche. Benachbarte Zellen kénnen Zell-
Zell-Interaktionen eingehen und Stress bei zu hoher Zelldichte auslésen. Zum Aus-
dinnen werden die am Boden anhaftenden (adherenten) Zellen mithilfe des Enzyms
Trypsin angedaut, damit sie vom Boden ablésbar sind. Um weiteren Stress/ Schaden
durch Trypsin zu vermeiden, wird nach einigen Sekunden dieses mittels FKS inakti-
viert. Die ,Abtrypsinierzeit* betragt bei V79-Zellen etwa 30sec bis 1min und ist von
Zell- zu Zelllinie unterschiedlich. Wenige Zellen werden in die Kulturflasche zurlck-
gegeben oder in eine neue Uberfihrt. Bei diesen Zellen handelt es sich nun um eine
um eins erhohte Passage. Die Zellen werden meist mit einer niedrigen Passage und
Angabe ihrer Eigenschaften geliefert. Mit zunehmender Anzahl an Zellteilungen koén-
nen naturliche Fehler auftreten: es besteht die Gefahr von Mutationen und verénder-
ten Zelleigenschaften wie beispielsweise eine veranderte Rezeptordichte bei A431-
Zellen. Zur Vermeidung dieser unerwiinschten Effekte werden junge Zellpassagen
eingefroren und die Zellen zelllinienabhangig nach ca. 30 Passagen verworfen (Lindl,
2000).

%7 bidest: bidestilliert (zweifach destilliert)
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Durchflihrung

- Medium absaugen

- Zellen mit PBS von abgestorbenen Zellen sowie Mediumresten befreien
- Zellen mit 2,5ml Trypsinlésung Uberschichten (30sec bis 1min)

- 40ml vorgewarmtes Medium zugeben

- bei 37°C, 5% CO, und 95% relativer Luftfeuchte weiterkultivieren

Trypsin
0,059 (3,6 Units/ mg) Trypsin
0,86mM EDTA

mit PBS auf 100 ml aufflllen, auf Eis Gber Nacht riihren, durch einen & 0,2um

Filter sterilfiltrieren, aliquotieren und bei -20°C lagern

8.1.5 Einfrieren und Lagern von Zellen

Nach dem Passagieren wird die trypsinhaltige Zellsuspension 5min bei 200 x g
zentrifugiert. Das Medium wird verworfen und das Zellpellet in 10ml serumhaltigem
Medium resuspendiert. Zum Einfrieren versetzt man die Zellsuspension mit 10%
DMSO, damit Kristallbildung verhindert wird, was die Zellen zerstéren wirde. Da
DMSO jedoch in dieser Konzentration zelltoxisch wirkt, ist darauf zu achten, das die
Zellsuspension innerhalb etwa einer Minute zu je 1ml aliquotiert und in -80°C Umge-
bung herunter gekihlt wird. Es werden Kryordhrchen mit Barcode von Greinerbioone
verwendet. Die Lagerung kann mehrere Monate bei -80°C oder langfristig in fllssi-
gem Stickstoff erfolgen. Fir die Aufbewahrung in Stickstoff sollten die Zellen zu-

nachst im Biofreezer Sanyo Fisher ,Jangsam® eingefroren werden (Lindl, 2000).

8.1.6 Mykoplasmentest

Allgemein werden Zellen unter moglichst sterilen Bedingungen kultiviert, um Konta-
minationen mit Bakterien und Pilzen zu vermeiden. Mykoplasmen sind eine Gruppe
sehr kleiner (0,8um) pleomorpher Bakterien, die gegen Penicillin und seine Derivate
resistent sind, denn sie weisen statt einer Zellwand nur eine dreischichtige Zytoplas-
mamembran auf (Falbe und Regitz (Hrsg.), 1999). Die Folge einer Kontamination
kébnnen schwerwiegende Veranderungen wie verdnderte Stoffwechsellagen in den

infizierten Zellkulturen sein.
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Ein Nachweis kann mit einem DNA-Fluorochrom wie DAPI*® durchgefihrt werden.
Fir einen Mykoplasmentest wird ein Objekttrager in eine passende Petrischale ge-
legt und mit ein paar Tropfen Zellsuspension beschichtet. Die Petrischale wird mit
10ml entsprechendem Kulturmedium aufgeflllt. Nach einem Tag wird der bewachse-
ne Objekttrager aus dem Medium herausgehoben, mit -20°C vorgekihltem Methanol
tbergossen und die Zellen flir mindestens 60min in -20°C kaltem Methanol fixiert. Mit
einigen Tropfen DAPI/Sulforhodamin (SR) 101-Lésung farbt man an. Nach Auflegen
eines Deckglases und Auftragen eines Oltropfens werden die Zellen im Olimmersi-
onssystem unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. DAPI bindet selektiv an
DNA und bildet fluoreszierende DNA-DAPI-Komplexe hoher Spezifitdt. Die DNA-
DAPI-Komplexe erscheinen blau-weiBlich, wahrend das Plasmaprotein rot (SR 101)
eingefarbt ist. Wenn im roten Plasmabereich auBerhalb der Zellkerne kleine weiBlich-
blaue Punkte, meist um den Zellkern herum, zu sehen sind, liegt eine Mykoplasmen-
kontamination vor (Lindl, 2000). Die Abwesenheit von Mykoplasmen wurde in routi-

nemasig alle 14 Tage kontrolliert.

DAPI/SR 101-Lésung 50,2M Tris-HCI, pH 7,6
0,2M NaCl
8uM DAPI
50uM SR 101

mit HoOpigest @ufflillen

Abb. 82: A) Mykoplasmeninfektion B) Mykoplasmenfrei
(Roche, 1999)

% DAPI: 4'6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid
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Eliminierung von Mykoplasmen

Eine Eliminierung von Mykoplasmen (s. Abb. 82 A) ist Uber eine mehrzyklische Be-
handlung mit einer Antibiotika-Kombination von BM-Cyclin 1 und 2 méglich. Bei BM-
Cyclin 1 handelt es sich um ein Pleuromutilin-Derivat, bei BM-Cyclin 2 um ein Tetra-
cyclin-Derivat. Die BM-Cycline wirken u.a. gegen Acholesplasma laidlawii, My-
coplasma argini, Mycoplasma hyorhinis und Mycoplasma orale. Dabei handelt es
sich um Stdmme, welche fiir mehr als 85% der Kontaminationen in tierischen Zellkul-
turen verantwortlich sind (Produktinformation, Roche, 1999). Die infizierten Zellen
erhalten in ihrer Kulturflasche nach Mediumwechsel 40ml Medium mit 10ug/ml BM-
Cyclin 1. Nach drei Tagen wird das Medium gegen BM-Cyclin 2-haltiges (5pg/ml)
ausgetauscht und bei Bedarf passagiert. Nach vier Tagen werden die Zellen wieder-
um fUr drei Tage mit BM-Cyclin 1 inkubiert. Der Behandlungszyklus wird noch einmal
vollstdndig durchgeflihrt, nachdem keine Mykoplasmen mehr optisch nachweisbar

sind.
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8.1.7 Zellzahlbestimmung

Fir reproduzierbare Experimente missen definierte Zellzahlen ausgestreut werden.

Far die Bestimmung der Zellzahl ist es erforderlich, dass man eine Zellsuspension

mit gut vereinzelten Zellen vorliegen hat. Die Neubauer Zahlkammer (Marienfeld)

Abb. 83: Neubauer Zahlkammer: Newton’sche Ringe
garantieren den richtigen Abstand.

besteht aus einer Glasplatte mit
exakt definierter Vertiefung und
unter dem Mikroskop erkennba-
rem Z&ahlgitter. Ein Deckglas wird
angehaucht und auf die Zahlkam-
mer angedrlckt. Newton’sche Rin-
ge garantieren den richtigen Ab-
stand. Ein Aliquot Zellsuspension
wird an den Rand der Neubauer
Zahlkammer gegeben, so dass
sich die Z&dhlkammer voll saugt. Es
werden die Zellen von vier Quad-

ranten (s. Abb. 84) ausgezahlt. Bei den Zellen, die auf dem Rand der Quadranten-

markierungen liegen, verfahrt man folgenderweise: bei zwei von vier Seitenbegren-

zungen werden die Zellen mitgezahlt, die auf dem Rand liegen.

Die durchschnittliche Zellzahl je Quadrant wird mit dem Volumenfaktor der Zahl-
kammer (10.000) multipliziert. Man erhalt somit die Zellzahl pro ml (Lindl, 2000).

i
!

! ’rfF 11
|

—— T

I

= s i Hi—! '_'17; ,
!
\

R i

- e

Abb. 84: Neubauer Zahlkammer; Lindl (2000), modifiziert.
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8.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung wird nach Bradford (1976) durchgefihrt. Sie beruht auf der
Bindung des Farbstoffes Coomassie Brillant Blue G-250 an Proteine. Dadurch ver-
schiebt sich das Absorptionsmaximum des freien Farbstoffes von 465nm auf 595nm,
wobei der Anstieg der Absorption bei 595nm detektierbar und zur Menge an Protein
proportional ist. Innerhalb von 2min findet die Bindung ans Protein statt und ist flr 1h
stabil. Nur wenige Pufferkomponenten wie Triton-X-100 (abh&ngig von der Menge)
kénnen zur Farbveranderung flhren. Der Einfluss geringer Detergenzmengen auf die

Absorption wird durch eine mitgefuhrte Pufferkontrolle eliminiert.

Durchflihrung

Zunachst wird eine Eichreihe mit Konzentrationen zwi-
schen 0,1 und 1mg Protein/ml durch Verdinnung des Pro-
teinstandards BSA [2mg/ml] mit HoOpigest €rstellt. Die Probe
wird je nach zu erwartendem Proteingehalt entsprechend

verdinnt. Der Probenpuffer wird ebenfalls als Blindwert im

Abb. 85: Proteinbestim-

gleichen Verhaltnis wie die Probe verdinnt. Zu jeweils 10pl mung, Bradford

der so erhaltenen Messreihe wird 1ml Bradford-Reagenz

mit der Multipette zugegeben und die Mischung gevortext, bevor man der Bindungs-
reaktion 5 Minuten Zeit lasst. Zur Messung werden je 200ul Testlésung in ein Loch
einer 96-Loch-Platte in Doppelbestimmung Utberfihrt. Die Platte wird im Microplate
Reader (450 Biorad oder GENios Tecan) bei 595nm vermessen. Die Proteinbestim-
mung erfolgt nach Abzug des Blindwertes von der Probe Uber lineare Regression mit
Hilfe der Eichgeraden.

Bradford-Reagenz
Coomassie Brilliant Blue G-250 100mg

EtOH (100%) 50ml
H3sPO4 (850/0) 100ml
mit Aquapigest auf 11 auffillen (850ml)

filtriert etwa 1 Monat im Dunkeln vor Verwendung stehen lassen
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8.3 Glycidamid

8.3.1 Synthese von Glycidamid

Die Synthese wurde mithilfe von Dr. Karlheinz Merz und Peter Mertes der Arbeits-
gruppe von Prof. Dr. G. Eisenbrand an der Technischen Universitat Kaiserslautern
durchgefihrt (Payne und Williams, 1961; Stephanie, 2003).

Wie in der Abb. 38 (Kapitel 4.1) dargestellt ist, reagiert Acrylnitril (M, 53.06) mit Was-
serstoffperoxid (M, 34.01) im basischen Milieu zum Epoxid GA (M, 87.08).

Es werden 500ml Wasser und 1mol Wasserstoffperoxidlésung (30%) in einem
1000ml-Kolben vorgelegt und 1,22mol Acrylnitril hinzugeflgt. Man hélt die Tempera-
tur wahrend der Reaktionszeit mithilfe eines Wasserbades und Eis auf 35°-37°C. Die
Reaktion wird durch siebenstliindiges Zutropfen von 60ml 1M Natronlauge durchge-
fuhrt, wobei der pH-Wert konstant zwischen pH 7,3 und pH 7,5 gehalten wird.

Es folgt eine jodometrische Bestimmung des nicht umgesetzten Wasserstoffperoxi-
des, um sicher zu stellen, dass sich kein explosives Acetonperoxid bildet. Dazu
titriert man ein Gemisch aus Reaktionslésung und Nal-Lésung mit 0,1M Na»S.03 ge-

gen Starke.
I 1 A #0

H202 +2I'+ 2H+ —>2H20 + |2

> + 282032- — 21 + 84062-

Das Reaktionsgemisch wird entweder direkt oder nach Abfiltrieren von Uber Nacht
gebildetem Niederschlag eingeengt. Durch Zugabe von Aceton (400ml) geht GA in
Lésung, welche filtriert und dann am Rotationsverdampfer und im Olpumpenvakuum
getrocknet wird. Unter Argon-Schutzatmosphéare lasst man das hygroskopische GA
aus trockenem Aceton bei -20°C langsam auskristallisieren.

8.3.2 Einwaage des Glycidamid unter Argon

Da GA naszierend und hygroskopisch ist, wird GA unter Schutzathmosphéare wasser-
frei eingewogen und aufbewahrt (-20°C). Dazu wird ein leerer Kolben ausgeheizt,
Vakuum darauf gezogen und dann mit Argon beflllt und gewogen. Dann wird von
einem Vorratskolben in den leeren Kolben unter Argonstrom GA umgefillt und an-
schlieBend der Kolben mit der frisch abgeflllten Menge abgewogen und gegen das
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Leergewicht verrechnet. Das GA wird in DMSO aufgenommen und kann dann an der
Luft weiter verwendet werden (Vorgehensweise an TU Kaiserslautern).

Méglich ist auch die Einwaage im Vakuumsystem mittels Schleuse. Dazu missen
Klebestreifen vom Kolben entfernt werden, um sicher zu stellen, dass darunter keine
Luft eingeschlossen sein kann. Nach etwa einer halben Stunde in der Schleuse kann
der gedffnete Kolben ins Innere des Systems eingebracht werden. Uber integrierte
Handschuhe kann man von auBen ins Innere der Vakuumbox greifen und das GA
abfillen. Eine elektronische Feinwaage im System ist mit einem Drucker im AuBen-
raum verbunden und Ubermittelt die Einwaage (AK Feldmann, TH Karlsruhe).

8.4 Glutathion

8.4.1 Glutathion-Depletion in Zellen

Die y-Glutamylcystein-Synthetase katalysiert den ersten und limitierenden Schritt der
GSH-Synthese. Er kann durch BSO effektiv inhibiert werden (Kelly et al., 2002; Chen
et al., 2005).

GSH-Synthese: L-y-Glutamyl-L-cystein + Glycin + ATP — GSH + ADP +P;

BSO-Behandlung

Eine Reihe von Versuchen sollte unter GSH-Defizit durchgefliihrt werden. Dazu wur-
de die GSH-Neusynthese bereits 24h zuvor mittels BSO (Sigma-Aldrich) gehemmt.
Um einen Anstieg wahrend der Inkubation zu verhindern, wird neben der Testsub-
stanz wiederholt BSO zugefligt. Die BSO-Behandlung besteht daher aus einer Vor-
und Koinkubation.

