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Einletung 1

1 Einleitung und Problemstellung

Krebs i heute ene der haufigden Todesursachen wdtweit. Dabe  gdlt  die
Krebsentsehung einen Mehrstufenprozess dar, der dch in die Initigtion, dh. der
Schadigung  der Molekularstruktur - und  Induzierung  von  Mutationen  durch
Wechsdwirkungen der DNA mit Cancerogenen, die Promotion, der Vermehrung der
initiierten Zellen, und die Progresson, der Umwandlung der initiieten Zdlen in mdigne
Neoplasmen und Tumoren, eintellen lésst. Bei dem Mehrstufenprozess der Cancerogenese
durchlaufen  vermehrungstéhige  (proliferationskompetente) Zdlen ene Rehe von
Verénderungen, denen Modifiketionen in der Struktur und Expresson verschiedener Gene
zu Grunde liegen, und an deren Ende die Ausprégung maigner Phdnotypen steht. Dabel
and die madignen Zdlen durch genetische Ingabilitd und phénotypische Heterogenitét
gekennzeichnet. Se dnd daher nur bedingt gedgnet, um an ihnen digenigen
Veranderungen eindeutig ablesen zu konnen, die fir die mdigne Transformation ihrer
Ursprungszelle verantwortlich waren. Die Anzahl der Schritte der Cancerogenese und ihre
molekularen Charakteristika, vor dlem die jewels kausd betaligen Gene und
Genprodukte, snd aus diessm Grund nur bruchstiickhaft bekannt. Mindestens zwel
Kategorien von Genen snd heute bekannt, die ba der maignen Trandformation der Zdle
ene wichtige Rolle spiden: Proto-Onkogene und Tumorsuppressorgene.  Proto-Onkogene
sand Gene, deen unkontrolliete Expresson, Expresson in veranderter Form oder
Uberexpression, beispielsweise in Folge ener Anderung der Basensequenz (Mutation)
oder ener Vemehrung der Anzahl der Genkopien (GenrAmplifikation) die mdigne
Trandformation begingtigen. Gegensinnig zu diesen Proto-Onkogenen begiingtigt im Fdle
der Tumorsuppressorgene die Ausschatung eines Gens eine mdigne Transformation der
Zdle[1].

Bel der Initiation des Cancerogeneseprozesses spiden chemisch induzierte DNA-Schéden
ene wesantliche Rolle Be ener Expodtion mit Cancerogenen it es deshadb interessant,
ob bestimmte Mutagene spezifische und wiedererkennbare Verdnderungen hervorrufen.
Um dnen kausden Zusammenhang zwischen Chemikdienexpodtion und Entstehung von
Mutationen bis hin zur Krebsfriherkennung zu eméglichen, i es notwendig, enen
gecigneten Maker zu finden, der moglichs in dlen Fdlen und berats frih auf dlen
Stufen der Krebsentstehung zugegen i<

Ein sogenannter Biomarker muss aulBerdem weitere Anforderungen efillen. Er sollte

rdevant for die Tumorenttehung und die GanzkOrperexpodtionen sain;  die
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Probengewinnung <olite leicht erfolgen konnen, und e <ollte zudem dabil und en

Indikator fir gehaufte Expodtionen sein [23]. Dabe i die DNA-Schadigung von

zahlreichen anderen Faktoren wie der Expodtion an sich, der Absorption und des

Metabolismus der Cancerogene, sowie der DNA-Reparatur abhangig. Ein endgiltiges Zid

it es, typische, chemisch induziete DNA-Schéden in leicht zuganglichen Zdlen und

Geweben von Probanden nachzuweisen und gegebenenfdls enen  quantitativen

Zusammenhang mit der erfolgten Schadstoffexposition zu zeigen.

In dieser Arbeit bestand die Aufgabe darin, Nachweismethoden fir ein Auftreten von

DNA-Schaden zu  etdblieren und @nen Zusammenhang zwischen ener Chemikdien

Exposition und den beobachteten Effekten zu untersuchen.

Die Untesuchungen <ollten in @nem in vitro-System durchgefihrt werden, der

metabolisch  kompetenten, menschlichen  lymphoblastoiden  Zedlllinie  MCL-5 [4]. Die

Expodtion da Zdlen olite mit dnigen bekannten expeimentdlen  Mutagenen,

Umweltcancerogenen und Tabakrauchmutagenen erfolgen: Als Vertreter der PAH BaP

und dessen ultimaes Cancerogen BPDE, ds heterozyklisches aromatisches Amin PhiP,

as N-Nitrosoverbindungen  MNNG und NNK und en komplexes Gemisch,

Zigarettenrauchkondensat.  In diesr Arbeit sollten folgende genetische Veranderungen

krebsrelevanter Gene untersucht werden:

(1) Ein Onkogen, bei dem ene Verdnderung zu einer Uberexpression des Genes fulhrt -
die Chromosomentrandokation t(14;18), durch die die Expresson des bcl-2-Onkogens
verdndert wird.

(2) Ein Onkogen, bel dem eine Mutation zur Produktion eines verénderten Proteins fuhrt -
Punktmutationen im Codon 12 des K-ras-Onkogens, durch die das Onkogen aktiviert
wird.

(3) Ein Tumorsuppressorgen, bel dem ene Mutation in beden Kopien enes diploiden
Organismus zum vollgéndigen Auddl des Proteins fuhrt - Punktmutationen im Codon
248 des Tumorsuppressorgens p53, durch die die Aktivitst des P53-Proteins ds
Transkriptionsfaktor beeintréchtigt wird.

Be den Mutaionen (2) und (3) handdt es sich um sogenannte Hotspots, d.h. Codons der

jeweligen Gene, die besonders oft von Mutationen betroffen sind, wie anhand von

Mutationsspektren (Vertellung von Mutationstypen und —stdlen in gegebenen DNA-

Sequenzabschnitten) festgestellt wurde [5]. Die Mutation im Gen p53 Codon 248 ist

begidsveise ene dar haufigten Mutationen im p53-Gen und besonders bel Darmkrebs

und auch Lungenkreébs vorhanden. Mutationen im  K-rassGen werden in
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Adenocarcinomen des Dickdarms immer gefunden, snd aber auch bel Lungenkrebs
haufig. Das dabae am haufiggen im K-ras-Gen betroffene Codon it das Codon 12. Die
Trandokation t(14;18) tritt besonders haufig beim bdsartigen Lymphknotenkrebs auf [6].
Ba dlen de Muaionen nimmt man dnen  Zusammenhang — zwischen
Schadgtoffexposition und Entstehung der Mutationen an, sodass ein genaue Untersuchung
auch im Hinblick auf die Vewendung dieser Mutationsuntersuchungen ads Biomarker
interessant ist.

Da Mutationen sdtene Ereignisse and, musste in diessr Arbeit mutierte DNA gegentiber
den entsprechenden  in  erheblichen  Uberschuss  vorhandenen  Wildtypsequenzen
angereichert werden. Der Nachweis der Mutation (1), der Chromosomentrandokation,
efolgte durch ene neted PCR, enea sdektiven Amplifikation, die durch die be der
Umlagerung entdandenen Sequenzen moglich igt [7,8]. Fur die Sdektion von
Punktmutationen (im K-ras und p53-Gen) wurde die ds Redriktionsfragmentlangen
Polymorphismus-PCR  (RFLP-PCR) oder RedtriktionsstellenMutationrPCR  (RSM-PCR)
bezeichnete Methode gewdhlt. Be diessr Methode werden vorhandene oder eingefiihrte
Erkennungsstellen fir Redriktionsenzyme dazu genutzt, solche Marizen zu pdten, die
an diesr Stele unverdndert (Wildtypsequenzen) sind. Wenn Mutationen an diesen Stellen
vorliegen, tritt aff Grund der verdndeten Sequenz ein nachweisbares Amplifikat auf
[9,10].

Als Hinweise auf genotoxische Wirkungen werden Effekte an der DNA verwendet, die
ener Mutation vorausgehen oder Se begleiten konnen. Zur ersen Gruppe gehtren etwa
die kovadente Bindung von Subgstanzen an die DNA und induzierte DNA-Strangbriiche,
zur zweiten die DNA-Reparatursynthese und der Schwesterchromati denaustausch.

In dieser Arbeit sollten genotoxische Schéden ds induzierte DNA-Strangbriiche mit Hilfe
des Comet-Tests, der nit dieser Arbet etabliert werden sollte, ermittelt werden [11]. Die
Ergebnisse der Mutationsandyse und des Comet-Tests sollten verglichen werden und die
Bewertung ds Biomarker fir eine Expodtion mit Chemikaien erfolgen [12]. Aulerdem
solite ein DNA-Addukt, das 8-Hydroxy-Guanosn (80HdG), nach Expostion mit einem
komplexen Mutagengemisch in dem in vitro-Sysem emittdt und ene eventudle
K onzentrationsabhangigkeit untersucht werden.

Waeterhin  s0llte die genotoxische Wirkung von verdinntem Nebendromrauch mittes
Comet-Tex an Bronchidepithdzdlen von Menschen in Zusammenarbeit mit  dem

Fraunhofer Ingtitut, Hannover, untersucht werden.
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2 Grundlagen

2.1  Mutagenese und Cancerogenese

Mutationen konnen durch Mutagene kindlich erzeugt (induziert) werden. Der
Mechanismus der chemischen Mutagenese beinhdtet eine Modifikation der DNA, gefolgt
von fehlerhafter Reparatur oder Replikation [13]. Als Mutagene kodnnen Strahlen,
chemische Subgtanzen, aber auch Viren wirken. Sie konnen die Mutationshaufigkeit und
durch die hohe Korreation zwischen mutagener und cancerogener Wirkung ebenfdls die
Tumorhaufigkeit erhthen. Unter der Cancerogenese versteht man den Prozess, bel dem es
zB. infolge der Einwirkung chemischer Krebsiskofaktoren zur unkontrollierten und
ungeordneten Neubildung von Gewebe (Neoplase) kommt. Neoplasen umfassen sowohl
benigne (gutartige) d's auch maigne (bdsartige) Tumoren.