Zur GSH-Depletion werden die Zellen 24h mit 1imM BSO in a) HPBS und b) PBS mit
Lésungsmittelendkonzentration von 1% in a) ITS- und b) FKS-haltigem Medium vor-
inkubiert. BSO wird vor Gebrauch frisch angesetzt, zum Lésen auf 37°C erwarmt,
und mittels Membranfilter (Rotilabo-Spritzenfilter, steril, Carl-Roth) tber 0.2um steril
filtriert. Die Koinkubation erfolgt fiir die Dauer der Inkubation mit der Testsubstanz mit
1mM BSO in a) HPBS und b) PBS (1% v/v) in a) ITS- und b) serumfreiem Medium.
Eine Lésungsmittelkontrolle enthalt zuséatzlich zum Lésungsmittel DMSO, in der die
Testsubstanz geldst ist, 1% a) HPBS oder b) PBS (L6sungsmittel des BSO).
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Der ECso-Wert (effect concentration) ist die Konzentration, bei der der GSH-Gehalt
um 50% erniedrigt ist und wird Uber eine lineare Regression berechnet.
Berechnung des ECs5o mit Achsenabschnitt A und Steigung B der linearen Regres-

sionsgeraden aus y= A + B - x ECso= %

2 2
Fehler des ECsp : A ECso= \/(— %) x(m,, )? +(A;250j x(m, )?

mit ma,mg: Fehler von A und B.

8.4.2 Bestimmung des Glutathiongehaltes

Die Glutathionbestimmung wird mit Hilfe eines kinetischen Assays nach Gallagher
und Mitarbeitern (1994) durchgefihrt.

Als erstes werden in Petrischalen mit 92mm Durchmesser je nach Zelllinie a) 6 Mio
primare Rattenhepatozyten oder b) 1Mio V79-Zellen in 10ml Medium ausgestreut.
Wie bei allen Versuchen mit der Priméarkultur wird nach 2h das Medium mit FKS ge-
gen Medium mit ITS nach einem HPBS-Waschschritt ausgetauscht. Im Folgenden
handelt es sich beim verwendeten Puffer bei der Primarkultur um HPBS, bei V79-
Zellen um PBS. Je nach Fragestellung wurden die Zellen entweder direkt nach der
Ablegephase von a) 2h bzw. b) 24h fir 24h mit BSO oder nach 24stlindiger Vorinku-
bation mit AA oder GA inkubiert. Als Negativkontrolle dient das entsprechende L&-
sungsmittel: Puffer (BSO) oder DMSO (AA/GA). Da BSO selbst ein potenter Inhibitor
der y-Glutamylcystein-Synthetase ist (Kelly et al., 2002), dessen Wirkung und Wirk-
konzentration im vorliegenden Zellsystem nachgewiesen werden soll, bendtigt es
keiner weiteren Positivkontrolle. Zur Reduktion des Substanzverbrauches wurde das
Volumen des Inkubationsmediums auf 6ml gesenkt.

Nach der Inkubation wird der Mediumiberstand abdekantiert, die Zellen mit 5ml Puf-
fer mediumfrei gewaschen und unter ca. 30 seklndiger Einwirkung von 1ml Trypsin
vom Boden geldst. Zum LOsen der Leberzellen von der beschichteten Platte werden
Zellschaber (Wheaton Science) eingesetzt. Fir die weiteren Schritte erfolgt die Auf-
arbeitung auf Eis. Die Zellen werden mit 3x 1ml Medium in ein 15mI-Réhrchen Gber-
fuhrt, wobei der erste Milliliter zum Deaktivieren des Trypsins 10% Serum enthélt, die
zwei darauf folgenden nicht. Die Zellsuspension wird bei 1500rpm und 4°C fir 10min
in der Zytofuge zentrifugiert. Der Uberstand wird abdekantiert. Das Zellpellet wird in

1ml A+B-Puffer aufgenommen, resuspendiert und in ein 2ml-ReaktionsgefaB Uber-
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fihrt. Nachgespdlt wird mit 2x 300ul A+B-Puffer. Die Suspension wird anschlieBend
in der Eppendorf-Zentrifuge bei 4°C und 2000rpm fir 10min zentrifugiert. Nach Ver-
werfen des Uberstandes wird das Zellpellet in 370ul A+B-Puffer aufgenommen, gut
resuspendiert und 20ul fir eine Proteinbestimmung nach Bradford (vgl. Kapitel 8.2)
eingesetzt. Zu den dbrigen 350ul werden 350ul 10%ige Sulfosalicylsdure (sulfosali-
cylic acid, SSA) zugegeben (Endkonzentration 5% SSA), das ReaktionsgefaB mit
einer zusatzlichen Verschlusskappe abgedichtet und direkt in fliissigen Stickstoff ge-
taucht. Die Proben werden bis zur Messung bei -80°C gelagert.

Zur Messung werden die Proben zun&chst auf Eis erwarmt und dann bei RT aufge-
taut. Nach dem Auftauen werden sie bei 4°C und 13.000rpm 15min lang zentrifugiert.

Der Uberstand wird in ein neues GefaB Uberfiihrt, gevortext und im Assay verwendet.

Derivatisierung zur Bestimmung des oxidierten Glutathion-Gehaltes: GS-SG

Zunachst muss reduziertes GSH derivatisiert werden, um bei der photometrischen
Reaktion ausschlieBlich GSSG messen zu kénnen. 250ul der jeweiligen Probe, GS-
SG-Standard und der Blank (Hintergrund) werden parallel behandelt, mit 100ul 50%
Triethanolamin (wassrig; w/v) versetzt und 10ul monomeres 2-Vinylpyridin unter dem
Abzug zugefligt. Ein Thermomixer (Modell 5436, Eppendorf) sorgt fiir konstante 26°C
und stetes Durchmischen des Reaktionsgemisches bei 600rpm. Nach 1h ist die Re-
aktion abgeschlossen. Je nach zu erwartendem GS-SG-Gehalt werden 20-40ul fur
die Bestimmung eingesetzt. Das Messprinzip entspricht der Bestimmung des Ge-
samt-GSH-Gehaltes. Nur das Volumen des A+B-Puffers ist dem eingesetzten Pro-

benvolumen anzupassen, so dass das Gesamtvolumen je Probe 200ul betragt.

Bestimmung des Glutathion-Gehaltes

Auf eisgekihlter Unterlage werden in Doppelbestimmung 10ul der jeweiligen Probe
pro Well in eine 96-Lochplatte vorgelegt. Derivatisierte Proben werden zur Vermei-
dung von Geruchsbelastigung und Veratzung der Atemwege unter einem Abzug
pipettiert. Eine Standardreihe (6 bekannte Konzentrationen GSH zw. 5uM und
160uM bzw. bei GS-SG zwischen 1,25uM und 40uM; GSH und GS-SG von Sigma-
Aldrich) sowie ein Blank fir die Hintergrundabsorption werden mitgeflhrt. In einem
FlUussigkeitsreservoir werden frische Lésungen A+B-Puffer, NADPH-L6sung, Glu-
tathion-S-Reduktase und DTNB-L&sung im abgedunkelten Raum vermischt.
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Endkonzentrationen im Well bei einem Gesamtvolumen von 200ul:

400uM NADPH

2 Unit/ml Glutathion-S-Reduktase

600uM DTNB

(in A+B-Puffer)
Die Reagenzienmischung wird mit einer Mehrkanalpipette zligig zugegeben.
Die Platte wird lichtgeschiitzt in das Mulit-Plattenlesegerat ,Victor’V(Perkin Elmer)
verbracht und vermessen. Nach 30 Sekunden sollen die Proben 30 Sekunden ge-
schittelt und dann bei 405nm (0,1sec/Loch) gemessen werden. Die Messung ist
nach der 10. Wiederholung abgeschlossen. Ausreichend hohe Absorptionswerte fir
GSH sind nach 2min; fir GS-SG nach 10min erreicht.
Die Absorptionswerte werden gemittelt, Gber lineare Regression der Eichreihe die
Konzentration [uM] Gesamt-GSH oder GS-SG ermittelt und auf die eingesetzte Pro-

teinmenge bezogen.

5 10 20 40 80 160 0 Eichreihe

X1 Xg X3 X4 X5 X6 Xn Proben

Abb. 86: GSH-Assay: Bild einer 96-Loch-Platte nach der Messung

Gebrauchslésungen:

1mM GSH in Aquapigest. Mit 5% SSA; Aliquots bei -80°C lagern

1mM GS-SG in Aquapigest. Mit 5% SSA; Aliquots bei -80°C lagern

6mM 5,5‘-Dithiobis(2-nitrobenzoesdure) (DTNB) in A+B-Puffer (1:10 im Assay)
dunkel aufbewahren

50U/ml Glutathion-S-Reduktase (1:100 im Assay)

20mM NADPH in 0,5% wassrigem NaHCO3 (1:50 im Assay)

5% (w/v) SSA in Aquapidest.

10% (w/v) SSA in Aquapidest.

121



Methoden

Puffer A 4,259 KH,PO4

0,585g Na,-EDTA

in 250ml Aquapigest.; bei 4 °C aufbewahren
Puffer B 10,8759 KoHPO4 (14,2649 KoHPO4*3H20)

1,179 Nax>-EDTA

in 500ml Aquapigest.; bei 4°C aufbewahren
A+B-Puffer 15% (v/v) Puffer A

85% (v/v) Puffer B

025
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y
Y
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Absorption 405nm
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Abb. 87: Reprasentative Eichreihen (A) GSH (B) GSSG

8.5 Nachweis von CYP-450 2E1

Mittels WesternBlot wurde nachgewiesen, ob CYP 2E1 in den verwendeten Zellen
exprimiert wurde. Der Nachweis der Aktivitat erfolgte mit Hilfe einer enzymspezifi-
schen Umsetzung eines Substrates.

8.5.1 Nachweis des CYP-450-2E1-Gehaltes mittels SDS-PAGE
und Western-Blot

Bei der Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) werden
Proteine ausschlieBlich nach ihrer MolekulgréBe, welches mit ihrem Molekularge-
wicht (MG [kDa]) korreliert, aufgetrennt. Hierzu werden die unterschiedlichen Ladun-
gen von Aminosauren durch das Detergenz SDS negativ Gberdeckt. Zusatzlich ge-
hen eine Hitze-Denaturierung und Aufspaltung der Disulfidbriickenbindungen der
eigentlichen Protein-Auftrennung voraus. Sie erfolgt nach Proteinaufgabe auf ein Po-

lyacrylamidgel mit wahlbarer Porengr6Be und Anlegen eines elektrischen Feldes.
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Es werden Zellsuspensionen von 6Mio Zellen (V79-Zellen, CaCo-2-Zellen, priméare
Rattenhepatozyten) 5min bei 800rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wird ab-
dekantiert und die Zellen mit 500ul entsprechendem Puffer (PBS oder HPBS) gewa-
schen. Der Zentrifugationsschritt wird wiederholt, der Uberstand verworfen und das
Zellpellet in 200ul RIPA-Puffer aufgenommen. Fur die Untersuchung der Proteinex-
pression an primaren Rattenhepatozyten in Abhangigkeit ihrer Kultivierungsdauer
werden 6Mio Zellen pro Petrischale ausgestreut. Der Versuch wird in Doppelbestim-
mung durchgefihrt, d.h. zwei Petrischalen/Probe(nentnahmezeitpunkt) und Beladung
zweier Geltaschen im spateren Gellauf. Die Zellen werden mit 200ul RIPA-Puffer/PS
abgeschabt und gepottert.

Auf Eis werden zunachst 40 Hibe auf die Zellen im Handpotter (Glas, Wheaton
Science) ausgelibt. Dann lasst man 10min auf Eis lysieren und pottert wiederum mit
40 Huben. Die Proben werden 20sec gevortext. AbschlieBend werden die Proben bei
4°C far 10min bei 14.000rpm zentrifugiert. Nun wird 20l fir eine Proteinbestimmung
nach Bradford entnommen (vgl. Kapitel 8.2). Die Proben kdnnen bei -80°C eingefro-

ren werden.

RIPA-Puffer
50mM Tris/HCI, pH 7,4
150mM NacCl
1% (v/v) Igepal
imM EDTA

direkt vor Gebrauch zusetzen (zu 1ml):
5ul NazVO4 (200mM Stockldsung)

2ul NaF (500mM Stocklésung)

1ul Leupeptin

1ul Pepstatin

10ul PMSF (100mM Stocklésung)

200mM NazVO,

pH 10 einstellen
mehrfach aufkochen und abkihlen lassen, bei -20°C lagern.
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Durchfiihrung der Diskontinuierlichen SDS-PAGE

Um schmale Proteinbanden zu erhalten, werden sowohl ein Trenngel, als auch ein
Sammelgel unterschiedlicher Dichten und pH-Werte (bereinander gegossen. Im
4%igen Sammelgel werden mithilfe eines Kammes die Beladungstaschen ausgebil-
det.

Zunachst wird ein 12%iges Polyacrylamid-Trenngel gegossen.

Tab. 04: Zusammensetzung eines Trenngels (pro Gel)

1,72ml H2Opidest.

1,23ml 1,5M Tris, pH 8,8

1,97ml Acrylamid (30%)

49,2ul SDS (10%)

24,6l Ammoniumperoxodisulfat (10%)
2,46l Tetramethylethylendiamin

Die Reagenzien werden vorgemischt und zligig in eine vorbereitete Gelkammer ei-
nes entfetteten GieBstandes gegeben. Monomeres AA geht hier eine radikalische
Kettenreaktion ein. Man sollte das AA stets vollstandig auspolymerisieren lassen
(vgl. Kapitel 1). Das Gel wird zwecks Sauerstoffausschluss und Grenzschichtbildung
mit n-Butanol lberschichtet und kann bei 4°C Gber Nacht aufbewahrt werden. Direkt
vor dem GieBen des Sammelgeles wird das Butanol wieder entfernt und ein Kamm

mit der gewlnschten Anzahl an Geltaschen eingesetzt.

Tab. 05: Zusammensetzung eines Sammelgels (pro Gel)

1,2ml H2Opidest.

0,5ml 0,5M Tris, pH 6,8

0,25ml Acrylamid (30%)

20ul SDS (10%)

20yl Ammoniumperoxodisulfat (10%)
2ul Tetramethylethylendiamin

Das Sammelgel wird méglichst luftblasenfrei und zligig gegossen. Nach 45min kann
der Kamm gezogen werden. Die Beladungstaschen werden mit einer Kanulle gesau-

bert, die an eine Wasserstrahlpumpe angeschlossen ist.
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Probenaufgabe und Gellauf

Das Gel wird vom GieBstand in die Elektrophoresekammer (Peqglab Biotechnologie
GmbH) Uberflhrt und diese mit Laufpuffer aufgefillt. 2mg/ml Protein werden mit (6x
konzentriertem) SDS-Probenpuffer versetzt und fir 5min bei 95°C erhitzt.