Krebserzeugende Substanzen  konnen durch  Mutationen in bestimmten Genen die
Umwandlung von normaen Zelen in Krebszd len ausl ésen oder beschleunigen [14].

2.1.1 Stufen der Krebsentstehung

Krebs entseht nicht wie manche andere Krankheit unvermittelt und as Folge enes
enmaigen Erdgnisses Der mehrdufige Vorgang der Krebsentsehung beginnt mit dem
Auftreten von Fehlen in der molekularen Steuerung der betroffenen Zdlsysteme, lange
bevor eine Tumorerkrankung diagnodtiziecbar wird. Oftmas ist dabe das zdlulare
Fehlverhdten auf Wechsdwirkungen der Zdlen mit cancerogenen  Umwadtfaktoren
zurlickzufthren [1].

Bel der Krebsentstehung missen zwel Aspekte bertickschtigt werden. Die Expostion des
Individuums mit chemischen Substanzen aus Nahrung und Umwdt, auf die die Mehrzahl
der menschlichen Tumore zurtickgefihrt wird und die genetische Pré&dispodtion enes
Individuums [15,16].

Dabe geht die Entsehung von Tumoren nach heutiger Vorgelung von einer enzelnen
verdnderten Zdle aus mit dem Ergebnis der klonden Proliferation. Dieser Vorgang kann
sch Uber Jahrzehnte hinziehen, wodurch die Bildung von Tumoren mit dem Alter dark
ansteigt [1,17].

Das Mehrdufenmodel der Krebsentstehung untertellt diesen Prozess in  Initiation,
Promotion, Progresson und Metastaserung (sehe Abb. 2.1). Die Initiation umfasst die
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direkten Auswirkungen von cancerogenen Substanzen auf die DNA, wodurch Mutationen
und veranderte Genexpressonen hervorgerufen werden konnen. Dies kann dazu fihren,
dass die Zdlen weniger auf Inhibitoren (negative Wachsdumsfaktoren) —oder
progranmieten Zdltod reegieen und es 0 zur Zdlproliferation kommt. Die
Tumorpromotion ist in ene frihen Phase reversbd und wird ds Vermehrung der
initierten  Zdlen angesehen. Wéahrend diesss Prozesses eschenen  progressve
phénotypische Veranderungen und genomische Ingtabilitéten (Aneuploidie, Mutationen,
Genamplifiketionen). Diese gendlischen Verdnderungen werden an  die  Tochterzelle
weltergegeben und erhdhen die Wahrscheinlichkeit der Umwandiung der initiierten Zdlen
in maigne Neoplasmen, die zu Tumoren heranwachsen konnen. Diese Stufe wird die
Tumorprogresson genannt. Schliefdich konnen dch die Tumorzdlen durch die Blut- und
Lymphbahnen audbreiten, auf entferntes Gewebe Ubergreifen und dort Metastasen bilden
[18,19].

Aktivierung Inititation Promotion Progression

l l Bindung l l Tumor
an DNA, !

Procancerogen |(—p| Cancerogen [—P —»| Krebszelle | Invasion,

RNA, Metastasen
\ i Proteine i

Inaktivierung #

Eliminierung DNA-Reparatur Zerstoérung durch
Immunsystem

Abbildung 2.1: Stufen der Krebsentstehung

Die Untersuchungen der letzten Jahre haben ene Vidzahl von Genen aufgedeckt, deren
Vednderung dazu fihrt, dass die Zdlen krebsatig entaten. Man unterscheidet zwel
Gruppen von Genen, die ene wichtige Rolle be der Krebsentsehung spiden. Zum einen
sogenannte  Onkogene, die nach ener Mutation oder ener Expressonsstorung ene
neoplasische Proliferation herbeifihren. Zur Abgrenzung wurden die nicht mutierten
Gene Proto-Onkogene genannt; de fungieren ds Wachsums- und Differenzierungs-
regulatoren. Zum anderen Tumorsuppressorgene, die ebenfals bel der normaen
Zdltelung und Differenzierung mitwirken. Be ihnen kan en Velus ode de
Inaktivierung zu neoplastischen Verénderungen fuhren.

Prinzipiel unterscheidet man heute drei genetische Verdnderungen, die Zdlen auf den

Weg von der Normazdlle zur Tumorzdle fihren:
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1. Die vermehrte Produktion eines Onkoproteins, z.B. indem das Onkogen unter die
Kontrolle eines dtarken Promotors gerdt oder indem es in der Zele sdektiv
amplifiziert wird, dso in ene groflReren Kopienzahl vorliegt ds die anderen Gene
(z.B. bei der Trandokation t(14;18)).

2. Die Produktion eines verdnderten Proteins, das neue Eigenschaften bestzt (z.B.
ras).

3. Dea vdllgandige funktiondle Auddl enes Protens. Das bedeutet in enem
diploiden Organismus den Audfdl beider Kopien eines Gens (z.B. p53).

Da ba ener Fuson von Zdlen, die durch Gene der ersten beiden Gruppen transformiert
snd, mit den entgprechenden nichttransformierten Zelen, das Hybrid im dlgemeinen den
transformierten Phénotyp zeigt, bezeichnet man die Onkogene der ersten beiden Gruppen
ads dominante Onkogene [20]. Entsprechend werden die Gene der dritten Gruppe ds
rezessve Onkogene oder ds Tumorsuppressorgene bezeichnet, da hier es  der
homozygote Verlugt (bzw. Mutation) zur neoplastischen Zd ltransformation fhrt [21].

In keinem FAl weld man im enzelnen, wie die veranderte Struktur oder Expresson des
Onkogens zur Trandformation der Zdlen fihrt; bedenfdls kennt man biochemische
Funktionen, die verandert sind. Es ist sehr wahrscheinlich, dass diese Veranderungen in
dem Onkoprotein (oder seine verdérkte Expresson) zu ener Vidzahl sekundérer
Verdnderungen in der Zdle fuhren, die die Zdle unkontrolliet wachsen lassen. Die
Komplexitd der Stuation wird durch den Befund erhdht, dass zur Transformation
primaer Zdlen in viden Fdlen nicht en Onkogen, sondern zwel oder sogar mehr
Onkogene eine Rolle spielen [13].

2.1.2 Tumorsuppressorgen p53

P53, e€nes de bekannteten Tumorsuppressorgene, benannt nach  sainem
Molekulargewicht von ca. 53 kDa (bestehend aus 11 Exons mit 393 Aminosauren) besitzt
besondere Relevanz, da es eine SchlussHrolle bei der Kontrolle des Zdlwachstums spidlt.
In mehr ads der Hdfte dler menschlichen Tumore konnen Mutationen in diesem Gen
nachgewiesen werden [22,23].

Tumorsuppressorgene sind  Gene, die fir Proteine codieren, die ene negative
Regulationsfunktion im Zdlzyklus haben. Wird diese Regulaionsfunktion beeintréchtigt
oder ganz aufgehoben, kommt es zur ungehemmten Proliferation der betroffenen Zdlen
und mit grof3er Wahrschenlichket zur Entwicklung von Tumoren.
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Das Tumorsuppressorgen p53 codiert fur ein nukledres Phosphorprotein, welches ene
Vielzahl biochemischer Aktivitéten bestzt (dehe Abb. 2.2). So ig es unter anderem an
der Gentranskription, der DNA-Reparatur, der Zdlzyklus-Kontrolle, der genomischen
Sabilitdd und der Apoptose beteligt [24,25]. Diese unterschiedlichen biochemischen
Aktivitdten lassen dch funktiondlen Domédnen von p53 zuordnen. Der N-terminde
Bereich (AS 1-100, Exon 2-4) zechnet sch durch ene Anhafung von sauren
Aminosduren (AS) aus, dient ads Transsktivatordomdne und bestzt  transkriptionde
Funktionen, die durch Mutationen zerstort werden. In dem basischen, C-terminden Ende
(AS 300-393, Exon 9-11) lassen dch die Oligomeriserungdoméne, die nicht-
sequenzspezifischen DNA-  und  RNA-Bindungsdoméanen  und die  RNA/DNA-
Reannedlingdoméne lokdiseren. Die zentrade, hydrophobe Region (AS 100-300, Exon 5-
8) enthdt die sequenzspezifische DNA-Bindungsdoméne.

Die Mehrzahl der Mutationen (90%) liegt innerhdb dieses zentrden Bereichs, was auf
ene wichtige Rolle diesr Regionen fur die p53-Funktion hinweist. Diese ,Missense-
Mutationen und Aminosdure-Subgtitutionen verschliisseln, beaintréchtigen oder zerstdren
die Interaktion von P53-Protein mit der korrespondierenden Target-DNA-Sequenz und
damit die durch P53 ausgddgte transkriptionde Aktivierung. Aminosduren, die den
direkten DNA-Kontakt vermitteln (AS 175, AS 248, AS 273) sind dabel besonders haufig
von Mutationen betroffen, so dass heute davon ausgegangen wird, dass eine zentrae
Funktion von P53 die enes Transkriptionsfaktorsist [23].

In der Zelle kommt P53 vorwiegend ds Homotetramer vor, das mit viden zeluléren und
virden Proteine spezifisch reagiert [26]. Normderweise kommt das P53-Protein in sehr
geringen Mengen vor (10° bis 10* Molekille pro Zdle) und wird erst bei Schédigung der
DNA gak akkumuliert. Seine Funktionen umfassen die Arretierung der Zdlen in der Gl-
Phase (dies verhindert die ungeziigete Telung der Zele), den Einfluss auf die DNA-
Synthese und -Reparatur und den programmierten Zelltod (Apoptose).