Nun werden 40ug Protein je Probe und Tasche aufgetragen und mit Laufpuffer Gber-
schichtet. Die Proben werden bei einer konstanten Spannung von 100-110V ge-
trennt. Mindestens ein GréBenmarker SeeBluePlus (Invitrogen) wird zur Bestimmung
des Molekulargewichtes der Banden mit aufgetragen.

10x konzentrierter Laufpuffer 2M Glycin
250mM Tris/HCI pH 8,3
1% (w/v) SDS

6x konzentrierter SDS-Probenpuffer | 50ml 0,5M Tris, pH 6,8
40ml Glycerin

1,24g SDS

0,169 Bromphenolblau
auf 95ml aufflllen

5% (v/v) B-Mercapto-EtOH direkt vorm
Gebrauch zusetzen

Blotten

Es folgt der WesternBlot. Die aufgetrennten Proteine werden nun vom Gel auf eine
Nitrocellulosemembran (Protan Bio Science Schleicher & Schuell) Ubertragen bzw.
geblottet, damit sie flr die anschlieBende Detektion mit Antikbrpern zugénglich wer-

den.

I/ — Anode +

I. — 2 Whatman-Papiere
_——— — 1 Nitrocellulosemembran
|/ das Gel

; —— 2 Whatman-Papiere

I/ ———— Kathode -

Abb. 88: Aufbau eines Semi-Dry-Blots
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Insgesamt 4 Whatman-Papiere, Gel und Nitrocellulosemembran (zur Orientierung
markiert) werden in Blotting-Puffer aquilibriert und anschlieBend wie in der Abb. 88
dargestellt Gbereinander geschichtet. Luftblasen werden herausgestrichen. Die Pro-
teine werden mit konstanten 50mA/Gel innerhalb von 90min auf die Membran trans-
feriert.
2x konzentrierter Blotting Puffer

78mM Glycin

96mM Tris/HCI

0,074% (w/v) SDS

40% (v/v) MeOH

Detektion

Nach dem ,semi-dry-blot* auf die Nitrocellulosemembran werden die unspezifischen
Bindungen auf der Membran durch einstiindiges Schwenken in einem Gemisch von
2% BSA%® und 3% Milchpulver blockiert. AnschlieBend wird die Membran dreimal in
TBS-T gewaschen. Uber Nacht erfolgt die Inkubation mit dem Erstantikérper gegen
Cytochrom P450 2E1 (von Ratte und Mensch, BioTrend Chemikalien) aus dem Ka-
ninchen bei 4°C (1:1000 in TBS-T (0,1%) mit 1% BSA). Dazu wird die Membran in
eine Folie zusammen mit 1ml Antikdrperlésung verschweiBt und auf einem Uber-
Kopf-Inkubator (Heto Lab Equipment oder Roto-Shake Genie, Scientific Industries)
befestigt. AnschlieBend wird dreimal in TBS-T gewaschen. Nun erfolgt die Zweitanti-
kérper-Inkubation fir mindestens 1,5h bei Raumtemperatur mit einem Meerrettich-
peroxidase gekoppelten Antikbrper gegen den hasenspezifischen Fc-Teil von Anti-
kérpern (1:2000 in TBS-T mit 5% BSA) gegen den ersten Antikérper. Der Wasch-
schritt wird dreimal wiederholt und die Membran dann far exakt 1min in einer die
Lumi-Glo-Reagenzien A und B-haltigen Lésung (New England BioLab, Cell Signa-
ling) geschwenkt. Die Auswertung erfolgt sofort mittels Lumi-Imager (Boehringer In-
gelheim). Die Boehringer Light Units (BLU) der Proben werden als Test over Control
in [%] aufgetragen.

%9 BSA: Bovines Serum Albumin (Rinderserumalbumin)
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20x konzentriertes TBS
2,6M NaCl
0,4M Tris/HCI pH 7,6

TBS-T (Waschpuffer)
Tween-20 0,3% in 1x TBS

8.5.2 Zeitabhangige CYP450 2E1-Aktivitatsuntersuchung an
primaren Rattenhepatozyten mittels HPLC*

Zur Bestimmung der Aktivitat des Isoenzyms Cytochrom P450 2E1 wird die Umset-
zung des Substrates Chlorzoxazon (CLZ) zu 6-Hydroxy-Chlorzoxazon (6-OH-CLZ)
gemessen (modifiziert nach Lucas et al., 1993). Bei CLZ handelt es sich um ein
Muskelrelaxans mit der chemischen Bezeichnung 5-Chloro-1,3-benzoxazol-2(3H)-on,
welches als selektives CYP 2E1-Substrat bekannt ist und als solches zu CYP 2E1-
Aktivitatsbestimmungen auch in Wistar-Ratten in der Literatur verwendet wird (Zerilli
et al., 1995; Wauthier et al., 2006). Die Zellen werden inkubiert und der Zellkultur-
Uberstand auf nicht umgesetztes Substrat und Menge an Metabolit untersucht.

Als interner Standard wird N-(4-Ethoxyphenyl)acetamid (Phenacetin) verwendet. Es
wurde seit 1887 als Antipyretikum und Analgetikum verwendet, ist heute jedoch auf-
grund insbesondere nierentoxischer Nebenwirkungen nicht mehr zuldssig. Das Ab-
sorptionsmaximum liegt bei 245nm, kann von den Analyten auf der HPLC getrennt
werden, und ist aufgrund ahnlicher Eigenschaften (z.B. MG; Hydrophilie) zur ge-
meinsamen Aufarbeitung mit CLZ und 6-OH-CLZ geeignet.

0 H.C,

Hsc—/< CH,
<)o
H

Abb. 89: Struktur von Phenacetin

Nach Préaparation, Vereinzelung und Viabilitatsbestimmung werden 6Mio priméare
Rattenhepatozyten in einer Petrischale von 92mm Durchmesser mit 10ml serumhal-
tigem Medium ausgestreut. Die Petrischalen werden mindestens einen Tag zuvor mit

0 HPLC: High Pressure (or Performance) Liquid Chromatography
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flissigem Kollagen aus Rattenschwanzen beschichtet und unter UV-Bestrahlung
trocknen gelassen und sterilisiert. Nach 2h haben sich die Zellen abgelegt. Die toten
Zellen werden mit dem Medium abgesaugt, wahrend die Ubrigen vorsichtig mit HPBS
serumfrei gewaschen werden. AnschlieBend erfolgt die Inkubation der Zellen, deren
CYP450-2E1-Aktivitat im ersten Zeitfenster (2-26h) getestet werden soll, mit ITS-
Medium und Chlorzoxazon. Es wird eine Lésungsmittelkontrolle mit 1% DMSO mit-
geflhrt. Die Zellen, die zur Untersuchung eines anderen Zeitfensters bestimmt sind,
werden zundchst parallel, aber ohne Substrat behandelt und ebenfalls bei 37°C, 5%
CO, und 95% relativer Luftfeuchte kultiviert. Nach 26h bzw. 50h werden auch diese
Zellen mit CLZ (1% DMSOQ) fir 24h inkubiert.

Nach (jeweils) 24stiindiger Inkubation mit dem CLZ wird der Zellkultur-Uberstand
(das Medium) in 15mI-Réhrchen gesammelt und bei -20°C bis zur Messung eingefro-

ren.

Der erste Versuch wurde in Doppelbestimmung am Bundesinstitut fiur Riskobewer-
tung (BfR) nach im Folgenden als Methode (1) bezeichneter Methode durchgefihrt.
Alle weiteren Proben wurden nach einer weiter optimierten Methode (2) aufgearbeitet

und gemessen.
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Aufreinigung und Aufkonzentration

Tab. 06: Aufarbeitung nach den Methoden (1) und (2)

Methode (1)

Methode (2)

-1ml

Reagenzglas

Probe
2ml-Eppendorfreaktionsgefali

50ul 43%ige Phosphorséure
hinzugeben

- 5ul Phenacetin (0,15mg/ml)

als internen Standard zufligen

Festphasenextraktion

- Konditionieren der Saule

1 x 1ml MeOH

2 x 1Tml Acetonitril

2 x 1ml Reinstwasser

2 x 1Tml KH,PO4
- Probenaufgabe
- Waschen der Saule

3 x 100ul KH2PO4

2 x 250l Reinstwasser
- Trocknen der Saule

5-10min N»-Strom
- Elution

3 x 200ul Acetonitril
- Eindampfen

ca. 30min No-Strom, RT

Ausschutteln / Extraktion
+ 1ml Ethylacetat
- Vortexen (ca. 20sec)
- Zentrifugieren
5min bei RT und 800rpm
- obere Phase abnehmen
(Ethylacetatphase)
1,5ml-Eppendorfreaktionsgefal
- Einengen
ca. 45min in Evaporator

(unter Vakuum)

in Solvens (90% H>O + 10% Acetonitril)

-Rackstand in 100ul aufnehmen

in MeOH
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HPLC-Bedingungen

Tab. 07: HPLC-Bedingungen der Methoden (1) und (2)

Methode (1) Methode (2)
Saule c18 C18
Vor- Hypersil ODS-C18, 30 x 2,0mm, | manuell gefillt C18
5um
Haupt- Hypersil ODS-C18, 100 x 2,1mm, | Phenomenex Luna 5u C18(2)
5um 100A ; 250 x 4,60mm
Temp. 40°C RT
Injektions- | 10ul 10ul
volumen
Injektion Autosampler (2x) manuell (1x)
Lauf Isokratisch mit Gradient:
0-2min | 10% Acetonitril
90% H»0 (pH 3)
in 15min | auf 100% Acetonitril
4min | 100% Acetonitril
in 2min | auf 10% Acetonitril
23min | Gesamtlaufzeit
Eluent 90% wassrige H3POg4 (W/v) 90% AqQuapigest. pH 3,0 mit
Ameisensaure
+10% Acetonitril +10% Acetonitril
Flow 0,45ml/min 1ml/min
UV [A] 200nm, 297nm, 304nm 297nm

Nachweisgrenze 3:1 (Peak : Rauschsignal) flir 6-OH-CLZ der Methode (1) betragt

c= 0,001ng/pl.

Nachweisgrenze 3:1 liegt nach Methode (2) fir 6-OH-CLZ bei c= 0,01ng/pl.
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Die erstellten Eichgeraden der Reinsubstanzen in DMSO zeigten eine sehr gute line-

are Korrelation im gewahlten Konzentrationsbereich (Korrelationskoeffizienten >0,99)

(s. Abb. 90).
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Abb. 90: Lineare Regression der Eichgeraden von CLZ und 6-OH-CLZ; n=1.

Auswertung

Die Berechnung der 6-OH-CLZ Konzentration/Menge erfolgt tber den internen Stan-
dard, wodurch Verluste bei der Aufarbeitung mitberlcksichtigt/ausgeglichen werden.
Bei Methode (1) wird die Berechnung automatisch vom Software-Programm

ChemStation (Agilent) durchgeflihrt; die Peakgrenzen und -erkennung (Minimalfla-
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chen) werden jedoch zuvor manuell festgelegt. Flir die Berechnungen werden Eich-
geraden zu (1) 6-OH-CLZ und Phenacetin bzw. (2) 6-OH-CLZ, CLZ und die Wieder-
findungsrate von Phenacetin bestimmt. Die Auswertung wird bei Methode (2) mit
dem Programm 32Karat 7,0 (Beckman) durchgefiihrt und die Peakflachen/-grenzen

ebenfalls manuell ausgewertet.

Probenauswertung (1):
1. Berechnung der Peakflachenverhéltnisse

Response 6 —-OH-CLZ
Response Phenacetin

Response Ratio Probe =

2. Berechnung des Mengenverhaltnisses der Probe
Nach bekannter Ausgleichsgeradengleichung der Eichgeraden zu 6-OH-CLZ
y(Response Ratio der Probe) —b(Achsenabschnitt)

x(Amount Ratio der Probe) =

m(Steigung)
Probenauswertung (2):
3. Berechnung des Korrekturfaktors Fx flr den Verlust bei der Aufarbeitung
, , 100 .
Wiederfindungsrate (Rec) = * Area Phenacetin
J (Rec) = area Phenacetin, . STP
Fe - *100
Rec

4. Berechnung der Probenmenge x mittels Regressionsgeradengleichung

(der Eichgeraden) und Korrekturfaktor (mit b: Achsenabschnitt; m: Steigung)
y— b *
X=>—"*F
m K

Die Aktivitat [nmol/(min x mg Protein)] wurde nicht berechnet. Ziel war das Erhalten
einer qualitativen Aussage zu zeitabhangigen Aktivitat: die Menge an umgesetzten
Substrat in Abhangigkeit von Substratangebot und der Kultivierungsdauer der Hepa-
tozyten zum Zeitpunkt der Umsetzung (d.h. abhangig von eingesetzter Enzymmenge
und -Aktivitat). Bei (2) wurde zusatzlich die Umsatzrate von CLZ zu 6-OH-CLZ [%)]
berechnet:

100
Umsatz x [%] = 16-0H-CLz
msatz X 1%l = e o ez o)
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8.6 Mikrokerninduktion

Die Mikrokerninduktion einer mutagenen Substanz kann in allen sich teilenden oder
zur Teilung anregbaren Zellen nach Farbung mikroskopisch untersucht werden. Die
Durchfihrung eines Tests auf Mikrokerne kann mit oder ohne Zytokineseblocker er-
folgen (vgl. Kapitel 8.6.1. und 8.6.2).

8.6.1 Mikrokerntest

Durch Mutagene kénnen in Zellen Mikronuklei (=Mikrokerne) induziert werden, deren
Rate sich mittels Mikrokerntest bestimmen lasst (modifiziert nach Kulling et al., 1998;
Oliveira et al., 2002; Perez et al., 2002). Die toxikologisch gut etablierte V79-Zelllinie
mit einer kurzen Verdopplungszeit von 16h wird haufig als Zellsystem zur Bestim-
mung von Mikrokernen verwendet (Perry, 2003).