Entfalt durch ene Mutaion im p53-Gen die wichtige Gl-Arretierung, so wird die Zdle
die entsandenen Fehler nicht rechtzaitig diminieren kdnnen, und die Fehler werden Uber
die mitotische Teilung in nachfolgende Zellgenerationen fortgeschrieben.

Neben der Arretierung in der G1-Phase besitzt P53 auch Checkpoint-Kontrolle in der S
(wahrend der DNA-Synthese/-Replikation) und in der G2/M-Phase (nach der DNA-
Synthese) sowie bel der Einleitung der Apoptose. DNA-Strangbriiche werden von
bestimmten Enzymen erkannt, wodurch ene katadytische Wirkung ausgdést wird, im
Fdle der Atm-Kinase die Phosphorylierung von P53. Diese Phosphatgruppen schiitzen
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P53 vor dem Kontakt mit der Protein-Abbau-Maschinerie und erhdhen dadurch die P53-
Mengein der Zéelle.

P53 ig nicht lebensnotwendig, dlerdings zeichnen dch zB. Mause mit p53-Defizienz
durch ene dramatisch erhohte Haufigkeit von Krebserkrankungen aus. B Menschen, die
an dem autosoma dominant vererbten Li-Fraumeni-Syndrom leiden, it von Geburt an
enes der beiden p53-Allde durch Mutaion inaktiviert. Betroffene Individuen entwicken
sch zunéchs normd, zeigen aber godter ene hohe Tumoranfdligkeit, wobe in dlen
Tumoren auch das zweite Alld von p53 mutiert i

De Velugt der Funktion des p53-Gens kann durch Punktmutationen oder Deletionen
hervorgerufen  werden. Fast en  Drittd der  menschlichen  p53-Mutationen  snd
Trangtionen an bestimmten Codons (Hotspots) mit einer CpG-Stelle (Cytosin gefolgt von
Guanin in der Sequenz z.B. im Codon 175, 196, 213, 248, 273, und 282) [5].

\ Zellzyklus-Arrest
' ‘ Apoptose
aktiviertes \ /
DNA-Schéadigung p53

Uberwachung der v \
DNA-Rekombination Reparatur
DNA-Replikation \

DNA-Reparatur
* * * Rekombination

Vermeidung endogener
DNA-Schaden

Abbildung 2.2: Rolle von p53 als Wéachter des Genoms [27]
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2.1.3 Onkogen K-ras

Unter einem Onkogen versteht man ein dominant wirkendes krebsrelevantes Gen.

Unter mehreren Dutzend tumorrdevanten Genen ist die Familie der ras-Gene (benannt
nach dem rat sarcoma, bel dem es entdeckt wurde) eine der am besten charakteriserten.
Mutationen im ras-Gen konnen zur Produktion eines verdnderten Proteins fihren, welches
neue Eigenschaften begitzt.

Zur Familie der ras-Onkogene zéhlen das Hras (Harvey Murine Sacroma Virus) auf dem
menschlichen Chromosom 11, das K-ras (Kirgten) auf dem Chromosom 12 und das N-ras
(Neuroblastoma) auf dem Chromosom 1.

Die drei Gene besitzen je vier codierende Exons, die zur Synthese sehr @hnlicher Proteine
von 21 kD fuhren [28,29]. Diee Proteine Stzen auf der Innensdte der Zelmembran und
snd mit dieser Uber Pdmitinsiurereste verbunden. Se binden GTP (Guanosin-5'-
Triphosphat) und GDP (Guanosin-5'-Diphogphat) mit hoher Affinitdéd und bestzen
GTPase-Aktivitét, die die GTP-Form des Proteins in die GDP-Form tberfiihrt. Die GTP-
bindenden Proteine nehmen wichtige Schdtfunktionen zwischen extrazdlulden Sgnden
und dem Zdlinneren en und exigieren in zwe Zudandsormen: Haben se GTP
gebunden, snd se aktiv, haben se GDP gebunden, snd se inaktiv (Sehe Abb. 2.3). Das
aktivierte ras-Protein kann ein weiteres Protein simulieren, das raf-1 Protein. Dieses raf-1
Protein kann dann eine Relhe von Kinasen (MAP (mitogenactivated protein)-Kinasen)
phosphorylieren, die wiederum verschiedene Transkriptionsfaktoren  phosphorylieren,
welche dann in den Zdlkern eindringen und das Signd Ubermitteln konnen.

Die GTPase-Aktivitdt i von der Bildung des GTPase-aktivierenden Proteins (GAP)
abhangig, welches das ras-Gen reguliert. Wenn aus irgendeinem Grund zu vid ras in der
GTP-Form in der Zdle vorliegt und dieses dann, da die Signdtransduktion eingeschdtet
igt, transformierend wirkt, hemmt die Uberexpresson von ras-GAP die transformierende
Wirkung von ras-GTP. Be mutierten ras-Proteinen kann GAP die GTPase-Aktivita nicht
aktivieren, wodurch die onkogene Form des ras-Proteins die Eigenschaft GTP zu binden
behdt, aber nicht mit GAP reagiert, wodurch se nicht in die inaktive GDP-gebundene
Form Uberfiihrt werden kann und weter Signale Ubertrégt, die zur Zdlproliferation fihren
[13].

Die Mechanismen zur Aktivierung von ras-Onkogenen umfassen Punktmutationen, DNA-
Rearrangements, GenrAmplifikationen und Promotor-Insertionen. Die  Mutationsstdlen
and beim ras auf die Codons 12, 13 und 61 beschrankt, die in der N&he des Bereiches



Grundlagen 10

liegen, der fir die GTP/GDP-Bindungsstdle codiert. Es handdt sch dabel um
Basenaustausche [30].

Externes mitotisches Signal

Inaktives G-Nukleotid Aktives Membran

Ras- Freisetzungs- ras-Protein
Protein protein /

GDP
y s GAP-vermittelte
GAP- GTP Hydrolyse
Protein . ~
SignalUbertragung

bis in den Zellkern

Abbildung 2.3: Mechanismus der Signallibertragung durch ras [31]

Wie in viden Tieversuchen fedgesdlt wurde, ist die K-ras Mutaion be viden
Krebsarten ein frihes Ereignis im Mehrsufenprozess der Cancerogenese wie z.B.
Colorectal- und Pankreascarcinomen [32,33].

In etwa 15 % dler menschlicher Tumore liegen ras-Mutationen vor. Etwa 50 % der
Adenome und Adenocarcinome des Dickdarms enthdten mutiertes K-ras, bel den anderen
50 % igt unklar, ob ein anderes Protein diese Aufgabe Ubernimmt. Zudem ist unklar, zu
welchem Zetpunkt der Entwicklung des Dickdarmkarzinoms es zur Mutation im ras-Gen
kommt [34].

Fast 100 % der Adenocarcinome des Pankreas zeigen Mutationen im K-ras-Gen, 50 % der
Schilddriisencarcinome  zeigen Mutationen in einem der dre ras-Gene und en hoher
Prozentsatz der Krebszdlen von Paienten mit myeoischer Leukamie zeigen Mutationen
im N-ras-Gen. Lungentumore weisen etwa 30 % ras-M utationen auf.

Die am haufigden aktivierte Pogtion vom K-ras Gen in menschlichen Tumoren wurde im
Codon 12 gefunden [35].
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2.1.4 Translokation t(14;18)

Unter einer Trandokation verseht man die oft reziproke Umlagerung von Telen eines
Chromosoms auf ein anderes.

Ba dea Trandokation t(14;18) entdelt ene Fudon 2zwischen den Immunglobulin-
SchwerkettentGenen auf Chromosom 14 (Postion: g32) und dem bcl-2-Onkogen auf
Chromosom 18 (Position: g21). Siehe Abb. 2.4.

7 I
189
p p ]
«—bcl-2
q q H chain
218 & enhancer
antibody H
c"ai"sHPG Ehbcl—z
-7 149*
14

Abbildung 2.4: Translokation t(14;18) nach [8]

Bea dieser GenTrandokation kommt das normaeweise schwach exprimierte  bcl-2-
Onkogen in den Einflussbereich enes aktivierenden Regulators und das Onkogen wird
Uberm&dig aktiviert. Dies fuhrt zu einer vermehrten Produktion des bcl-2-Proteins.

Der Name des bcl-2 Onkogens kommt von der B-Zdl-Leukamie, bel der es entdeckt
wurde. Das bcl-2-Gen codiert fir en Membran-Protein in der Mitochondrienmembran
sowie in der Membran des endoplasmatischen Reticulums.

Wie der Name sagt, wird bcl-2 in den BZdlen exprimiert. Diese snd neben den T-Zdlen
fUr die Immunantwort verantwortlich. Diese Zdlen reifen entweder im Knochenmark (B)
oder im Thymus (T) und ergeben naive Lymphocyten, die in den lymphatischen Organen
durch Kontakte mit Antigenen zu Effektorzdlen werden. B-Zdlen synthetiseren in
hohem Mal3e Antikorper und werden danach durch Apoptose diminiert.

Normaerweise wirkt das bcl-2-Gen zusammen mit enigen anderen Proto-Onkogenen (c-
myc, ras) gegen den programmierten Zelltod, d.h. es unterdriickt oder verzogert die
Apoptose, z.B. bei Hitzeschock oder Strahlung. Durch eine vermehrte Produktion des bcl-
2-Proteins wird der Zelltod der BZedlen durch Verhinderung der Apoptose gestoppt. Dies
fuhrt zu enem hohen Bestand an B-Zdlen, wodurch die Lymphknoten in starkem Mal3e
anschwellen und auf andere Organe dricken konnen. Zudem konnen Zdlen mit
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Mutationen in Onkogenen oder Tumorsuppressorgenen weiterbestehen, was zu
Lymphomen fuhren kann.

Die Trandokation t(14;18) tritt be einem hohen Antel der Fdle von Non-Hodgkin-
Lymphom (NHL), enem bosatigen Lymphknotenkrebs, ds ein Fehler der Rekombinase
auf. Se tritt in 8 % der follikul&en Lymphome und in 30 % der diffusen Grof3zdl-
Lymphome auf [36].

Trandokationen konnen ds Maker fir mdigne Klone verwendet werden, um nach
Thergpien eine minimde resdude Erkrankung frihzeitig anzuzeigen. Die Trandokation
(14;18) kann in geringem Ausmal auch bel gesunden Personen festgestellt werden. Die
Haufigkeit der Trandokation t(14;18) nimmt mit dem Alter zu [2,36] und i be dSarken
Rauchern erhdht [37]. Sie konnte somit enen Biomarker fur genotoxische Expostion
dargellen.

2.1.5 8-Hydroxy-2'-deoxy-Guanosin (80OHdG)

Von dner C8-Oxidation im Guanin-Molekil wurde ersmas 1984 berichtet, as Kasai und
Mitarbeiter ein Guanin-Derivat zu einer erhitzten Glucose- L ésung gaben [38].

Exogene und endogene Oxidantien konnen oxidative Schaden an nuklearer und
mitochondridler  DNA  bewirken [39,40]. In menschlicher und tierischer  DNA ist
gewohnlich eine grolle Anzahl oxidativer DNA-Ldsonen vorhanden. Eine dieser
Lasonen, das 80OHdG, kann zu Basenmisspaarungen (Mutationen) bei der DNA-
Replikation fuhren [41], was wiederum eine Aktivierung von Proto-Onkogenen zur Folge
haben kann [42,43].

Die Zdlen enes Organismus verfligen Uber ene Reparaurkapazitdt, die normaeweise
augecht, die Effekte des ,normden® Levels an oxiddaiven Schéden zu diminieren.
Oxideative DNA-Schéden erscheinen direkt durch die Interaktion von Sauergtoffradikalen
mit verschiedenen Gruppierungen der DNA-Hedix oder indirekt durch die Aktivierung
von Endonukleasen. Sauerdtoffradikale, die die Integritdt der DNA stéren  konnen,
entsehen zum Belspid durch freigesatzte Peroxide bei der Lipidoxidation. Diese Peroxide
entstehen beim Abbau von Fetten wéhrend des normaen Verdauungsprozesses [42], adso
endogenen Zdlmetabolismen. Sauerdtoffradikade entstehen aber auch durch Chemikaien,
Drogen, Strahlung und Sonnenlicht [44]. Die Zahl an oxidetiven Treffern auf die DNA
wird mit Uber 10.000 pro Zele pro Tag geschétzt. Obwohl die meisten dieser DNA-
Schéden durch spezifische oder nicht-spezifische Reparaturmechanismen entfernt  werden,
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entgeht en klener Tell diessr DNA-L&sionen der Reparatur und bildet en wichtiges
mutagenes Potentid, welches sch mit dem Alter summieren soll [45,46].

2.1.6  Moglichkeiten zum Biomonitoring

Die Aufgaben des biologischen Monitorings (Biomonitoring) bestehen  darin,
gesundhetliche Rigken in Form von Chemikadienexpodtionen am Arbatsplatz, in der
Freizeit sowie durch Ess, Trink- und Rauchgewohnheaten aufzudecken, zu quantifizieren
und bestmdglich zu verhiten. Fir ein Biomonitoring ist die Auswahl des Biomarkers von
entscheidender Bedeutung. Ein Biomarker kann ein Fremdgtoff (oder sein Metabolit) im
Organismus, en Umsgtzungsprodukt mit  zeluldren Bedtandteilen (zB. Protein-  oder
DNA-Addukte) oder ein biologischer Effekt sein (z.B. Chromosomenaberrationen oder
Mutationen). Im Fdl einer Expodtion mit eénem Cancerogen <ollte sch en gedgneter
Biomarker auf dem kausden Weg in dem mehrdufigen Prozess zwischen Expostion und
Krebs befinden (dehe Abb. 25). So <ollte die Prdsenz, die Quantitét und das
Erschenungsiild des Biomakes mit der Warschenlichket der mdignen
Transdformation der Zelle oder des Gewebes korrelieren [3].

Nachweis von Addukten an Nachweis von

Zielorten oder an besser Onkogenen und

zuganglichen Substraten Tumorsuppressorgenen
Aktivierung Inititation Promotion Progression

| Vol v

Procancerogen |—p»| Cancerogen |—p| @" DNA, —p Krebszelle |[—¥ | Invasion,

RNA’_ Metastasen
\ Proteine
Inaktivierunag
Nachweis von
DNA-Schéaden
Eliminierung Reparatur Zerstorung durch Immunsystem
Nachweis der Substanz Nachweis von Nachweis von
oder seiner Metaboliten DNA-Reparatur- Tumormarkern
in Exkretionsprodukten produkten

Abbildung 2.5: Biomarker in der Cancerogenese (graue Felder)
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Als Hinweise auf genotoxische Wirkungen geten ua DNA-Strangbriiche. DNA-
Strangbrtiche gdlen en frihes biologisches Ereignis im Cancerogenese-Prozess dar. Sie
konnen durch chemische oder physkdische Einwirkungen entsehen. Einzd- und
Doppedrangbriiche and die zelulde Antwort auf die direkte Einwirkung von Mutagenen
oder entstehen indirekt durch unvollgéndige Reparaiur. Der Comet-Test ddlt ene
enfache und sengble Technik dar, um DNA-Srrangbriche zu ermitten. Er  wird
zunehmend auch fir das Human Biomonitoring eingeseizt [12].

Chemische Subganzen (in dler Regd resktive Metaboliten von  aufgenommenen
Substanzen) bilden DNA-Addukte durch kovalente Bindung an die DNA-Nukleotide.
DNA-Addukte konnen zu Mutationen fuhren und damit zur maignen Entartung von
Zdlen zu Krebszdlen betragen. Se konnen deshdb ds  biochemische
Beanspruchungsmarker fir die Prozesse von Mutagenese und Cancerogenese betrachtet
werden [47]. Zum Bespid liegt die Grundbdastung von Menschen mit PAH Uber
Nahrung und Luft be Adduktraten im Bereich von 1-10 Addukten auf 108 unveranderten
Nukleotiden.

Erhdhte 80OHAG-Level wurden be viden Tierversuchen nach Expodtionen mit UV-
Strahlung, Asbest, BaP und videm mehr gefunden. 8OHAG scheint daher ein gegigneter
Marker fur die Einschdtizung oxidativer Schaden zu sain, da dieses Addukt nicht nur stabil
in der isolierten DNA ist, sondern auch mit hoher Sengtivité durch HPLC-ECD und LC-
MSM S gemessen werden kann [38,48,49].

Ein guter Biomaker flr Expodtionen von Menschen mit Mutagenen muss enige
Mekmde beanhdten: Reevanz fir Tumorentsehung, leichte Probengewinnung sowie
Rdevanz fir Ganzkorperexpodtionen. Er sollte zudem dabil und en Indikator fir
gehaufte Expogtionen sain [2]. Auf DNA-Ebene ktnnen solche Biomarker Mutationen in
Onkogenen oder Tumorsuppressorgenen sain.

Die Trandokation t(14;18) eflllt enige der oben genannten Kriterien. Se ig die
haufigge Trandokation in menschlichen Lymphoma und kann im Blut von Probanden
nachgewiesen werden.

Mutationen im Tumorsuppressorgen p53 dnd die haufiggen genetischen Verdnderungen
in menschlichen Tumoren. Die Mutationen snd auf vier hochkonserviete Doménen
konzentriert und dabel die meisten auf wenige Codons (,Hotspots*). Von Mutaionen im
Codon 248, CGG, wurde in 114 von 1178 Tumoren mit p53-Mutationen berichtet. Sie
erscheinen dabel hauptséchlich be Darmkrebs [5,50]. Aus diesem Grund ist es interessant
nachzuweisen, ob eine Beziehung zwischen diessr Mutation im Gen p53 Codon 248 in
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gesundem Gewebe und Mutagenexpositionen besteht und der Nachweis dieser Mutation
eventuel fir ein Biomonitoring einsetzbar i

Ein weteres sehr gut chaakterisertes tumorrdevantes Gen i das K-ras, welches
somatisch mutiert in viden menschlichen Krebsarten vorkommt. Da Mutationen in diesem
Gen nur an dre ,Hotspots® (Codon 12, 13 und 61) auftreten und haufig und gut
charakterisert in Colorectd-, Pankreass und Lungenkrebs vorkommen, snd molekulare
Diagnosen und Risko-Abschétzung besonders interessant [33].

Bam K-ras ig die an meden aktiviete Pogtion in menschlichen Tumoren das Codon
12. Die Detektion von ras-Mutationen konnte gerade bel Lungenkrebs as Marker dienen.
Dort findet man se zu 90 % in den Adenocarcinomen der Lunge, davon wiederum zu
80 % im Codon 12 [51].