Ausgestreut wird in Quadripermschalen mit 4 Fachern (Vivascience), in dessen Fa-
chern je ein steriler Superfrost-Objekitrager (Menzel-Glaser) und 5 ml Zellsuspension
eingebracht werden. Man lasst 15.000 V79-Zellen pro ml Medium fir einen Tag auf
den Objekttragern anwachsen. Danach wird jede Kammer dreimal mit 3ml PBS fir
die anschlieBende serumfreie Inkubation gespult. Die Inkubation erfolgt flr 24h, wo-
bei eine 1%ige DMSO-L&sungsmittelkontrolle und eine Positivkontrolle mit zuséatzlich
300ug/ml Berenil [1,3-bis(4’amidino-phenyl)triazen] (in Ampuwa*' geldst) mitgefiihrt
wird. Berenil interkaliert in die RNA und DNA. Nach erfolgter Inkubation bei 37°C,
5%CO0O; und 95% relativer Luftfeuchte erhalten die Zellen einen Mediumwechsel. Da-
zu wird wiederum zunachst mit Puffer gewaschen und dann gleiches Volumen se-
rumhaltiges Medium zugegeben. Die Nachkultivierungszeit betragt 24h und soll den
Zellen die Mdglichkeit zum Durchlaufen eines vollstandigen Zellzyklus geben, da
Mikrokerne am Ende der Zellteilung gebildet werden (s. Theorie). Eine mogliche Be-
einflussung des Zellwachstums durch die Testsubstanzen im Vergleich zur Kontrolle
wird mittels WST-1-Assay*? Uberpriift (vgl. Kapitel 8.10.3). Dieser wird jedoch unter
den Bedingungen des Mikrokerntests durchgefihrt.

Auf die Nachkultivierung folgt das Uberfilhren der zellbewachsenen Objekttrager in
eine Kammer mit auf -20°C vortemperiertem MeOH zur Fixierung der Zellen. Dazu
wird der Objekttrager zunachst kurz mit Methanol mediumfrei gespilt und dann ohne
Kontakt zu Wanden oder anderen Objekttragern in der Kammer positioniert. Nach

*I Ampuwa: Steriles wassriges Losungsmittel, zur Infusion bestimmt
42 WST: water soluable tetrazolium salt
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mindestens 1h kann der so vorbereitete Objekttrager kurz luftgetrocknet werden. An-
schlieBend werden die Zellen dann mit ein paar Tropfen DAPI-Propidiumjodid-
Antifade-Lésung angefarbt. Der Objekttrager wird mit einem Deckglas und einem
Tropfen Ol versehen. Die Zellen werden dann im Olimmersionssystem unter einem
Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Die Bestimmung der Mikrokerne erfolgt nach Krite-
rien von Fenech und Mitarbeitern (2003). Gezahlt wird die Mikrokernrate pro 1000

Zellen und Konzentration.

Bestimmungskriterien
- Gr6Be des Mikronukleus darf max. 1/3 des Kerndurchmessers betragen
- Farbintensitat Mikronukleus < Farbintensitat Kern
- Lage im Zytoplasma einem Nukleus zugehorig
- keine Verbindung (DNA-Briicke) zum Kern
- Lage in etwa derselben Fokussierungsebene wie die Kerne
- auBere Form: glatt, rund oder oval

Antifade-L6sung
100mg p-Phenylendiamindihydrochlorid in 10ml PBS lésen
mit 0,5M NaHCO3;-Lésung (pH 9,0 mit NaOH) auf pH 8,0 einstellen
mit Glycerin auf 100ml aufflllen

bei -20°C lichtgeschitzt aufbewahren
DAPI-L6sung 1mg DAPI auf 1ml Aquapigest.
Propidiumjodid-Lésung 1mg Propidiumjodid auf 1ml Aquapigest.
DAPI-Propidiumjodid-Antifade-L&sung
10ul DAPI-Lésung

10ul Propidiumjodid-Lésung
10ml Antifade-Lésung
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PBS 171mM NacCl
10mM NazHPO,4
3,4mM KCI
1,8mM KH2PO4
mit H2Opigest aufflillen; pH 7,4 einstellen und autoklavieren

8.6.2 Doppelkernmethode

Der Mikrokerntest wird analog zur Einzelkernmethode durchgefihrt. Wesentlicher
Unterschied ist die Induktion von Doppelkernen durch 3ug/ml Cytochalasin B (Serva
Electrophoresis), welches wahrend der Inkubationszeit von 24h dem Medium zusatz-
lich zugeflgt wird.

Auf eine Nachkultivierung wurde verzichtet (s. Kapitel 6.1.1). Die Methode beinhaltet
bereits eine Teilungskontrolle, da sich das Zytoplasma nicht teilt und aus einer Tei-
lung hervorgegangene Kerne dadurch erkennbar und zahlbar sind. Die Anzahl an
Einzelkernen und multiplen Kernen wird mit dem Nuclear Division Index (NDI) erfasst
und ist Indiz fir die Zytotoxizitat einer Substanz.

N, +2N, +3N,; +4N,)
N

mit N: Nuklei; Tiefgestellte Zahl: Anzahl Kerne pro Zelle

NDI:(

8.6.3 Indirekte Immunofluoreszenzfarbung (CREST-Farbung)

Die so genannte CREST-Farbung leitet sich vom CREST-Syndrom ab, einer selte-
nen immunologischen Erkrankung, einer progressiven systemischen Sklerose, bei
der die Patienten Antikérper gegen Zentromere im Blut aufweisen. Das flihrt bei den
Betroffenen zu verschiedenen Symptomen (Calcinosis cutis, Raynaud-Symptomatik,
Esophagus, Sklerodaktylie und Teleangiektasie) Diese Antikérper kann man in Ver-
bindung mit fluoreszenzmarkierten Sekundéarantikérpern nutzen, um Kinetochorpro-
teine (Zentromere) in vitro zu markieren und sichtbar zu machen. Diese Immunofluo-
reszenzfarbung erlaubt die Unterscheidung von klastogenen und aneugenen Sub-
stanzen, je nachdem ob die Mikrokerne Zentromere enthalten (s. Kapitel 2.4.2.2.2).
Zunachst werden die V79-Zellen analog zum Mikrokerntest ausgestreut, behandelt
und in Methanol fixiert. AnschlieBend wird die Zellmembran mittels exakt 4'2 minQti-
ger Aceton-Behandlung bei -20°C perfundiert, wozu die Objektitrager waagerecht in
einem passenden Schalchen getrankt werden. Die Zellen werden dreimal fir Smin
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mit PBS gewaschen. Man lasst die Objekttrager kurz abtropfen und lufttrocknen. Da-
nach werden pro Objekttrager je 100ul Ziegenserum zum Abblocken der unspezifi-
schen Bindungen aufgebracht, mit einem Deckglas versehen und in einer Feucht-
kammer bei 37°C flr 1h inkubiert. Die Feuchtkammer wird durch eine geschlossene
Petrischale mit einem Durchmesser von 144mm realisiert, in welcher der Boden mit
Aquapigest. ausreichend bedeckt wird. Eine Schicht von 13ml-Réhrchen bietet eine
gerade Auflageflache fir die Objekttrager und Abstand zum Wasser. Darauf folgend
wird der Objekttrager in einen mit PBS geflllten Behéalter gehalten bis das Deckglas
von alleine abfallt, kurz durchgeschwenkt und kurz antrocknen gelassen. Nun erfolgt
die Inkubation mit dem Prim&rantikérper. 100ul der humanen Anti-Zentromer-(=Anti-
Kinetochor)Lésung (1:10 in PBS mit 1% BSA) werden aufgebracht, mit einem Deck-
glas versehen und fir eine Stunde in der Feuchtkammer bei 37 °C belassen. Wieder-
holt wird das Deckglas mit PBS entfernt und die Zellen kurz luftgetrocknet, um dann
den Sekundarantikérper auftragen zu kdnnen. Der Fluorescein-lsothiocyanat (FITC)-
gekoppelte Anti-human IgG aus der Ziege wird 1:100 in PBS mit 1% BSA verdlnnt.
100pl davon werden aufgetragen und die Zellen damit fir 1h bei 37°C in der Feucht-
kammer inkubiert. Als nachstes werden die Deckglaser wie oben beschrieben mittels
PBS abgetrennt und dreimal fir 5min in PBS gewaschen. Bis zur mikroskopischen
Betrachtung werden die Zellen in Sérensen-Phosphat-Puffer bei 4°C gelagert (Schu-
ler, 1994). Fur die Auswertung wird kurz vor der Fluoreszenzmikroskopie noch eine
Gegenfarbung mit der DAPI-Propidiumjodid-Antifadelésung wie unter 8.6.1 durchge-
fuhrt.

Soérensen-Phosphat-Puffer
Lésung A: 4,95g KH2PO4 in 500mI Aquapigest.
Lésung B: 5,949 NaHPO4 in 500ml Aquapigest.
Lésung A mit Lésung B auf pH 8,0 einstellen

Es wird gereinigtes, humanes Anti-Centromer Protein (0,7mg/ml) von Antibodies In-

corporated (Davis, USA) verwendet. Der FITC-konjugierte Sekundarantikbrper Anti-

human IgG (Fab-specific) wurde von Sigma-Aldrich GmbH (Mlnchen) bezogen.
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8.7 DNA-Strangbriiche

8.7.1 Comet-Assay

Beim Comet-Assay werden mittels Einzelzellgelelekirophorese DNA-Schaden detek-
tierbar gemacht (Ostling und Johanson, 1984). Die Methode wird alkalisch und leicht
modifiziert nach Singh et al. (1988) und Tice et al. (2000) durchgefthrt. Unter alkali-
schen Bedingungen wird vor der Elektrophorese die DNA entwunden und ihre Ein-
zelstrange getrennt. Intakte Zellkerne liegen auch nach der Elektrophorese kugelfor-
mig im Gel eingebettet. DNA-strangbrechende Reagenzien flhren jedoch zu im
elektrischen Feld schneller wandernden DNA-Bruchstiicken. Vor der Detektion wird
DNA mit interkalierendem Ethidiumbromid angeféarbt. Bruchstlicke entfernen sich

vom Kern und wirken wie leuchtende Kometenschweife auf schwarzem Hintergrund.

Zellinkubation

Die Zellen werden in Petrischalen mit einem Durchmesser von 60mm mit 5ml Medi-
um ausgestreut. Adherente immortalisierte Zelllinien werden 24h bei 37°C, 5% CO,
und 95% Luftfeuchte anwachsen gelassen. Bei Substanzinkubation ohne FKS wer-
den die Zellen nach Erreichen subkonfluentem Bewuchses inkubiert. Mitgefiihrt wird
jeweils eine Ldsungsmittelkontrolle und das Alkylanz N-Methyl-N*-Nitro-N-
Nitrosoguanidin (MNNG) 10uM als Positivkontrolle.

a) Primédre Rattenhepatozyten [3 Wistar-Ratten, vgl. Kapitel 8.1.1a)]

500.000 Zellen werden in 5ml Williams E Medium mit 1% L-Glutamin, 1% Penicillin
/Streptomycin und 10% FKS auf mit Kollagen beschichteten Petrischalen ausge-
streut. Zur Beschichtung werden die Petrischalenbdden zuvor mit flissigem Kollagen
gerade bedeckt, trocknen gelassen und unter UV-Licht steril bestrahlt. Nach 2h im
FKS-haltigen Medium werden die Zellen mit HPBS gewaschen und in Williams E
Medium mit 1% L-Glutamin, 1% Penicillin/ Streptomycin und 5ml Insulin Transferrin
Selenium (ITS) inkubiert. Auch bei nachfolgenden Spulschritten wird bei dieser Zellli-
nie statt PBS HPBS mit HEPES verwendet.
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b) V79-Zellen [Chinesische Hamsterlungenfibroblasten; vgl. Kapitel 8.1.1 b)]

250.000 V79-Zellen werden in 5ml DMEM mit 10% FKS, 1% Natriumpyruvat und 1%
Penicillin/Streptomycin ausgestreut. Nach 24h sind die Zellen angewachsen, werden
mit PBS gewaschen und anschlieBend serumfrei mit 0,1% DMSO als Lésungsmittel
inkubiert, dazu werden die Inkubationslésungen 1000x héher konzentriert angesetzt

und 5ul zu 5ml Medium zugegeben.

Substanzen

AA MG 71,08 (VWR, Darmstadt; fir Molekularbiologie
= 99,5% Sigma-Aldrich, Minchen)

GA MG 87,08 (vgl. Kapitel 8.3)

Beschichten von Objekttragern
Normal melting Agarose (NMA, BioRad Laboratories) wird bei 125-150°C unter RUh-
ren verflissigt. 40ul NMA werden auf einen Objekttrager aufgebracht und mit der

kurzen Kante eines zweiten Objekttragers dinn verstrichen. Durch kurzes Auflegen
der behandelten Objekttrager auf die Heizplatte wird das Trocknen beschleunigt.

AnschlieBend tragt man nacheinander zweimal 65ul NMA so auf den Objekttrager
auf, dass ein einseitig breiter Rand verbleibt, und positioniert dartiber luftblasenfrei
24x24mm groBe Deckglaser (schrag ansetzen). Die Objekttrager harten bei 4°C in-
nerhalb von 10-15min aus und kénnen bis zum Gebrauch in einer Box bei ~4°C drei
bis vier Tage gelagert werden. Zum Schutz vor dem Austrocknen wird eine Lage Pa-
pier in der Aufbewahrungsbox ausgelegt und mit destilliertem Wasser gut befeuchtet.

Puffer PBS PBS HPBS
Chemikalie Konz. fOr 11 11[q]
NaCl 137mM 8,09 10,09
KCI 2, 7mM 0,29 0,25¢
KH>PQO4 1,5mM 0,29 0,25¢
Na,HPO, 8,1mM 1,159 1,49
HEPES - - 0,2383¢

mit Aqua bidest auf 1l auffillen und mit (1mol/l) NaOH auf pH 7,4 einstellen
bei Bedarf als 10x Konzentrat ansetzen und autoklavieren

NMA (normal melting agarose)[Biorad] 0,5% in PBS — 250mg in 50ml
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Aufarbeitung (auf Eis)

Das Medium wird verworfen. Dann wascht man die Petrischalen zweimal mit einem
Milliliter Pufferlésung mediumfrei und gibt 500ul Trypsin hinzu bis sich die Zellen
leicht ablésen lassen. Die abgeernteten Zellen werden in 2ml-Eppendorfreaktions-
gefaBen auf Eis gesammelt. Mit zweimal 500ul FKS-haltigem Medium zum Inaktivie-
ren des Trypsins werden die Zellen Uberfihrt. Die weiteren Schritte erfolgen unter

Codierung, um gréBere Objektivitat zu erzielen.

Zellzahl- und Viabilitdtsbestimmung

Die Zellsuspension wird gevortext, ein Aliquot (20ul) mit (20ul) Trypanblau-Lésung
vermischt und mittels Neubauer Zahlkammer ausgezahlt. Uber das Trypanblau-
Ausschlussverfahren werden auch die abgestorbenen Zellen erfasst, da in die toten
Zellen mit defekter Membran der Farbstoff eindringt und diese blau farbt. Die aus
dem Verhaltnis von lebenden zu toten Zellen ermittelte Viabilitat wird zur Interpretati-
on der Auswertung mit herangezogen. Bei V79-Zellen sollte diese > 90% betragen.
Bei primaren Hepatozyten ist bei einer Viabilitdt <75% eine Auswertung erschwert
oder aufgrund zu hoher Zytotoxizitat nicht méglich.