2.2 Wirkmechanismen von Mutagenen

Mutagene Substanzen induzieren ene Vidzahl von Schéden, die den Cancerogenese-
prozess durch Beenflussung der Mutationsrate, der Wachstumsgeschwindigkeit und der
Expresson de Zdldifferenzierung in Gang bringen oder beschleunigen.  Chemische
Cancerogene konnen in zwel Gruppen klassfiziet werden, die genotoxischen und die
nicht-genotoxischen ~ Substanzen.  Genotoxische  Substanzen sdnd  (meist nach
metabolischer  Aktivierung) chemisch resktiv (dlektrophil) und interagieren mit zeluldren
Makromolekilen, ua mit der DNA unter Addukt-Bildung, was zu Mutationen fihren
kann. Diese Mutationen konnen Proto-Onkogene aktivieren oder Tumorsuppressorgene
inaktivieren. Bel genotoxischen Substanzen zeigt Sch ene lineare Abhangigkeit zwischen
Adduktrate und Doss Uber wete Konzentrationsbereiche. Be  nicht-genotoxischen
Substanzen komen ene Vidzahl von anderen  Mechanismen zu  permanenten
Modifikationen des genetischen Maerids auf Gen, Chromosom oder Genomleve
fuhren.  Indirekte  Mechanismen umfassen  unter  anderem  Interaktionen  mit
Topoisomerasen, eniedrigte DNA-Replikationsgenauigkeit,  Unausgewogenheit  des
Nukleotidpools, Interektionen mit der Zdlstruktur verbunden mit  Chromosomen
gpaltungen sowie Stérung des Spindel apparates bei der Zdltellung [52].

Von besonderer Bedeutung sind genotoxische Substanzen, die in der Umwelt vorkommen.
Halogenierte Substanzen, Nitrosamide und Nitrosoharnstoff sind direkte Cancerogene, da
de ohne meabolische Aktivieeung chemisch resktive. snd und mit  zdlulden

Makromolekilen interagieren konnen. Sie kommen Ublicherweise nicht in der Natur vor,
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sondern werden in der chemischen Indudtrie oder ads Chemothergpeutika verwendet.
Umwedtrdevante chemische (indirekte) Mutagene benttigen ene  metabolische
Aktivierung, dh. ene Aktivierung in ene dektrophile Form, um mutagen wirken zu
konnen [53,54]. Die megen dieser oxidativen Resktionen werden dem Cytochrom:P450-
Enzymkomplex zugeschrieben. Die Komponenten des Cytochrom:P450- Enzymkomplex
and hauptsichlich an  das endoplasmaische Retikulum  gebunden [55]. Die
Biotrandformation spidt ene gro3e Rolle in der mutagenen und cancerogenen Aktivitét
und der Organspezifitdt von Umwetmutagenen. Es igt bekannt, dass es grof3e individuele
Unterschiede in der Biotransformation gibt, die heute nur zum Teil durch die genetischen
Polymorphismen in Enzymen des Fremdstoffstoffwechsdls erklart werden konnen.

Die Konzentration des ultimalen Cancerogens, welches mit der DNA reagiert, wird durch
das Gleichgewicht in der Aktivierungs- und Detoxifizierungsrate des Individuums fur die
betreffende Substanz bestimmt [56,57].

2.2.1 Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe

Das in dieser Arbeit verwendete Mutagen Benzo[apyren (BaP) und sein Aktivierungs-
Metabolit Benzo[a|pyren-Diolepoxid (BPDE) gehdren zur Klasse der polyzyklischen
aromatischen Kohlenwasserstoffen (PAH), die hauptsachlich durch die unvollgéndige
Verbrennung von organischem Materid entstehen und dadurch seit Jahrtausenden in der
Umwdt gegenwatig snd [58]. Die PAH snd zudem in  Abgasen  von
Verbrennungsmotoren  enthdten und kénnen be  der Pyrolyse von  Aminosauren,
Fettsduren, Kohlenhydraten, Losungsmitteln und Wachs sowie bem Rogen von Kaffee
entstehen. Des weiteren kommen PAH im Haupt- und Nebenstrom des Tabakrauchs sowie
in gebratenen, gegrillten und gerducherten Lebenamitteln vor [14,59).

Die PAH missen metabolisch in ultimae Cancerogene, dies snd resktive eektrophile
Substanzen, Uberflhrt werden, bevor de toxisch und mutagen wirken kénnen (sehe Abb.
26). Die metabolische Aktivieeung der PAH besent in der Epoxidierung der
Dihydrodiole. Se efolgt im endoplasmatischen Retikulum und wird durch das Membran
gebundene Cytochrom-P450-System katalysert. Hierbel zeigt das Isoenzym CYP1AL
neben CYP2C9 und CYP3A4 fur grol¥e planare Substrate wie PAH die groflde Spezifitét
[56,60]. Durch CYP1A1 wird aus Benzo(a)pyren das Benzo(a)pyren7,8-Epoxid gebildet,
welches wiederum ein gutes Subdtrat fir die Epoxidhydrolase is. Diese fungiert in diesem
Fdl ds Aktivierungssystem, da der Metabolit, das trans-Dihydrodiol, erneut durch
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Cytochrom P450-1soenzyme  epoxidiert werden kann [61,62]. Ein Sterecisomer des
gebildeten Dihydrodiol-Epoxids gilt ds das ultimde Cancerogen, welches dann mit der
DNA reagiert.

Metabolisch aktivierte PAH fihren zu DNA-Addukten, wobe das Diolepoxid sowohl mit
dem Ringdickstoff as auch mit der NH,-Gruppe von Guanin und Adenin reagieren kann.
Essentidl fUr die genotoxische Wirkung ig die sogenannte Bay-Region des Molekils
[58]. Der ultimae cancerogene Metabolit von BaP, das anti-BPDE, bildet hauptsichlich
Addukte mit der N2-Position von Guanin [63,64].

Die Haufung von DNA-Addukten it abhdngig von der Konzentration an vorhandenen
ultimalen Cancerogenen und der DNA-Reparaturrate. DNA-Addukte verschiedener PAH
lassen sch in praktisch dlen Organen sowie den wef¥en Blutzdlen und der Haut
nachweisen.
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Abbildung 2.6: Metabolische Aktivierung von BaP: Aufgrund stereoselektiver Eigenschaften der
Cytochrom-P450-Isoenzyme ist die mengenmaRige Verteilung der vier optisch aktiven Isomeren
des als ultimales Cancerogen eingestuften 7,8-Diol-9,10-epoxid ungleich. Die Hauptwege der

BaP-Aktivierung werden mit fettgedruckten Pfeilen dargestellt [53].
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2.2.2 Heterozyklische aromatische Amine

Heterozyklische aromatische Amine (HAA) entsehen durch pyrolytische Prozesse (wobel
auch die Malllard-Resktion eine Rolle spidt) bem Braen, Grillen und jeglicher mit
Erhitzen verbundenen  Zuberatungform von  proteinhdtigen  Lebenamittdn.  Die
Hauptvorlaufer der heterozyklischen aromatischen Amine in Fesch und Fsch snd
Kredatin oder Kredtinin, frade Aminosauren und Zucker. Dabel geigt die Bildung der HAA
mit ansteigender Temperaiur und Kochzeit. In gebratenem Heisch und Fisch ist 2-amino-
1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridin - (PhIP) am dékden vertreten. PhIP kommt
ebenso in Zigarettenrauchkondensat, L uftpartikeln, Abgasen, Wein und Bier vor [65,66].

Die heerozyklischen aromatischen Amine missen wie die PAH metabolisch aktiviert
werden, bevor Se genotoxisch wirken (Sehe Abb. 2.7). Die metabolische Aktivierung
efolgt ebenfals Uber den PA450-Enzymkomplex, wobel hier das Isoenzym CYP1A2 die
hochse Spezifitdt zeigt [67,68]. Durch CYPlA2 efolgt die N-Hydroxylierung von
heterozyklischen aomatischen Amine in der Leber [69]. De  N-Hydroxyaryl-
aminmetabolit kann in der Leber glucuronidiert werden. Das Glucuronid gdlangt nach
bilidrer Ausscheidung in das Colon, wo es durch bakteridle b-Glukuronidasen gespdten
wird. Die heterozyklischen aomatischen Amine werden durch ene Acetyl-CoA-
abhangige O-Acetyltransferase oder  durch  intramolekulare  N,O-Acaylierung  in
hochresktive N-Acetoxyarylamine Uberfihrt, die ds ultimde Cancerogene geten. Aus
diesen ingabilen Produkten kann nun das eektrophile Nitreniumion entstehen, das mit
nukleophilen Zentren der DNA hauptsichlich unter Bildung von C8-Deoxyguanosin-
Addukten reagiert [56,66]. Diese Addukte konnen zu GC>TA Transversionen fihren. Das
fir die Acetyl-CoA-abhangige O-Aceylieung im Colon verantwortliche Enzym
unterliegt einem genetischen Polymorphismus, der Individuen in schnelle, mittdschnelle
und langsame Acetylierer charakteriset. So wurden ethnische Variationen in  der
Aktivitét dieses Enzyms beobachtet.

Das Colon ist Hauptzidorgan fur die cancerogene Wirkung heterozyklischer aromatischer
Amine. In der Regel snd be Coloncarcinomen schndle Acetylierer mehr gefanrdet [56].
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Abbildung 2.7: Metabolische Aktivierung heterozyklischer aromatischer Amine. Diese werden
durch das CYP1A2 N-hydroxyliert und von UDP-Glukuronyltransferasen (UDPGT) N-
glukuronidiert. Im Colon wird das Glukuronid gespalten, und das Hydroxylamin durch eine Acetyl-
CoA-abhangige O-Acetyltransferase (OAT) in der Colonmucosa in das hochreaktive N-

Acetoxyarylamin Uberfiihrt, das leicht Essigsaure abspaltet. Das entsprechende Nitreniumion kann
nukleophile Zentren in der DNA angreifen [53].
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2.2.3 N-Nitrosoverbindungen

N-Nitrosoverbindungen spiden ds Umweltcancerogene eine bedeutende Rolle. Es handdlt
sch dabe um reativ einfach aufgebaute Substanzen, die sch hingchtlich ihrer Struktur
und ihrer Wirkungsweise in zwea Gruppen entelen lassen: N-Nitrosamine und  N-
Nitrosamide. In diessr Arbeit wurde en tabakspezifisches Nitrosamin, das 4-
(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanon  (NNK:  Nicotine-derived  N-nitrosoketone)
as Expogtionsmutagen verwendet. Nitrosamine kommen ubiquitdr vor. In Lebenamitteln
zB. in gebratenem und geréauchertem Feisch und Wurswaren, Kése und Bier, wurden
Spuren  von Nitrosaminen nachgewiesen. Kosmetika, Umwetchemikdien (Pestizide),
konnen ebenfdls Nitrosoverbindungen enthdten. Am Arbeatsplaiz kan es in der
Gummiindudtrie, in Ledergerbereien und be der Metdlverarbeitung zur Exposgtion mit
diesen Vebindungen kommen. Im Tabekrauch dnd Se insbesondere im Haupt- und
Nebenstrom nachweisbar.