Einbetten der Zellen in Agarosegele

Die Zellsuspension wird in zwei Aliquots zu je ca. 65.000 Zellen auf zwei 1,5ml-
ReaktionsgefaBe gesplittet - tberzahlige Zellen werden verworfen. Die Zellsuspen-
sionen werden bei 4°C und 800g fur 10min zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5417
R oder 5415). Die Uberstande werden verworfen.

Die Deckglaser der vorbereiteten Objekttrager werden seitlich abgezogen. In das
Glas der Objekttragerrickseite wird der Code mit einem Diamantstift eingeritzt. Das
Zellpellet wird in 65ul flissig erhitzter 1%iger Low melting agarose (LMA) aufge-
nommen und sofort auf eine 24x24mm beschichtete Flache aufgebracht und mit ent-
sprechend groBem Deckglas abgedeckt. Es ist darauf zu achten, dass keine Luftbla-
sen auf das Deckglas pipettiert werden.

Nach 10minltigem Aushérten (auf Eis) kénnen die Deckglaser wieder entfernt wer-
den.
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Lyse
Die Objekttrager werden ohne Kontakt der Gelflachen untereinander in Lysekam-

mern gestellt, in denen eisgeklhlter Lysepuffer die Gele bedeckt und fir mindestens
1h oder fir einen zuséatzlichen FPG-Behandlungsschritt Gber Nacht bei 4°C darin

belassen.

Lysepuffer

Stammlésung Gebrauchslésung [%)] (v/v)
2,5M NaCl (46,19) 89% Lysepuffer Stammlésung
100mM EDTA (3,79) 1% Triton X-100
100mM Tris (1,29) 10% DMSO

in 11 Aquapigest. [6sen
(mit NaOH) pH 10 einstellen

erst dann 1% (10g) N-Laurylsarcosin-Na-Salz zufigen (Uber Nacht rihren)

Elektrophorese

Die Elektrophoresekammer (Peqglab Biotechnologie) wird auf Eis gestellt, mittels
Wasserwaage austariert und etwas Elektrophoresepuffer vorgelegt. Die Objekttrager
werden mit der Gelschicht nach oben auf die Plattform der Elektrophoresekammer in
einer Orientierung gelegt und durch Einklemmen mit Objekttradgern befestigt. Man
follt die Kammer mit eiskaltem alkalischem Puffer soweit auf, bis die Gele etwa 0,2-
0,5cm bedeckt sind. Nun I&sst man die DNA zum Entwinden und Aquilibrieren fir
20min darin abgedunkelt stehen. Die DNA liegt unter alkalischen Bedingungen in

Einzelstrangen vor und ermdglicht auch die Detektion von Einzelstrangbrichen.

Dann wird die Spannung auf 25V (0,89V/cm) und 300mA (+/-5mA) durch Zugabe
oder Entnahme von Puffer eingestellt. Die Stromstarke kann wahrend der Elektro-
phorese leicht absinken und durch Pufferlésung ausgeglichen werden. Die DNA-
Fragmente wandern zur Anode. Nach 20min erfolgt der Neutralisationsschritt. Die
Objekttrager werden fir 3x 5min mit je 100ml 4°C-kaltem Neutralisationspuffer in ei-
ner Farbekammer bei 4°C neutralisiert. Fir die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
sind das Einhalten der 20min zur DNA-Denaturierung und der exakten Elektrophore-
sezeit von Bedeutung. Durch eine erhdhte Feldstarke kann die Sensitivitat des As-
says erhoht werden.
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Elektrophoresepuffer

Stammldsungen Gebrauchslésung (11)
10M NaOH: 200g in 500ml Aquapigest. 30ml 10M NaOH -> 300uM NaOH
200mM EDTA:14,9g in 200mI| Aquapidest. 5ml 200mM EDTA -> 1mM EDTA

(pH 10) auf 11 mit Aquapigest. auffillen

Neutralisationspuffer
0,4M Tris in AQuapigest.(48,59 + 11)
mit HCI auf pH 7,5 einstellen

Anfarben
40ul einer Ethidiumbromidlésung werden pro Gel aufgetragen und mit einem Deck-
glas versehen. Eine Aufbewahrung kann wiederum in einer Box, die mit befeuchte-

tem Papier ausgelegt ist, bei 4°C fir einige Tage erfolgen.

Ethidiumbromid-Farbelésung
2mg/ml Ethidiumbromid in Aquapigest.

Auswertung
Je 50 Zellen pro Gel und 2 Gele pro Objekttrager und Konzentration werden fluores-

zenzmikroskopisch mit einem CY-3-Filter ausgezahlt. Fir die Auswertung werden die
Objekttrager maanderférmig abgefahren und einzelne, sich nicht Gberschneidende
Zellen herangezogen. Als MaB fir die DNA-Strangbruchrate wird die Fluoreszenzin-
tensitat im Schweif als prozentualer Anteil (,tail intensity* T1[%]) der DNA (im Kome-
tenkopf) Uber das Bildanalysesystem Comet assay IlI-System (Perceptive Instru-
ments, Suffolk, Great Britain) berechnet. Zur Erfassung lber das Auswertesystem
muss der Schweif einheitlich nach rechts zeigen und die Zellkernmitte nicht kreisrun-
der Zellen oft manuell vorgegeben werden. Das Programm spiegelt dann an der Zell-
kernmitte die DNA-Fluoreszenzintensitaten. Der rechts liegende Fluoreszenzanteil
nach Abzug der Intensitat der linken Kernhélfte entspricht dem Anteil der heraus ge-
wanderten DNA, der Schweifintensitat. Die Schweifintensitaten von 50 Zellen werden
gemittelt und die mittleren Tls zweier Gele pro Konzentration berechnet. Der Assay
sollte mindestens dreimal wiederholt werden. Entscheidend flr die Objektivitat und

Qualitét der Ergebnisse ist eine ausreichende Verschlisselung der Proben bei der
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Auswertung. Es ist von Vorteil, wenn die auswertende Person innerhalb einer Ver-
suchsreihe nicht wechselt. Die Tl der Negativkontrolle von V79-Zellen betrug etwa
2%. Die Postivkontrolle lag zwischen 15-30%. Eine nach Auswertung deutlich signifi-
kante Erhdhung der DNA-Schaden ist meist erst ab einer festgestellten Tl von = 5%
zu erwarten. Der Grund fir hohes Untergrundrauschen kénnte der Einfluss von me-
chanisch geschadigten Zellkernen (auch unbehandelter Kontrollen) auf die Durch-

schnittsschweifintensitaten sein.

8.7.2 Comet-Assay mit FPG-Behandlung

FPG ist auch als 8-Oxo-guanin-DNA-Glykosylase bekannt, weil sie u.a. 8-Oxo-
guanin erkennt und herauszuschneiden vermag. 8-Oxo-guanin gilt als ein Stress-
marker und stellt in der Regel kein Problem fir die Zelle dar. Das Herausschneiden
fuhrt zunachst zu AP-Stellen und Licken. Erst das Einwirken weiterer Reparatur-
enzyme fahrt zur vollstandigen Wiederherstellung. Behandelt man Zellen mit einem
oxidativen Stressor und anschlieBend mit FPG in vitro, erhdlt man vermehrt AP-
Stellen und Licken, die man als erhdhte Schweifintensitédten im Comet-Assay detek-
tieren kann. In der Regel wird daher eine FPG-Behandlung im Comet-Assay zur Er-
fassung von oxidativem Stress durchgefiihrt. FPG besitzt jedoch ein hohes Substrat-
spektrum (vgl. Kapitel 2.6.2).

Die FPG-Behandlung kann direkt nach der Lyse (vgl. Kapitel 8.7.2) durchgefliihrt
werden. Dazu werden alle Proben als Duplets vorbereitet, um die Proben mit und
ohne FPG-Behandlung direkt miteinander im gleichen Assay vergleichen zu kénnen.

Nach der Lyse werden die Zellen dreimal 5min in kalter Enzympufferlésung (4 °C)
gewaschen. Die Halfte der Objekttrager dienen als Vergleichswerte ohne FPG-
Behandlung und werden mit je 2x 50ul Enzympuffer betropft und zlgig mit je zwei
Deckglasern dartber versehen. Je 50ul der FPG-haltigen Enzympufferlésung wird
dann auf die zweite daflir vorgesehene Halfte an Objekttragern (die Duplikate) auf-
gebracht. Auch diese werden mit Deckglasern versehen. Gemeinsam werden die
Objekttrager fir 30min bei 37°C mit hoher Luftfeuchtigkeit im geschlossenen Was-

serbad (Kéttermann Labortechnik) inkubiert.
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Die FPG-Lésung wurde freundlicherweise von A.R. Collins (Oslo, Norwegen) zur
Verfigung gestellt. Sie enthielt 10.000 oder 100.000Units/ml und wurde bei -80°C
gelagert. Direkt vor Gebrauch wurde diese im Verhaltnis 1:30 mit Enzympuffer ver-
dannt.

10x Enzympuffer
40mM (9,5g) HEPES
0,1M (7,469) KCI
0,5mM (0,146qg) EDTA
0,2mg/ml (0,2g) BSA
auf 11 mit Aquapigest. auffiillen
pH 8 (mit KOH) einstellen
vor Gebrauch 1:10 mit 4 °C-kaltem Aquapigest. Verdiinnen
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8.8 Synthese des N7-Gua-Adduktes

8.8.1 Synthese von N-7-(2-Carbamoyl-2-Hydroxyethyl)Guanin

Die Synthese wurde mithilfe von Herrn Dr. Karlheinz Merz in Anlehnung an Citti et al.
(1984), Brockus und Lawley (1961), Latif et al. (1988) und Tretyakova (1996) durch-
gefiihrt. Guanosin und ein 8x molarer Uberschuss an GA werden in Eisessig fiir 2,5h
bei 75°C erhitzt. AnschlieBend wird das Reaktionsgemisch etwas eingeengt und 3h
unter Rickfluss sauer hydrolysiert. Das Addukt fallt nach Neutralisation auf Eis als

feinkristalliner Niederschlag aus.

Guanosin Glycidamid N-7-Addukt

Abb. 91: Strukturen Edukte/ Produkt

Zunachst wird das stark hygroskopische GA unter Argonatmosphéare eingewogen
und in einem Dreihalskolben vorgelegt. 60mmol des Epoxids werden mit insgesamt
45ml Eisessig versetzt. Nach Erreichen einer Temperatur von 75°C wird darin por-
tionsweise 7,5mmol Guanosin geldst. Der Reaktionsverlauf wird tGber das Verhaltnis
Edukt/Produkt dinnschichtchromatographisch (Kieselgelplatte, FlieBmittel 85/15
Acetonitril/H2O; Fluoreszenzl6schung) mitverfolgt und Uberprift. Nach 2,5h wird die
klare, orangefarbene Lésung auf 8ml braune hochviskose Masse eingeengt und
kann Uber Nacht bei Raumtemperatur stehen gelassen werden. Das Gemisch wird
bei 80°C mit 30ml 1N Salzsaure versetzt und nach 1h bei 80°C fur 2h bei etwa 120°C
(mit RackfluBkihler) erhitzt. Flr reaktionsbegleitende diinnschichtchromatographi-
sche Proben wird ein Aquivalent (eq) Probe mit 2 eq 2N NaOH und 1 eq Ethanol ver-
setzt aufgetragen.

Das Reaktionsgemisch wird dann auf Eis mit 16ml 2,5N NaOH leicht alkalisch ge-
macht (pH 7-8). Der gebildete hellbraune feinkristalline Niederschlag wird nach 1,5h
Uber eine Nutsche gewaschen und bei 4°C gelagert.
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Zur Uberpriifung der Reinheit des Produktes wurden 4,5mg des Niederschlages in
DMSO aufgenommen und im '"H-NMR vermessen (s. Ergebnisteil). Die Interpretation
des "H-NMR erfolgte mithilfe der Zuordnung nach Oe und Mitarbeitern (1999).

8.8.2 Synthese mit stabilem Isotop-markiertem Guanosin

Als interner Standard sollte ein mit stabilem Isotop markiertes N7-Gua-Addukt syn-
thetisiert werden, welches sich nur marginal in der Masse, nicht aber in den chemi-
schen Eigenschaften, unterscheidet. Erhaltlich war als Edukt Guanosin (U-"°N5, 96-
98%, Cambridge Isotope Laboratories, USA) Uber Eurisotop (Saarbriicken, Deutsch-
land), dessen N-Atome aus Stickstoff der Massenzahl 15 bestehen. In der Regel wird
die Herstellung markierter Molekile mithilfe von E.coli oder Hefe durchgefihrt, indem
als Nahrlésung ein Minimalmedium verwendet wird, das als einzige Stickstoffquelle
® N-Ammoniumchlorid enthalt. Guanosin mit fiinf °N-Atomen hat ein Molekularge-
wicht von 288,1 g/mol. Die von Eurisotop gelieferten 93mg (0,3228mmol) wurden im
Verhéltnis 1+3 mit "*N-Guanosin vermischt, damit eine handhabbare Menge fiir die
Synthese zur Verfigung steht und eine ausreichende Ausbeute zu erwarten ist. Auf-
grund der identischen Eigenschaften sollte das Produktgemisch gleichmaBig im Ver-
héltnis 1:4 vorliegen. Die Menge des als internen Standards verwendeten Gemisches
sollte im Massenspektrum aufgrund des isotopenmarkierten Adduktes leicht berech-
net werden kdénnen. Die Durchflihrung erfolgt parallel zur Synthese des nicht mar-
kierten N-7-(2-Carbamoyl-2-Hydroxyethyl)Guanin (vgl. Kapitel 8.8.1). Das resultie-
rende "H-NMR ist identisch mit dem des nicht markierten.
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8.9 Nachweis von N7-Gua-Addukten in vitro

Vorversuch: Inkubation von Kalbsthymus-DNA mit GA

Flar Vorversuche wurde GA mit Kalbsthymus-DNA (Sigma-Aldrich, Ort, Land) in den
Konzentrationen 1ng/mg, 1ug/mg und 1mg/mg (nach Segerbéck et al., 1995; da Cos-
ta et al., 2005) fur 24h inkubiert. DNA-L&sung (2mg/ml in H20pigest) Wird 1:1 mit GA in
BIS-TRIS-Puffer (s. Hauptversuch) in entsprechender Konzentration im Eppendorf-
reaktionsgefal bei 37 °C fir 24h im Thermomixer geschdittelt.