Nitrosamine entstehen auch endogen im Magen unter sauren Bedingungen aus Nitrit (z.B.
aus Heisch oder bakteridler Reduktion von Nitrat oder Stickoxiden) und sekundéren
Aminen, diesch be der Zubereitung von Lebenamitteln bilden [14,70].

Nitrosamine werden durch Oxidation an enem der Aminogruppe benachbarten C-Atom
metabolisch aktiviert. Durch die enzymatische & C-Hydroxylierung durch CYP2E1 oder
CYP2A3 entgtehen be  klenen Nitrosaminen (z.B. N-Nitrosodimethylamin) resktive
eekirophile Metaboliten wie Alkyldiazohydroxide, Diazonium-lonen und Carbenium-
ionen. Letztere kbnnen a's ultimale Cancerogene mit der DNA reagieren [53].

Aus NNK entsehen nach metabolischer Aktivierung in der Leber methylierende und
pyridyloxobutylierende Diazohydroxide. Diese werden durch eine a-C-Hydroxylierung,
die vor dlem von CYP1A2 neben CYP2ELl, CYP2A6 und CYP3A5 katalysert wird,
gebildet. Die Alkylantien resgieren mit zeluldren Nukleophilen, was ua zur Entstehung
von Globin- und DNA-Addukten (Methyl- und Pyridyloxobutyladdukte) fihrt [71-73].

Die Oxobutylierung filhrt zudem zur Hemmung des Reparaturenzyms O°-Alkylguanin-
DNA-Alkyltransferase (AGT), wodurch die Reparatur von Methyladdukten verlangsamt
wird [74]. AGT gdlt eine Schutzmdglichkeit der Zellen gegen dkylierende Agenzien dar.
Se entfernt v.a Alkyl-Gruppen aus der O°-Position von Guanin in der DNA. Durch ene
Einzelschrittresktion Ubertragt die AGT die Alkyl-Gruppe auf einen Cysteinrest an seinem
Carboxylende. Dadurch verbraucht sich das Enzym. Ein Enzym-Molekdl kann daher nur
enmd ene Alkyl-Gruppe entfernen.
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Bem Menschen verursacht die Expostion mit Nitrosaminen insbesondere Krebs in Leber
und Speiserohre. Bel Nagern 16t NNK Lungentumore aus, so dass vermutet wird, dass es

auch an der Lungenkrebsentwicklung bel Rauchern malgeblich betelligt ist [75].
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Abbildung 2.8: Metabolische Aktivierung von NNK: Durch Cytochrom-P450-vermittelte &-C-
Hydroxylierung werden methylierende und pyridyloxobutylierende Intermediate gebildet, die mit
Biopolymeren (DNA, Globulin) entsprechende Addukte bilden, die entweder als solche oder nach

hydrolytischer Freisetzung von 4-Hydroxy-1-(pyridyl)-1-butanon (HPB) nachgewiesen werden
kdnnen [53].
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Ferner wurde in dieser Arbeit eine weitere N-Nitrosoverbindung eingesetzt, das N-
Methyl-N’-Nitro-N-Nitrosoguanidin -~ (MNNG). MNNG ig¢ ean  monofunktiondes
Alkylierunggmitte, das meistens die N’-Postion des Guanins und die N3-Position des
Adenins methyliert [76]. MNNG wird as Standardmutagen bel Tierversuchen eingesetzt,
um Magen und Darmkrebs zu erzeugen. Es reagiet im Zidorgan unter spontaner
Freisetzung enes Alkylkaions, das mit der DNA in den Zdlkernen unter Bildung von
G>A Trangtionen reagieren kann.

2.2.4  Zigaretterauchkondensat

Tabakrauchen gelt ein erhebliches Krebsrisko fir den Menschen dar. Tabakrauch ist ein
komplexes Gemisch aus ca 4000 identifizieten Einzdverbindungen. Von diesen
Komponenten haben sch etwa 40 as cancerogen in Tierversuchen erwiesen. Zu diesen
Substanzen zéhlen PAH, N-Nitrosamine, aomatische Amine, HAA, Aldehyde,
anorganische Komponenten und verschiedene organische Chemikaien wie Styrol, Benzol
und Vinylchlorid [53,77].

Beam Abrauchen von Tabak entstehen Pyrolyseprodukte, die sch in Haupt- und
Nebenstrom auftellen. Der Hauptstromrauch ist der Rauch, der sch wahrend des Zuges
bildet und vom Raucher inhdiert wird, warend der Nebensromrauch in dem Intervall
zwischen den Zlgen, den Rauchpausen, entsteht und in die Umgebungduft abgegeben
wird [78]. Die Gasphase des Hauptstromrauches von Zigaretten besteht hauptsachlich aus
Stickgtoff, Sauerstoff, Kohlendioxid und Kohlenmonoxid. Diese Komponenten machen
85-95 % des Gesamtgewichtes des Hauptstromrauches aus. Zu den cancerogenen
Verbindungen der Gasphase gehtren 1,3-Butadien, Benzol, einige Aldehyde und fllchtige
Nitrosamine. Die Patikdphase enthdt ds Hauptkomponenten Nicotiana-Alkaoide,
wobe das pharmakologische  Nikotin  die  wichtigde Vebindung i, Das
Tabakrauchkondensat (CSC), das durch Abrauchen de Zigaetten nach den
dandardiserten Bedingungen gemd?3 DIN/ISO mit ener automatischen Abrauchmaschine
und Niederschlagung der Patikd auf enem Gladfasefilter erhdten wird, enthdt ds
cancerogene  Verbindungen PAH, aomatische Amine HAA und tabakspezifische
Nitrosamine [53].

Waéhrend das Rauchen kausd an der Entstehung von Lungenkrebs beteligt ist, ist die
Rolle des Passvrauchens, d.h. der Expodtion mit ETS (,environmental tabacco smoke"),
fur die Entgehung von Lungenkrebs noch nicht eindeutig geklat [79]. Die genaue
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Zuordnung der Ursache wird unter anderem dadurch erschwert, dass viee im Tabakrauch
enthdtenen Cancerogene, wie z.B. Benzol und PAH, auch in der Umwet vorkommen und
den Nichtraucher belasten.

2.3 Beobachtung chemisch induzierter Veranderungen
in Saugerzellkulturen

2.3.1 MCL-5-Zellen als in vitro Testsystem

Be dieser Zdllinie handdt es sch um ene (B-)lymphoblastoide Zdllinie. Se sammt von
RPMI 1788 Zdlen (Rosawdl Parc Memorid Inditute) ab, die 1968 enem gesunden
mannlichen Spender entnommen wurden [80,81].

Im Gegensaiz zu den meden Zdllinien haben MCL-5-Zdlen ba der Kultivierung ene
induzierbare CY P1A 1-Expresson behaten.

Die MCL-5-Zdllinie ethdt in zwe episomden Vektoren mit OriP-Sequenzen des
Epsein Bar Virus (EBV) funf humane cDNAs, die jewels fir en Fremddoff-
metaboliserendes  Enzym (CYP1A2, CYP2A6, CYP2ELl, CYP3A4) und for die
microsomade Epoxidhydrolase codieren. Die Expresson wird bel beiden Vektoren durch
den Thymidinkinase-Promoter des Herpes-amplex-Virus kontrolliet [4,82]. Die Zdllinie
entdand durch Transformation bekannter menschlicher cDNAs in ene sabile humane
Zdlline. Die Femd-DNA befindt sch in zwe Hygromycn-B und Hydtidinol
selektierbaren Plasmiden (Sehe Tab. 2.1).

Durch die engefigten Cytochrom-P450 cDNAs ig die Zdlline MCL-5 in der Lage,

Procancerogene zu aktivieren.

Vektor Selektion Anzahl der Kopien | Eingefligte cDNAs
CYP1lA2
pPMF6 100 pg/ml Hygromycin B 5 CYP2A6
mEH
. o CYP2E1
pPEBVHistk 2 mM Hidtidinol 40
CYP3A4

Tabelle 2.1: In die MCL-5-Zelllinie eingefligte cDNA.
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Die Expresson der eingefigten cDNAs wird von dem Promotor des Herpes-smplex-
Virus-Thymidinkinase-Gens  kontrolliert. Dieser  Promotor zeigt keine Antwort auf die
klassschen CYP-Induktoren. Die konditutive CYPLA1-Aktivitéé wird von PAH
induziert.

Die Zdllinie wéchg mit einer Verdopplungszeit von 16-19 Stunden in supplementierten
RPMI-Medium mit 9 % Pferdeserum [4].

2.3.2 HFBE-Zelllinie

Be desr Zdlline handdt es dch um menschliche Fotd-Bronchid-Epithd-Zdlen
(HFBE). Sie wurden von einem weiblichen Fotus, bei dessen Mutter die Schwangerschaft
nach 18 Wochen contrainduziert kiinstlich abgebrochen wurde, entnommen und in 75 cnt
Gewebekulturflaschen in - supplementieten  RPMI-Medium mit 20 % Fota-Kabsserum
weiterkultiviert. Die Verdopplungszeit betrégt ca. 24 Stunden[83].