Zellkultur: V79-Zellen Kalbsthymus-DNA

Inkubation mit Glycidamid 24h

Inkubation mit Glycidamid 6h

DNA-Isolierung

Blood & Cell Culture Maxi Kit
Qiagen, modifiziert

~100 Mio Zellen

Bestimmung der DNA-Rein-
heit und des DNA-Gehaltes

Neutrale thermische Hydrolyse
(Herausl6sen des Adduktes)
(modifiziert nach Segerback et al.1995, Da Costa et al. 2003,
Doerge et al., 2005)

Zugabe von internem Stan-
dard

DNA prazipitieren

GréBenausschluss mittels Ultrafiltration Millipore

AmiconCentricon
(3kD)Filtereinheiten

Einengen mittels SpeedVac

Volumenbestimmung

Auftrennung und Detektion

Auftrennung und Detektion
mittels HPLC-ESlpos-MS/MS
Wirzburg; Frau Dr. Richling

mit HPLC/ Triple MS (API
2000 LC/MS-MS) Kaiserslau-
tern

Abb. 92: Ubersicht iiber die Aufarbeitungsmethoden zum Nachweis des N7-Gua-Adduktes
Die Spalte links zeigt die Aufarbeitung nach Zellinkubation (im Hauptversuch be-

schrieben). Die rechte Spalte stellt eine Ubersicht der Aufarbeitung nach Inkubation
von Kalbsthymus-DNA mit GA (im Vorversuch) dar.

146



Methoden

Die DNA wurde nach neutraler thermischer Hydrolyse (s. Hauptversuch) mittels 1
Volumenteil 10% 5M NaCl-Lésung und 3 Volumenteilen Ethanol prazipitiert.

Festphasenextraktion [solid phase extraction (SPE)]

Verwendete Gerate: SPE-Réhrchen, Nadel (mit Hahn), Zwischenstlick mit Septum,
Kolben, Schlauch mit Klemme zur Regulierung des Vakuums, Wasserstrahlpumpe.

Auf die Saule werden nacheinander 2ml Aquapigest, 1Ml MeOH und 2ml Aquapigest.
gegeben. AnschlieBend erfolgt die Probenaufgabe und ca. 30mindtiges trocknen un-
ter Wasserstrahlvakuum. Der Auffangbehélter wird ausgetauscht und das Addukt mit
2ml Acetonitril eluiert. Die SPE kann durch Ultrafiltration ersetzt werden (s. Haupt-

versuch).

Acetonitril 1&sst sich leicht mittels Rotationsverdampfer oder SpeedVac (unter Vaku-
um) bis zur Trockene einengen. Die Proben werden in definiertem Volumen BIS-
TRIS-Puffer aufgenommen, gegebenenfalls im Ultraschallbad behandelt und bis zur
Vermessung bei -20°C aufbewabhrt.

HPLC-MS/MS-Bedingungen

Saule Lichrolut RP18 (40-63um) (Merck, Darmstadt) [2003, alt]
LiChroCART 250-4 LiChrospher 100 RP-18 (5 um) [2003 ff.]
FlieBmittel 2,5% Acetonitril, 10mM Ammoniumformiat [2003]
70/30 Acetonitril/Aquapigest. mit 0,2 % Ameisensaure [2004]
Flussrate 500pul/min
Einspritzvolumen 10l
Triple MS AP12000
Polaritat positiv

Multiple reaction
mode (MRM)239—194; 239—152

Die erreichte Nachweisgrenze betrug 2,2 pmol absolut in 25 pl Einspritzvolumen.

Das N7-Gua-Addukt bzw. der Standard ist in 5mM BIS-TRIS mit 0,1imM EDTA (pH
7,1) gelbst.
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Zur Optimierung wurde das APl 2000 eigene Programm zur quantitativen Optimie-
rung genutzt. Die Apparatur wurde regelmaBig mit Methanol gereinigt und Koffein als

Standard zur regelmaBigen Uberpriifung des Gerétezustandes eingefiihrt.

Hauptversuch: Nachweis von N7-Gua-Addukten nach V79-Zellinkubation mit
Glycidamid

Ausstreuen von V79-Zellen

Far den Nachweis des N7-Gua-Adduktes wird die DNA von 100Mio V79-Zellen/ Pro-
be bendtigt. Auf einer S&ule zur DNA-Gewinnung des verwendeten Blood & Cell Cul-
ture Maxi Kit (QIAGEN) kénnen maximal 100.000.000 Zellen/ Saule aufgebracht
werden. Es werden neunmal 3Mio V79-Zellen pro Konzentration in jeweils 20ml Me-

dium ausgestreut (3Mio/Petrischale, @144mm). Bei 27Mio ausgestreuten V79-Zellen
stehen nach 2,5 Tagen etwa 100Mio V79-Zellen zur Verfligung.

Zellinkubation

Nach 2,5 Tagen bei 37°C sind die Petrischalen dicht, aber noch subkonfluent be-
wachsen. Das Medium wird abgesaugt, die Zellen mit PBS gespdilt, 15ml serumfreies
Medium mit GA hinzugeflgt und fir 6 Stunden inkubiert. Eine Kontrolle mit 1% des

Lésungsmittels DMSO wird mitgefthrt.

Zellernte

Das Abernten der Zellen erfolgt nach Anleitung des QIAGEN Blood & Cell Culture
Maxi Kit [Qiagen Genomic DNA Handbook 08/2001], jedoch unter Trypsinverzicht.
Als erstes wird das Medium entfernt. Die Petrischalen werden zweimal mit 2ml (eis-
gekUhltem) PBS gespiilt. Die Zellen werden zundchst mit 2ml PBS abgeschabt und
in einem 50ml-Tube gesammelt. Mit 2ml Puffer wird nachgespult und die Zellsuspen-
sion dem Roéhrchen zugefigt. Jeweils die Zellen von 4,5 Petrischalen (einer Konzent-
ration) werden in einem Tube zusammengefuhrt. Die Zellsuspensionen werden im
AnschluB 10min bei 4°C und 1500 x g zentrifugiert (Zytofuge, Heraeus). Der Uber-
stand wird verworfen, die Zellpellets in je 5ml PBS resuspendiert und je 2x 5ml (9 PS
bzw. eine Konzentration) vereint. Wiederholt wird fir 10min bei 4°C und 1500 x g
zentrifugiert. Nun werden die Zellpellets in 10ml PBS aufgenommen.

Die maximale Zellzahl soll 100Mio/10ml nicht Gberschreiten. Zu jeder Probe wird
10ml kalter C1-Lyse-Puffer zugegeben. AnschlieBend wird 30ml kaltes bidestilliertes

Wasser zugefligt. Die Proben werden geschuttelt, wahrend die Zellen lysieren. Die
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Nuklei sind dabei durch die Pufferzusammensetzung stabilisiert und bleiben erhalten.
Es schlieBt sich eine 10 minltige Inkubation auf Eis an. Dann werden die Proben
15min bei 4°C und 1300 x g zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen. Zum Pellet
werden 2ml C1-Puffer zugegeben und 6ml Aquapidest. Und kurz vermischt. Dieser
Schritt dient der Reinigung von Zelltrimmern. Wiederholt wird 15min bei 4°C und
1300 x g zentrifugiert und der Uberstand danach verworfen.

Die gewonnenen Pellets werden bei -20°C bis zur Aufarbeitung eingefroren.

DNA-Isolierung

Die Pellets werden auf Eis aufgetaut. Dann figt man 10ml G2-Lyse-Puffer zu und
vortext grindlich10sec bei maximal einstelloarer Geschwindigkeit (MS1, IKA). Je
Probe werden 200ul Protease-Lésung zugeben und damit statt bei 50°C 1h (KIT) bei
37°C fur 2h inkubiert, da die Addukte temperaturempfindlich sind (Doerge et al.,
2005).

Die Saulen zur DNA-Isolierung werden zunachst mit 10ml QBT-Puffer equilibriert.
Wenn die Proben nicht mehr trib sind, werden sie 10sec gevortext und zlgig warm
auf die Saule aufgetragen. Mit insgesamt 2x 15ml QC-Puffer wird die auf der Saule
befindliche DNA gewaschen.

Wenn notwendig, wird leichter Unterdruck mittels Wasserstrahlvakuum ausgeutbt
oder Uber Nacht durchtropfen gelassen. Nun wird der Abfallbehalter durch ein Auf-
fangbehalter ersetzt. Der pH-Wert der original QF-Puffer-Lésung wird auf pH 7,4 ab-
senkt. Diese QF-Pufferlésung wird auf 40°C vorgewarmt und damit die DNA eluiert.
Das Eluat wird auf Eis gekihlt bis die Elution vollstandig ist.

DNA préazipitieren

Dem Eluat werden 0,7 Vol Isopropanol (4°C) zum Fallen der DNA zugegeben. Das
Eluat-Isopropanol-Gemisch wird bei -20°C Uber Nacht eingefroren (Doerge et al.,
2005). Die Proben werden bei Bedarf auf Eis aufgetaut und etwa 60min bei maxima-
ler Geschwindigkeit zentrifugiert. Wenn ein glasiges Pellet sichtbar ist, Uberstand
abnehmen und diesen wiederholt zentrifugieren. Die DNA wird mit Ethanol gewa-
schen. Das Umfallen erfolgt durch Zugabe von 2-4ml 70%igem Ethanol. Es entsteht
ein weiBliches und besser sichtbares, gereinigtes DNA-Pellet. Der Uberstand wird
mit Ethanol auf DNA geprtft, ggf. wiederholt zentrifugiert und die Pellets miteinander
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vereint. Der Zentrifugationsschritt wird wiederholt, der Uberstand abpipettiert und das
Pellet lufttrocknen gelassen. Das DNA-Pellet wird in 0,5-2ml BIS-TRIS-Puffer (pH

7,1) je nach DNA-Ausbeute aufgenommen.

BIS-TRIS-Puffer (100ml)
Bis-(2-hydroxyethyl)imino-tris(hydroxymethyl)methan
5mM BIS-TRIS 104,6mg/ 100ml
0,1mM EDTA (Titriplex)  3,72mg/ 100ml
mit HCI auf pH 7,1 einstellen

Die DNA-L6sung wird in ein Eppendorf-Reaktionsgefa3 Uberflhrt. Da sich die DNA
besser unter alkalischen Bedingungen l6st, wird zusatzlich etwa 20min. bei 26°C in
BIS-TRIS-Puffer geschittelt (Thermomixer).

DNA-Gehalt bestimmen und DNA-Reinheit Gberprifen
Der DNA-Gehalt und die Reinheit werden mittels Spektrophotometer (Nano-Drop

Technologies) bestimmt. Dazu wird mit Puffer (L6sungsmittel) auf O [ng/ul] DNA ka-
libriert, dann 1,5ul Probe auftragen und die Absorption (A) bei 260nm und 280nm
gemessen. Reine DNA hat ein Verhaltnis Azeo/Azs0 zwischen 1,7 - 1,9.

Die DNA-Konzentration wird dreimal bestimmt. Schwankt der Wert, wird die Probe
héher verdinnt und erneut etwa 20min bei 26°C geschittelt bis drei Werte ,nahezu
identisch” sind. Diese werden gemittelt und flr die spatere Auswertung notiert.

Neutrale thermische Hydrolyse

Direkt vor der Hydrolyse erfolgt eine exakte Volumenbestimmung (mittels Pipette).
Der DNA-Gehalt ergibt sich aus der DNA-Konzentration [ng/pl] x Volumen [pl]. Die
Proben werden fir die Hydrolyse in 200ul-Mengen aliquotiert (Doerge et al., 2005).
Dann werden die Proben-Aliquots 20min im vorgeheizten Thermoblock bei 95°C
thermisch neutral hydrolysiert. Dazu werden die Eppendorf-ReaktionsgefaBe mit
Verschlusskappen versetzt oder/und mit einer Thermoplatte abgedeckt und (gegen
das Aufspringen der Deckel) fixiert. AnschlieBend lasst man die DNA auf RT abkih-
len. Es folgt ein GrdéBenausschluss (3kDa): Mittels Millipore’s Amicon Microcon
Centrifugal Filter Devices (YM-3, Biocompare, Staufen) werden die herausgeldsten
Addukte von der restlichen DNA abgetrennt. Die Filter werden mit 100ul Aquapidest.
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befeuchtet, 10min bei 12000 x g zentrifugiert und das Filtrat Filtrat verworfen. Da-
nach werden die feuchten Filter auf neue Amicon-Microcon-GefaBe gesteckt.

Nun werden die Proben unter Berlcksichtigung des maximalen Filtervolumens in
Aliquots auftragen und bei 13000 x g und 21°C (RT) far 99min zentrifugiert. Die Filt-
rate einer Probe werden vereint. Zuletzt wird vor der Messung eine Volumenbestim-

mung des Filtrates durchgeflhrt.

Detektion
Messung mittels HPLC-ESI-MS/MS

HPLC-ESI0s-MS/MS-Bedingungen

FlieBmittel 0,1% Ameisensaure in Wasser (A) / Acetonitril (B)
Gradient 5%B auf 70%B in 10min

Flussrate 200pul/min

Injektionsvolumen 10l

Saule Waters Symmety C18, 2,1 x 150mm, S5um
Beheizte Kapillare 200°C

Spannung 3,4kV

Auxilliary gas 101/ min (Stickstoff 5,0)

Sheath gas 70psi (Stickstoff 5,0)

Scanzeit 1sec

Scanbereich 100-800u (cent)

Selected Reaction
Monitoring (SRM) m/z 238,9 -> 151,9 bei 22eV (Argon CID 2,0mTorr)
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LC/ ESI-MS
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Abb. 93: Funktionsweise eines ESI-MS/MS

8.10 Viabilitat

8.10.1 Morphologie: Mikroskopische Aufnahmen

Die Zellmorphologie gibt Aufschluss Uber den Zustand der Zellen. Bereits unter ge-
ringer VergréBerung kann man die Wachstumsdichte und den Differenzierungsgrad
(z.B. bei V79-Zellen die Fibroblasten-Struktur oder bei HT29-Zellen die Mikrovilli) ab-
schatzen. Auch der Anteil in Teilung befindlicher Zellen (bei V79-Zellen die kugelfor-
migen) oder etwa abgelOster toter Zellen Iasst sich leicht erkennen. Es lassen sich
grobe bakterielle Verunreinigungen ausschlieBen. Morphologische Veranderungen
kénnen Indiz fir die Wirkungsweise von Substanzen sein. Apoptotische Zellen sehen
in einem frihen Stadium nierenférmig aus, das Chromatin kondensiert und vor der
Phagozytose sieht man apoptotische Korperchen. Nekrotische Zellen sind meist ver-
gréBert, weisen Vakuolen auf oder zeigen sich als Zelltrimmer. Es gibt eine Reihe
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Farbstoffe, mit denen man z.B. Zytoplasma und DNA unterschiedlich anfarben kann
(vgl. Kapitel 8.1.6 und 8.6). Mit AxioVision Software (Zeiss) lassen sich separat Fotos
unter verschiedenen Farbfiltern anfertigen, bearbeiten (z.B. in der Farbintensitat und
Helligkeit) und Ubereinander legen. Dadurch erhalt man ein Foto von doppelt ange-
farbten Zellen. Die Technik fir diese mikroskopischen Aufnahmen wurde von dem
AK Prof. Fischer in der Westhochschule (Karlsruhe) zur Verfliigung gestellt.