2.3.3 Expositionen

Die Expostionen von MCL-5-Zdlen mit direkten Mutagenen efolgten eine Stunde und
fUr indirekte Mutagene 24 Stunden in Kulturflaschen im Kulturmedium bea  bestimmten
Daosen an Mutagenen. Die Kultivierung erfolgte nach den Angaben von Crespi [82].

Die Expodtion der HFBE-Zdlen mit ADS efolgte in ener spezidl angefertigten
Apparatur des Fraunhofer Institutes, Hannover (Sehe Abbildung 3.1).

Die Zdlen wurden mit synthetischer Luft und NO, ads Negativ- bzw. Postiv-Kontrolle
und dem verdinnten Nebenstromrauch (ADS) der ,Kentucky reference cigarettes,
K1R4F*, und ener etwa 1:10 Verdinnung V1 von diesem mit synthetischer Luft je eine
Stunde ausgesetzt.
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2.4 Ermittlung von DNA-Lasionen

DNA-L&ionen wurden in diessr Arbet auf verschiedenen Ebenen betrachtet. Zur
Ermittlung der Genotoxizitdt der einzdnen Mutagene wurden DNA-Strangbriiche mittels
der Einzdzdl-Geddektrophorese nachgewiesen. Eine andere Ebene ist die Betrachtung
von DNA-Addukten ads Vorgstufe von Mutationen. In dieser Arbeit wurde das DNA-
Addukt 8-Hydroxy- 2’ -deoxy-Guanosin (80HAG) mit Hilfe der LC-MS/M S bestimmt.

2.4.1 Strangbriche in der Einzelzell-Gelelektrophorese

Die Einzdzdl-Geeektrophorese, auch Comet-Test genannt, beruht auf der Messung von
DNA-Strangbriichen in e@nzenen kernhdtigen Zdlen. Diese Methode wurde ersmas von
Ostling und Johanson 1984 beschrieben.

Einzd- und Doppedrangbriche konnen durch chemische oder physkalische
Einwirkungen entsehen. Se snd die zdlulgre Antwort auf DNA-Schaden [84]. Die
nachgewiesenen Strangbriiche konnen direkt durch die Mutagene, durch Apoptose oder
indirekt durch unvollstdndige DNA-Reparatur bedingt sein [85].

Bea dem Comet-Test werden Sdugerzdlen dler Art nach Expostion mit Mutagenen und
Einwirkung von Inhibitoren auf Objekttrégern (3-schichtig) in Agarose eingebettet. Der
Vortal dabe liegt in der geringen Zahl an Zelen (10.000-100.000), die fur diesen Test
benttigt werden [11]. Die eingebetteten Zdlen werden mit ener hyperosmotischen
Szibsung und Detergenzien lyset und die DNA auf dem  Objekitréger
eektrophoretisert.  Vor und wéhrend der Elektrophorese findet das sogenannte
“Unwinding*, d.h. die Auflésung der Chromosomengruktur und die Entspirdiserung der
DNA in adkdischer Losung dait, in der dann auch die Elektrophorese durchgefihrt wird.
Durch die dkdischen Bedingungen, unter denen die Elektrophorese erfolgt, snd nicht nur
Doppelstrangbriiche, sondern auch Einzelstrangbriiche durch die verdnderte Wanderung
im eektrischen Feld nachweisbar [86].

Die Fragmente wandern dabel je nach ihrer Lange weiter ds der Kern, sodass sch en
Bild ergibt, dass an einen Kometen erinnert und zur Namensgebung des Testes fihrte
(sehe Abb. 2.9).
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Abbildung 2.9: Comet-Auswertung

Je langer und intengver en solcher ,,Kometenschwef* i, umso mehr Strangbriiche sind
in ene individudlen Zdle enthdten gewesen, da dSch die Wanderungsstrecke im
elektrischen Feld umgekehrt proportiond zum Molekulargewicht verhdt und intekte DNA
unter den gewahlten Bedingungen nicht migriert.

Zur Auswertung werden die Objekttrager mit Ethiumbromid angeférbt und unter einem
Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Ausgewertet werden die ,Kometen® Uber ene
automatische Software, die fir jeden ,Kometen® das Talmoment berechnet, welches sich
as Produkt aus dem Verhdtnis der Intensté in Kopf und Schwelf und der Schwelflange
Zusammensetzt.

Die Sengtivitét liegt be 50 Einzel strangbrtichen pro diploide Zdle [87].

Erhohung der Sengtivitét durch Zusatz von DNA-Reparatur-1nhibitoren

Durch die Zugabe von Hydroxyharngtoff (HU) und Cytosin-Arabinosd (araC), welche
den ersten Schritt der DNA-Reparatur, die Excison, erlauben, aber den zweiten Schritt,
die DNA-Resynthese, hemmen, kann die Sengtivitd im Comet-Test erhoht werden [88].
HU hemmt die Ribonukleosd-Diphosphat-Reduktase, was zur Entleerung der nuklearen
dATP und/oder GTP-Pools fihrt [89]. AraC inhibiert den DNA-Polymerisationsschritt,

der normaewese nach dem Heausschneiden der fehlerhaften Nukleotide oder Basen

wéhrend der Reparatur erfolgt [90,91]. Belde Reagenzien kénnen zur Synchroniserung
von Zdlkulturen eingesstzt werden. Beide Stoffe dlein hemmen die DNA-Reparatur
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nicht, ergeben zusammen aber enen synergetischen Effekt [92]. Die Fragmente bleiben
gerade be langeren Expogtionen erhdten und das ganze Ausmal der Schédigung wird
ergchtlich.

2.4.2 Nachweis von 8-Hydroxy-2'-deoxy-Guanosin

8-Hydroxy-2'-deoxy-Guanosin  (80HAG)-Levds konnen sendtiv nach  enzymatischem
Verdau der DNA mit HPLC/ECD oder auch mit LC-MSMS nachgewiesen werden. Die
Ubliche Methode zur 80HAG-Bestimmung ist die HPLC/ECD-Methode. Durch die HPLC
ig eine spezifische Trennung von 80OHAG und dG gegeben. Die Detektion erfolgt be dG
mit UV, wahrend das 80HdG dektrochemisch detektiert werden kann. Diese
elektrochemische Detektion ist fur die 80HAG-Bestimmung senstiver ds die optische
Absorptionsmethode [93,94].

Be der in diesr Arbet verwendeten LC-MSMS-Methode liegen die Vortale in der
spezifischen Trennung durch die HPLC und die sendtive Detektion durch die gekoppelten
Massenspektrometer. Durch die MSMS-Detektion kann die Senstivitét im Vergleich zur
HPL C/ECD-Methode nochmals um ca. Faktor 10 gesteigert werden.

Hochmolekulare isoliete DNA  wird mit Nukleese Pl behanddt und vollsténdig in
Nukleotide hydolysiert [47]. AnschlieRend erfolgt die Spaltung zu Nukleosden durch die
dkdische Phosphatase, die die Phoshatgruppe am 5-Ende entfernt. Die Nukleoside
werden nun mittels HPLC aufgetrennt und massenspektrometrisch  detektiert.  Dabel
wurden fur die Bestimmung von 80OHAG der Massenibergang 284,2/168,1 und fur dG der
Masseniibergang 268,1/134,9 verwendet [48].

Zur Auswertung wird die Menge 80HAG auf die Menge dG bezogen (Ublicherweise:
80HdG/10° dG) [95,96].

Um Artefaktbildung bel der Isolierung der DNA zu vermeden, wird diese direkt nach der
Expogtion sowet moglich unter Stickstoffatmosphére isoliert und gespaten.

Die Nachweisgrenze liegt bei ca ener modifizieten Base in 10° unverdnderten Basen
(5 pg 80OHAG absolut), was ausreichend fur die vorkommenden Level an 80HdG in
zdlulérer DNA ist. Fir eine Messung werden ca. 25 ug DNA bendtigt [97].
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2.5 Nachweismethoden fir DNA-Mutationen

Die Arbeiten von Mullis und Mitarbeitern erméglichten es sait Mitte der 80er Jahre,
Sggmente der  DNA mit Oligonukleotidprimern  zu  versehen und mit  Hilfe der
Polymerasekettenresktion (PCR) zu vervidfdtigen [98]. Die PCR wurde bad zu einem
Routineverfahren und ermdglicht die Untersuchung von winzigen DNA-Mengen.

Die hier angewendeten Methoden zur Untersuchung der Mutation im Gen p53 Codon 248,
dem K-ras Gen Codon 12 und der Trandokation t(14;18) beruhen auf dem Prinzip der
PCR. Dabe snd spezidle Vefahren dar PCR notwendig, um die geringe Zahl an

mutierten Zellen in eénem grofRen Uberschuss an normaen Ze len detektieren zu konnen.