Far mikroskopische Zwecke wurden entweder Superfrost-Objekttrager (in Petri- oder
QuadriPerm-Schalen) oder so genannte Chamber Slides verwendet. Die Chamber
Slides bieten den Vorteil, dass auf einem Objekttrager acht verschieden behandelte

Zell-Gruppen untersucht werden kénnen.

Abb. 94: Chamber Slide

Durchflihrung

Die Inkubationsbedingungen richten sich nach der Fragestellung.
- 15.000 V79-Zellen/ml und 400ul/Kammer (des Chamber Slides) ausstreuen
(+ 10% FKS)
- Nach 24h mit £ 1mM BSO vorinkubieren (1% PBS, 10% FKS)
- Nach 24h mit PBS waschen
- Mit Testsubstanz £ TmM BSO inkubieren (1% PBS, 1% DMSO, 0% FKS)
- AnschlieBend in -20°C kaltes Methanol stellen (= 1h) bis zur Farbung
- Entfernen der Kammerreste
- Uberschichten mit DAPI-Propidiumjodid-Antifade-Lésung
- Auflegen eines Deckglases, kihl und dunkel halten
- Oltropfen zugeben
- DAPI (c1)- und Cy3 (c3)-Filter nacheinander verwenden
- Kameramodell AxioCamMR
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- Mittels Carl Zeiss AxioVision Software:
o Einrichten eines GréBenmaBstabs (10um)

o Fotos einzeln nachbearbeiten (z.B. Ausschnitt, Helligkeit und Intensitat)

o Fotos verschiedener Farbfilter Gbereinander legen s. Abb. 95

Abb. 95: Beispiel fiir Uberlagerung von Fotos verschiedener Filter — doppelte Farbung (DAPI
und Propidiumjodid)

8.10.2 Membranintegritat: Trypan Blau-Ausschlusstest

Der Trypan Blau-Ausschlusstest erlaubt die Unterscheidung lebender und toter Zel-
len. Er eignet sich hervorragend fir die Kombination bei jeder Zellzahlbestimmung
sowie im HPRT-Test oder Comet-Assay, da der Farbstoff kann nicht in Zellen mit
intakter Zellmembran eindringen kann. Tote Zellen sind jedoch fir die Trypan Blau-
Lésung (Sigma-Aldrich) durchlassig und erscheinen dann unter dem Durchlicht-
Mikroskop blau. Da der Farbstoff eine Eigentoxizitat besitzt, dirfen die Zellen dem
Farbstoff nur kurz ausgesetzt werden und sind nach dem Z&hlen nicht mehr ver-
wendbar. Der Verdiinnungsfaktor, der sich durch das Vermischen der Zellsuspension
mit der Farbelésung ergibt, wird bei der Berechnung der Zellzahl/ml berlicksichtigt.
Die Gesamtzellzahl/ml wird auf 100% gesetzt und der prozentuale Anteil lebender
Zellen daran als [%] Viabilitat ausgedrickt. Insbesondere nach der Gewinnung von

primaren Rattenhepatozyten ist die Viabilitat von groBer Bedeutung.
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Abb. 96: Trypan Blau-Ausschlusstest

8.10.3 Mitochondriale Aktivitat: WST-1-Assay

Der WST-1-Assay kann zur Bestimmung von Zellproliferation, Viabilitat und Zytotoxi-
zitat eingesetzt werden. Es handelt sich um eine photometrische Bestimmung, wel-
che in 96-Loch-Platten durchgefihrt werden kann. Darin liegt auch ein Vorteil im
Vergleich zum SRB-Test, der typischerweise in 24-Loch-Platten durchgefiihrt wird,
da weniger Testsubstanz verbraucht wird. Zu Bedenken ist jedoch, dass es Volumi-
na-bedingte Grenzen fir die Lésungsmittelkonzentrationen dabei gibt. Beispielsweise
von einer in 100% DMSO gelésten Substanz ausgegangen, kann man nicht 0,1%
DMSO als Endkonzentration erreichen, da die prazise Zugabe von unter 1ul tech-
nisch nicht moglich ist. Wahrend beim SRB-Test die Zellzahl den Endpunkt darstellt,
ist der Endpunkt der Bestimmung im WST-1-Assay die metabolische Aktivitat der
Zellen. Es wird die Aktivitdt des mitochondrialen Succinat-Tetrazolium-Reduktase-
Systems colorimetrisch bestimmt. Das genannte System ist Teil der Atmungskette
der Mitochondrien und nur in metabolisch aktiven Zellen aktiv. Den Zellen wird tber
das Medium WST-1-Reagenz (4-[3-(4-iodophenyl)-2-(4-nitro-phenyl)-2H-5-
tetrazolium]-1,3-benzendisulfonat) angeboten. In den zellularen Mitochondrien wird
das Tetrazoliumsalz zu einem dunkelroten Formazan metabolisiert. Der WST-1-
Assay ist eine Weiterentwicklung des MTT-Tests (Mosmann, 1983), bei dem der ge-
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bildete Formazan-Farbstoff wasserléslich ist: water soluble tetrazolium (WST). Dies
erspart einige Wasch- und Lésungsschritte. Dieser Assay wurde zur Untersuchung
mitochondrialer Fithess bzw. Schadigung herangezogen, aber auch von Zellprolifera-
tion und Zytotoxizitat (Roche Diagnostics, 1999).

Mitochondrium

NO,

N Formazan

s0ONS®

WST-1 STR: Succinat Tetrazolium Reduktase
Rest: elektronenkoppelndes Glied 3039 Na®
WST: water soluble tetrazolium salt
NAD: Nicotinamidadenindinukleotid

Abb. 97: Prinzip vom WST-1-Assay: Umsetzung des WST-1-Reagenz zum Formazan, nach Roche
Diagnostics, 1999, modifiziert.

Durchflihrung

Es wird das Roche Cell Proliferation Reagent WST-1 (Roche Diagnostics, Mann-
heim) verwendet. Flr die langerfristige Lagerung des WST-1 Reagenz ist die Lage-
rung bei -20°C empfohlen; Aliquots davon sind bei 4 °C fir wenige Wochen haltbar.

Im Vortest werden nach Produktbeschreibung von Roche geeignete Zellzahlen, je
nach zu erwartender Bildungsgeschwindigkeit des Formazans und Intensitat der Ab-
sorption, ermittelt. Je nach Fragestellung wird der Assay in den Inkubationsbedin-
gungen, z.B. denen des a) Mikrokernassays oder dem b) Comet-Assay, angepasst.
Auch die Zellzahl muss gegebenenfalls der Inkubationszeit angepasst werden, z.B.
c) zeitabhangige Untersuchung des BSO-Effektes auf die Zellzahl.

Es wird eine 4fache Bestimmung durchgefihrt (4 Lécher/Konzentration; Ausnahme:
4 bis 8 Ldcher/Kontrolle). Als Positivkontrolle dient 60uM Quercetin. Das Loch zur
Bestimmung des Hintergrundwertes (Blank) ist zellfrei, damit keine Umsetzung des
Reagenz stattfindet. Die Lésungsmittelkonzentration betragt durch die Testsubstan-
zen 1% DMSO und durch die BSO-Behandlung 1% PBS im Endansatz.
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Tag 1
Ausstreuen von 7.500 V79-Zellen/Loch

in 100ul DMEM/Loch (10% FKS, 1% Napyr, 1% Pen/Strep) [24h]

Tag 2
a) Inkubation mit Testsubstanz in serumfreien Medium [24h]

b) Vorinkubation + BSO in Kulturmedium (10% FKS) [24h]

c¢) Vorinkubation + BSO in Kulturmedium (10% FKS) [1-24h]
Beim Wechsel von Medium mit 10% FKS auf +0% oder von mit Substanz auf ohne
einen Waschschritt mit PBS durchflihren -> hier bei a); gilt auch fir Tag 3 a) - ¢)

3

Nachkultivierung mit Kulturmedium (10% FKS; substanzfrei) [24h]
Inkubation mit Testsubstanz in serumfreiem Medium [z.B. 6h]
Inkubation £ BSO in serumfreiem Medium [1-24h]

E

a
b

c

~— N~~~

Messung a) Tag 4 b) Tag 3 oder 4 c) Tag 2, 3 oder 4

- Absaugen des Mediums
- Spullen mit PBS
- 100pl serumfreies Medium/Loch; Blankreihe mit 100ul (zellfrei) mitfGhren
- Zugabe von 10pl WST-1 Reagenz/Loch mit Multipette
- Inkubation bei 37°C
- Messung in 30 minGtigen Zeitintervallen im Multiplattenlesegerat bis
- Absorption etwa bei 2,0 liegt
- 60sec Schutteln -> Messung bei 450nm
- Auswertung:
o Abzug des Blankwertes
o Bildung des Mittelwertes von 4 wells (Werten) / Konz.
o Bilden des Test over Control (T/C)-Wertes:
o Angabe in Prozent [%] im Vergleich zur Kontrolle
o Anwenden des AusreiBBertests nach Nalimov tber
mindestens 4 Versuche
o Bilden des Mittelwertes Uiber = 3 unabhangige Werte
o Berechnen der Signifikanzen mittels students t-test (Origin 6.0)

157



Methoden

8.10.4 Caspase-3-Aktivitats-Untersuchung

Die Caspase-3 ist ein Cystein-abhangiges Enzym, welches seine Substrate nach
Aspartatresten spaltet. Die Caspase-3 spielt eine bedeutende Rolle in der Apoptose.
Einige Caspasen liegen als Procaspasen inaktiv in der Zelle vor und werden z.B.
durch Initiatiorcaspasen gespalten und aktiviert. Eine weitere Gruppe stellen die Ef-
fektorcaspasen, die u.a. als Nukleasen tatig werden. Ein Apoptosesignal aktiviert ei-
ne Signal-(oder Caspase-)kaskade, an dessen Ende die Apoptose einer Zelle steht.
Eine erhdhte Caspase-3-Aktivitat ist ein sicheres Indiz flir Apoptoseinduktion durch

eine Substanz.

Zellbehandlung

Da sich primare Rattenhepatozyten in vitro nicht mehr teilen und nur wenige Tage in
Kultur Uberleben, ist auf eine erhéhte Mindest-Vitalitat (~90%) zu achten, wenn sie
fir den Caspase-3-Assay bestimmt sind. Eine Lésungsmittelkontrolle wird mitgefihrt.
Als Positivkontrolle wird Quercetin verwendet, da es ein effektiver Apoptose-Induktor
ist (Cao et al., 2007). Es werden 6Mio Leberzellen mit 10ml Medium in eine PS von
92mm Durchmesser ausgestreut. Wie bei allen Versuchen mit Rattenhepatozyten
werden beschichtete PS verwendet, spezielle Medien (und Zuséatze) und der erste
Mediumwechsel wird nach 2h durchgefihrt (vgl. Kapitel 8.1.1). Im Vergleich dazu
werden nur 1Mio V79-Zellen ausgestreut, diese jedoch 24h statt 2h anwachsen ge-

lassen.

Glutathion-Depletion und Substanzinkubation
Zur 24-stindigen Vorinkubation mit 1mM BSO (in Puffer) erhalten die Zellen FKS
bzw. ITS. Zellen, welche nicht im GSH-Gehalt reduziert werden sollen, werden

gleichbehandelt. Sie erhalten ebenfalls einen Mediumwechsel, nur ohne BSO-
Lésung. Die Zellen werden anschlieBend mit Puffer gewaschen und fir 24h mit Test-
substanz inkubiert. BSO-vorbehandelte Zellen werden weiter mit 1mM BSO ko-
inkubiert.
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Stammlésungen:

Fluorogenes Caspase-3-Substrat
20mM Ac-DEVD-AFC*-Stammlésung (Biomol) in DMSO (5mg in 343yl
DMSO)
bei -20°C lichtgeschutzt lagern

Caspase-3-Inhibitor
0,2mM Ac-DEVD-CHO** (Biomol)
(1mg in 400ul DMSO + 10ml Assay-Puffer)

Fluoreszenz-Standard AFC
10mM 7-Amino-4-trifluormethyl-cumarin (AFC, Sigma) (5mg + 2,18ml
DMSO)
bei -20°C lichtgeschitzt lagern

DTT 1M DTT in Aquapigest. (100mg + 650pul H20); bei -20°C lagern
PMSF 100mM PMSF in Ethanol (350mg + 20ml Ethanol); bei -20°C lagern
Lyse-Puffer far 100ml

50mM HEPES (pH 7,4)  10ml

0,1imM EDTA 1ml

0,1% Triton X-100 100pl

0,1% CHAPS 100mg

+ 89ml HoOpigest.
bei 4°C lagern, direkt vor Gebrauch zugeben (zu 2ml):
1mM DTT 2ul 1M(1:1000)
1mM PMSF 20ul 100mM (1:100)
+ Proteaseinhibitoren Pepstatin und Leupeptin (je 1ul)
dunkel auf Eis halten

“3 DEVD: Einbuchstaben-Aminosaurecode fiir Asp-Glu-Val-Asp; AFC: 7-Amino-4-trifluormethyl-cumarin
*4 CHO: Aldehyd

159



Methoden

Assay-Puffer fir 100ml
50mM HEPES (pH 7,4) 10ml

100mM NacCl 2ml 5M NaCl
0,1% CHAPS 100pl
imM EDTA 10m|
10% Glycerol 10ml

+ 67,9ml HoOpigest.; bei 4°C lagern; direkt vor Gebrauch zugeben: 10mM DTT

Die Caspase-Reaktion wird in 96-Loch-Platten durchgefiihrt und anschlieBend fluo-
rimetrisch vermessen. Das fluorogene Caspase-3-Substrat (DEVD-AFC) setzt nach
Spaltung durch die Caspase-3 das fluoreszierende Cumarinderivat AFC frei. Um die
gebildete Menge an AFC zu bestimmen, wird eine Eichreihe des AFC-Standards in
Assay-Puffer zwischen 0,1 und 10uM ermittelt.

Da das Substrat auch von anderen Enzymen gespalten werden kann, wird jede Pro-
be zweimal aufgetragen. Einmal wird ein spezifischer Caspase-3-Inhibitor mit in das
Loch gegeben, das andere Loch erhélt Assay-Puffer. Bei der Auswertung wird der
Wert mit Inhibitor von dem Wert ohne Inhibitor substrahiert. Dadurch erhalt man die
Menge an AFC, die spezifisch durch Caspase-3-Aktivitat freigesetzt worden ist.

Zellernte

Der ZellkulturGberstand einer PS wird in ein 15ml-Réhrchen Uberflhrt, damit auch
vom Boden abgeldste Zellen erfasst werden. Der Petrischalen-Boden wird mit ein bis
zwei ml Puffer mediumfrei gespult und die Waschlésung in selbigem Gefal3 gesam-
melt. Man lasst 1ml Trypsin ca. 20-30sec. Einwirken, bevor die Zellsuspension eben-
falls in das GefaB Uberflhrt wird. Leichtes auf die Arbeitsoberflache Schlagen der
Petrischalen 16st festsitzende Zellen ab.

Die Zellen werden in 1ml Medium (+ FKS) aufgenommen und Uberflhrt. Zweimal
wird mit je 1ml Medium nachgespult und auch diese Waschlésung gesammelt. Die
Zellsuspension wird in der Zytofuge bei 20°C und 800rpm 5min zentrifugiert.

Der Uberstand wird verworfen. Die Pellets lasst man kurz lufttrocknen, bevor sie
dann in 1ml Puffer resuspendiert werden. Nach Uberfiihren in ein 1,5ml-Eppendori-
ReaktionsgefaB folgt die Zentrifugation in der Eppendorfzentrifuge bei 800rpm flr
5min (20°C). Der Uberstand wird verworfen. Dem Pellet wird 150l eisgekiihlter Ly-
sepuffer zugegeben und die Mischung 30min auf Eis inkubiert. Wahrend der Inkuba-
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tion wird im 5min-Abstand gevortext. AnschlieBend werden die Proben in der Eppen-
dorfzentrifuge (14000rpm, 10min, 4°C) zentrifugiert und letztlich der Uberstand
(= Lysat) aliquotiert. 120ul Lysat werden bis zur Caspase-3-Aktivitatsbestimmung bei
-80°C gelagert. Vom Rest wird eine Proteinbestimmung nach Bradford durchgefihrt.

Direkt vor der Messung wird 1. der Assay-Puffer mit DTT versetzt (10mM)
— Damit werden die folgenden StammIésungen verdiinnt, wobei auf Eis und unter

Lichtausschluss gearbeitet wird.

2. 10uM AFC-Lésung wird 1:1000,
3. 1uM Caspase-3-Inhibitor 1:200 und
4. 2mM Substrat 1:10 verdinnt.

Eichgeraden werden erstellt und einmalig vermessen.

Die Proben hingegen unterliegen einer kinetischen Reaktion, weshalb die Reaktion
im 1-2 Minuten Abstand durch Messung verfolgt wird. Zunachst wird ohne Substrat
der Reaktionsmix im Reader durch Schutteln vermischt und lichtgeschitzt inkubiert —
dann wird Substrat zugegeben und die Messung gestartet. Die Messung wird nach
einer Stunde abgebrochen. Die Auswertung erfolgt im linearen Bereich.

Messprotokoll flir die Eichreihe

Es wird eine Fluoreszenzmessung mit den Filtern fir die Extinktion 405nm und
Emission 465nm am Genios (Tecan, Crailsheim) durchgefiihrt. Die eingestellte In-
tegrationszeit betragt 40us; die Temperatur wird konstant auf 27 °C gehalten.

FUr die Messung der Caspase-Aktivitdt werden die Proben im Gerat zunachst zum
Vermischen von Inhibitor und Lysat geschittelt und far 10min darin lichtgeschuitzt
belassen. Danach erfolgt eine Pause, in der die 96-Lochplatte herausgefahren wird:
Dieses ist der Zeitpunkt flr die Zugabe von10ul Substrat je Loch. Danach startet alle
60sec eine Messung der Fluoreszenzabgabe der Proben. Diese Messungen werden
60fach wiederholt.
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1. Assay-Puffer 90ul in den Blank
30ul in die Locher, welche zusatzlich inhibitiert werden
40ul in restliche Probelécher

2. Lysat 50ul in alle Wells auBer in den Blank

3. Inhibitor 10ul in jedes Loch unter Lichtausschluss
4. Substrat 10ul in jedes Loch unter Lichtausschluss
Auswertung

Es werden ausschlieBlich Werte aus dem linearen Bereich der Eichgerade verwen-
det. Nach Abzug des Blankwertes wird die AFC-Konzentration [pmol] mithilfe der zu-
vor erstellten Eichgeraden berechnet. Die Aktivitat wird in pmol/min angegeben. Die
spezifische Caspase-3-Aktivitat ergibt sich aus der DEVDase-Aktivitat nach Abzug
dessen, was unter Einwirkung des spezifischen Caspase-3-Inhibitors umgesetzt
wurde. Das Ergebnis wird nach erfolgter Proteinbestimmung nach Bradford (vgl. Ka-

pitel 8.2) auf das Protein bezogen [pmol AFC/min x mg Protein].

162



Materialien & Geréte

9. Materialien & Gerate

Verbrauchsmaterialien und Reagenzien

Allgemeine
Chemikalien

Ac-DEVD-AFC

Acrylamid far
Molekularbiologie; > 99,5%
Acrylnitril

Agarose (low melting point)
Agarose

(normal melting point)
Chlorzoxazon
Cytochalasin B
Dinatriumhydrogenphosphat
5,5’-Dithiobis
(2-nitro-benzoic acid)

Glutathion,
reduziertes und oxidiertes

Guanosin U-15N5, 96-98%

HEPES

6-Hydroxy-Chlorzoxazon

Kalbsthymus-DNA 89370

NADPH

Phenacetin

Propidiumjodid

Biomol GmbH

Hamburg, Deutschland
Sigma (Sigma-Aldrich GmbH
Minchen, Deutschland)
Fluka (Sigma-Aldrich GmbH
Minchen, Deutschland)
Bio-Rad Laboratories GmbH
Mianchen, Deutschland
Bio-Rad Laboratories GmbH
Minchen, Deutschland
Sigma (Sigma-Aldrich GmbH
Minchen, Deutschland)
Serva Electrophoresis GmbH
Heidelberg, Deutschland
Merck

Darmstadt, Deutschland
Sigma (Sigma-Aldrich GmbH
Minchen, Deutschland)
Sigma (Sigma-Aldrich GmbH
Minchen, Deutschland)

Cambridge Isotope
Laboratories, Inc.
Andover, MA, USA

Carl Roth GmbH + Co KG
Karlsruhe, Deutschland

Dr. Ehrenstorfer GmbH
Augsburg, Deutschland
Fluka (Sigma-Aldrich GmbH
Minchen, Deutschland)
Fluka (Sigma-Aldrich GmbH
Minchen, Deutschland)
Sigma (Sigma-Aldrich GmbH
Minchen, Deutschland)

Sigma-Aldrich GmbH
Minchen, Deutschland
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Antikérper

Enzyme

Filter

Kits

Marker

5-Sulfosalicylic acid
dihydrate

Trypan-Blau

2-Vinylpyridin

Wasserstoffperoxid

Ziegenserum

Anti-human-centromere
Protein A Purified
Anti-human IgG
(Fab-specific)
FITC-konjugiert
Anti-Rabbit Antibody HRP-
linked IgG

Rabbit polyclonal antiserum
to rat/ Human Cytochrome
P450 2E1

FPG

Glutathione Reductase
G-3664

Millipore’s Amicon &
Microcon Centrifugal
Filtration Devices YM-3

Blood & Cell Culture Maxi
Kit
LumiGLO

WST-1

SeeBlue Plus-2 Pre-Stained
Standard

Sigma (Sigma-Aldrich GmbH
Minchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich GmbH
Munchen, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH
Munchen, Deutschland

Riedel-de Haén
(Sigma-Aldrich GmbH
Minchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich GmbH
Mianchen, Deutschland
Antibodies Incorporated
Davis, CA, USA

Sigma-Aldrich GmbH
Mulnchen, Deutschland

New England BioLabs GmbH
Cell Signaling Technology
Frankfurt a.M., Deutschland

BioTrend Chemikalien GmbH
Koéln, Deutschland

Collins A.R.
Oslo, Norwegen

Sigma (Sigma-Aldrich GmbH
Minchen, Deutschland)

Biocompare
Staufen, Deutschland

Qiagen
Hilden, Deutschland

New England BioLabs GmbH
Cell Signaling Technology
Frankfurt a.M., Deutschland

Roche
Mannheim, Deutschland

Invitrogen GmbH
Karlsruhe, Deutschland
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WesternBlot Nitrocellulose Transfer
Membran

Whatman-Papier

Zellen/Organismen Standard Diat
und Bedarf

Wistar Ratten

Zelllinien CaCo-2 und V79

Zellkulturmaterial Einmalspritzen

Kryordhrchen

Kulturflaschen, Petrischalen

Medien, Medienzuséatze

Neubauer Zahlkammer

24- und 96-well-Platten,
Tubes

QuadriPERM
Zellkulturschalen

Rotilabo-Spritzenfilter
Rotilabo-Verschlussclips

Superfrost-Objekttrager,
Deckglaser

Zellschaber, Handpotter

Protan Bio Science
Schleicher & Schuell
Dassel, Deutschland
Whatman GmbH

Dassel, Deutschland
Altromin

Lage, Deutschland

Savo

Kisslegg, Deutschland
DSMZ

Braunschweig, Deutschland
B. Braun Melsungen AG
Melsungen, Deutschland
Greiner Bio-One GmbH
Sollingen, Deutschland
Nunclon, Nunc

Wiesbaden, Deutschland
GIBCO Invitrogen Corporation
Karlsruhe, Deutschland;
Sigma-Aldrich GmbH
Mianchen, Deutschland
Superior Marienfeld Laboratory
Glassware
Lauda-Kdnigshofen,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH,
Sollingen, Deutschland
Vivascience AG (Sartorius AG
Goéttingen, Deutschland)
Carl Roth GmbH + Co KG
Karlsruhe, Deutschland
Menzel-Glaser
Braunschweig, Deutschland

Wheaton Science
Millville, NJ, USA

Alle hier nicht aufgefihrten Chemikalien und Verbrauchsmaterialien waren vorratig
oder kénnen Uber die Firmen Alexis, Béhringer Ingelheim, Brand, Carl-Roth, Carl
Zeiss Mikroskopie, Eppendorf, Fluka, Gibco Invitrogen Corporation, Greiner-Bio-One,
Honeywell Riedel-de Haén, Macherey-Nagel, Merck, Nunc, Sarstedt, Serva, Sigma-
Aldrich, VWR International oder Wenzel bezogen werden.
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Technik und Geréate

Autklav Systec 5075 EL Autoklav ~ Systec

Wettenberg, Deutschland
Biofreezer MDF-U50V Sanyo Fisher

Mudnchen, Deutschland
Blotter Semi-Phor Hoefer Scientific

Instruments

San Francisco, CA, USA
Brutschrank Binder

Elektrophorese-

Tuttlingen, Deutschland
Peqglab Biotechnologie GmbH

kammer Erlangen, Deutschland
Gefrierschranke Premium, Comfort Liebherr
Ochsenhausen, Deutschland
HPLC HPLC Jasco
Gross-Umstadt, Deutschland
HPLC 1100 Agilent Technologies Inc.
Santa Clara, CA, USA
HPLC-Séaulen Hypersil ODS-C18, VWR
100 x 2,1mm, S5ym Darmstadt, Deutschland
LiChroCART 125-4 Merck KGaA
LiChrospher 100RP-18 Darmstadt, Deutschland
Phenomenex Luna 5u VWR

Kuhlschranke

Lumi-Imager

Massenspektrometer

Mikroskope

C18(2) 100A;
250 x 4,60mm

APl 2000 LC/MS-MS
Axioskop

Axiovert 25

Darmstadt, Deutschland

Liebherr

Ochsenhausen, Deutschland;
Arneg

Leondin/Linz, Osterreich
Boehringer Mannheim
(Boehringer Ingelheim
Ingelheim, Deutschland)
Perkin Elmer
Wiesbaden, Deutschland
Zeiss

Géttingen, Deutschland
Zeiss

Géttingen, Deutschland
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"H-NMR

Pipettierhilfe

Plattenlesegerate

Power Station

Rattler

Software

Axiovert 40 C

AMX 400 (MHz)

Pipettus akku

GENios

Microplate-Reader Model

450

Victor®V 1420 Multilabel
Counter

Consort E835

Uber-Kopf-Inkubator
RK 10-VS
Roto-Shake Genie
AxioVision Software
Comet Il

ChemStation

Excel,
Powerpoint,
Word
Isis Draw 2.1

Origin 6,0 Professional
P/ACE 32Karat 7,0

PE Sciex Analyst

Zeiss

Géttingen, Deutschland
Bruker

Ettlingen, Deutschland

Hirschmann Laborgerate
GmbH und Co KG

Eberstadt, Deutschland

Tecan Deutschland GmbH
Crailsheim, Deutschland
Bio-Rad Laboratories GmbH
Minchen, Deutschland
Perkin Elmer

Wiesbaden, Deutschland
Consort

Tumhout, Belgien

Peglab Biotechnologie GmbH
Erlangen, Deutschland

Heto Lab Equipment

Allerod, Danemark

Scientific Industries
Bohemia, NY, USA

Carl Zeiss Microlmaging GmbH
Géttingen, Deutschland
Perceptive Instruments
Suffolk, England

Agilent Technologies Inc.
Santa Clara, CA, USA

Microsoft
SchleiBheim, Deutschland

Elsevier MDL
Frankfurt a.M., Deutschland

Additive
Friedrichsdorf, Deutschland

Beckman Coulter GmbH
Krefeld, Deutschland

Perkin Elmer
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Spektrophotometer

Sterilbank

Thermomixer

Trockenschrank

Ultraschallbad

Vortex

Waagen

Wasserbader

Zentrifugen

Wallac 1420 Manager

NanoDrop

Kojair

Modell 5436

U40

Sonorex RB225

Minishaker IKA MS1

Feinwaage CP64-0CE

Feinwaage
Sartorius Research

Grobwaage

Schuttelwasserbad
geschlossen

Eppendorf Centrifuge
5415 und 5417 R

Megafuge 1,0 R

Wiesbaden, Deutschland
Perkin Elmer
Wiesbaden, Deutschland
NanoDrop Technologies
Wilmington, DE, USA
Kojair Biowizard

Vilppula, Finnland
Eppendorf

Hamburg, Deutschland
Memmert GmbH & Co KG
Schwabach, Deutschland

Bandelin electronic GmbH und
Co KG

Berlin, Deutschland
IKA

Staufen, Deutschland
Sartorius AG
Géttingen, Deutschland
Sartorius AG
Géttingen, Deutschland
Sartorius AG
Géttingen, Deutschland
Julabo

Seelbach, Deutschland

Kottermann Labortechnik
GmbH & Co KG
Uetze/Hanigsen, Deutschland

Eppendorf
Hamburg, Deutschland

Heraeus
Hanau, Deutschland
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