2.5.1 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenregktion (PCR) i en enzymatisches Vefahren zur in vitro
Veavidfdtigung (Amplifizierung) spezifischer  DNA-Abschnitte. Im Prinzip entspricht se
der DNA-Replikation in der lebenden Zdle, jedoch wird die Duplizierung einer DNA-
Sequenz in kurzer Zeit so haufig wiederholt, dass es zu ener exponentidlen Zunahme der
ursoringlichen  DNA-Menge kommt und aus enem enzigen Molekll Nanogramm-
Mengen enes Segments entstehen, die durch Férbung nachgewiesen werden konnen. Das
Prinzip I&s2 dch folgendermaien beschrelben: Es baset auf der Denaturierung eines
doppelstrangigen DNA-Templates, an welches sch an den Enden des zu amplifizierenden
Bereiches spezifische Oligonukleotidmolekile, sogenannte Primer, anlagern  (Anneding).
Die= Primer werden von einer DNA-abhdngigen DNA-Polymerase in Anwesenheit freler
Desoxynukleosd-Triphosphate  (dNTPs) verlangert  (Elongation). Die DNA-Polymerase
eongiet den entstehenden DNA-Doppelstrang (dsDNA) solange, bis se von der DNA
yabfdlt" oder die Reaktion unterbrochen wird. Dieser Abbruch kann durch eine Erhthung
der Inkubationstemperatur auf 95 °C verbunden mit ener Denaturierung der dsDNA
erfolgen. Kihit man den Ansatz in Anwesenheit freier Primer wieder auf 60-40 °C ab, so
binden diese in Abhéngigket ihres mittleren Schmdzwertes an die komplementédren
Sequenzen des Templates. Die Synthese enes weteren Doppelstranges kann  jetzt
wiederholt werden. Die PCR bietet in Kombinaion mit der Vewendung ener
thermostabilen DNA-Polymerase den Vortell, dass dle Komponenten in enem
Resktionggefdl? zusammengefihrt und die DNA vollautomatisch in einem Thermocyder
amplifiziet werden kann. Ab dem dritten Zyklus verdoppdt dch theoretisch in jedem

Zyklus die Menge der von den Startmolekiilen eingerahmten Ziel sequenz, wodurch es zur
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exponentidlen Vervidfdtigung kommt. Nach Abbruch der Resktion, d.h. im dlgemeinen
nach 2540 Zyklen, wird der PCR-Ansaz gedektrophoretisch aufgetrennt und die
Fragmentlange des gebildeten PCR-Produkts mit Hilfe eines DNA-GroRRenstandards
Uberpriift.

25.1.1 RFLP-PCR zur Anreicherung von Punktmutationen im Codon 248
des p53 Tumorsuppressorgens

Ba da  Redriktionsdragmentiangenpolymorphismus-PCR  (RFLP-PCR)  wird  das
Vorhandensain einer Redtriktionsstelle in dem zu untersuchenden Codon ausgenutzt. Die
Mutation wird dabel durch den Verlus der Erkennungsstele fir das Redriktionsenzym
detektierbar [9].

Durch den RFLP-Ansatz wird der Hintergrund, der in der Gegenwart von grof3en Mengen
an Wildtypsequenzen besteht, reduziert. Basenpaaraustausche, die in der Erkennungsstelle
enes Redriktionsenzyms liegen und die mutiete Stelle durch eine Resistenz  gegentiber
der entsprechenden Endonuklease zeigen, kdnnen gemessen werden [10].

Ba der Untersuchung der Mutation im Gen p53 Codon 248 (CGG) wird die
Erkennungsstdlle des Msp |-Redtriktionsenzymes (CCGG) ausgenutzt, die in diesem
Codon vorliegt.

Es wird zunéchst die genomische DNA verdaut, sodass im nachfolgenden PCR-Schritt nur
mutierte oder ungechnittene  Wildtyp (WT)-Sequenzen amplifiziet werden. Durch
Wiederholen dieser beiden Schritte wird die Mutante so stark angereichert, dass de im
Agarosegel sichtbar gemacht und sequenziert werden kann (Sehe Abb. 2.10).

Die maximde Senstivitéd des RFLP-PCR-Protokolls ist von der Vollsténdigkeit der WT-
Entfernung und der Fehlerrate der in der PCR benutzten Polymerase abhangig [10].
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Abbildung 2.10: Prinzip zur Anreicherung der Mutation im Gen p53 Codon 248

25.1.2 PCR-RFLP zur Anreicherung von Punktmutationen im Codon 12
des K-ras-Onkogens

Be der PCR-RFLP, folgt auf eine PCR, be der in dem zu untersuchendem Codon eine
Redriktionsselle fur die normden Alldsequenzen geschaffen wird, die Redriktion des
WT, wahend die mutieten Sequenzen redriktionsresstent snd und dadurch sdektiv
angereichert werden kénnen [9,34,99].

Diese Methode beruht zunéchst auf ener nested PCR, wobe in der zweiten PCR en
Mismatch-Primer verwendet wird, durch den eine Redriktionsstelle eingefihrt wird [100].
Durch die Einfihrung der kindlich geschaffenen Bst N I-Redriktionsstelle (CCTGG)
durch ene G>C Subgitution an der ersten Stelle des Codon 11 (d.h. nahe der zu
untersuchenden Stdle im Codon 12 vom K-ras-Gen) durch den 5-Primer und
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anchliefendem Verdau <ollten in der folgenden PCR-Runde nur noch mutiete und
wenige ungeschnittene WT- Sequenzen vorhanden sein (Sehe Abb. 2.11).

1. PCR: Primer 1

GCT Template

+—
i Primer 2

2. PCR: Einfuhrung der .GGA Primer 3
Restriktionsstelle: —»

—GCT Template

Primer 4

=CCT

-CCXT

Bst NI-Verdau: l

-CC + T e

Abbildung 2.11: Einfuhrung der Bst NI-Restriktionsstelle im K-ras Codon 12

Durch mehrmaliges Wiederholen von PCR und Verdau i die Anreicherung der mutierten
DNA soweit mdglich, dass eine Auswertung im Agarosegel durchgefihrt werden kann
[100,101] (dehe Abb. 2.12). Die maximade Sengtivitdt des RFLP-PCR-Protokalls ist wie
be der Anreicherung der Mutation im Codon 248 des Gen p53 von der Vollgéandigkeit

der WT-Entfernung und der Fehlerate der in der PCR benutzten Polymerase abhéngig
[10].
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Abbildung 2.12: Prinzip der Anreicherung der Mutation im K-ras-Gen Codon 12
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2.5.1.3 Anreicherung der Translokation t(14;18) durch semi-nested PCR

Da nach ener Trandokation Sequenzen benachbat dnd, die normdewese auf
verschiedenen DNA-Molekilen liegen, gedlen Umlagerungen diesr Art  besonders
gungtige Ausgangssituationen fir die Anwendung einer genotypischen Sdektion dar.

In Uber der Hdfte der Félle der Trandokation t(14;18) fdlt die Bruchgdle auf dem
Chromosom 18 in eine 150 bp Region von dm bcl-2-Gen (mbr). Die andere Bruchstdle
auf dem Chromosom 14 liegt adf dem 5-Ende auf einem der sechs JSegmente der
Immunglobulin- Schwerkettengene [7]. Durch diese relaiv gut beschriebenen Stelen it es
maoglich, dch Primer fir diese Trandokation herzusdlen. Der ene Primer muss
komplement&r zu einem Stlick der 150 bp Region des bcl-2-Gens sein, wahrend der
andere komplement&r zu enem JSegment sein muss. Da dch die J- Segmente sehr stark
dhneln, was zu ener Rethe von Nebenprodukten fuhren kann, wird eine semi-nested PCR
durchgeftihrt (Sehe Abb. 2.13).

1. PCR
Primer 1
« -
¢ Primer 2
2. PCR: Primer 3 >
¢ < Primer 2
Soezifisches Produkt

Abbildung 2.13: Semi-nested PCR

Be der nested PCR werden zwe Primerpaare verwendet. Das zweite Primerpaar liegt
innerhalb des ersten Paares. D.h. es wird immer zwel Runden amplifiziet. Bel der semi-
nested PCR igt in der zweiten PCR-Runde nur ein Primer verandert. Der zwelte ist der
gleiche wie in der erden Runde. Diee Art der PCR wird zur Erhodhung der Sengtivitét
und Spezifitdt durchgefihrt, da der innere Primer nur in dem Produkt der ersten Runde
anlagern kann und somit keine unerwiinschten Produkte entstehen kdnnen.

Die Produkte werden anschlief3end auf einem Agarosegel e ektrophoretisch aufgetrennt.
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Die Nachweisgrenze der Trand okation t(14,18) liegt bei 1/10° [8,102].

2.5.2 DNA-Sequenzanalyse

Nukleotidsequenzierungen wurden nach der Didesoxyterminationsmethode nach  Sanger
durchgefuhrt.

Fir die Sequenzierungen wurden die letzten PCR-Produkte, nach deren Spaltung Banden
in den Agarosegelen (positive Ergebnisse) gesehen wurden, reamplifiziert.
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3 Material und Methoden

3.1 Verwendete Mutagene

Fur die Expodtion von MCL-5-Zdlen wurden Reinsubstanzen aus verschiedenen
chemischen Klassen (Tabelle 3.1) und en Komplexgemisch (Zigaretterrauchkondensat)
verwendet. Die toxischen Substanzen wurden unter den eforderlichen Sicherhets
mal3nahmen benuitzt.

Die zur Mutagenese einzusetzenden Konzentrationen wurden durch genotoxische (Comet-
Test) und cytotoxische (Wachsum-) Teds emittedt. Zid dabel war es, ene hohe
Mutationsrate bei einer ausreichenden Uberlebensrate zu erzielen.

Die Test-Mutagene wurden von folgenden Firmen bezogen:
MNNG und BaP von Sgma, Deisenhofen
BPDE von NCI (National Cancer Institute Chemical Carcinogen Reference
Standard Reposotory), Kansas City, MO, USA
NNK und PhIP von Toronto Chemicals, Toronto, Canada
CSC wurde von Dr. Pachinger, Austria Tabak, erhaten. Es wurde nach DIN/ISO-
Abrauchnorm aus einer kommezdlen Filterzigarette gewonnen und in DMSO
gelog.
ADS wurde im Fraunhofer Institut fur Toxikologie und Aerosolforschung,
Hannover, erzeugt. Dieser verdinnte Nebenstromrauch wurde in einer spezidlen
Apparatur  (Sehe Abb. 3.1) durch kontinuierliches Abrauchen von zwel
Referenzzigaretten  gleichzeitig nach DIN/ISO-Abrauchnorm  erhdten und  ds
Gagphase Uber die Zdllen gelaitet.
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Substanz L 6sungmittel Stammlésungen
mg/ml mM
PAHs
BPDE DMSO 52 17,3
BaP DMSO 10 39,6
N-Nitrosover bindungen
NNK DMSO 100 482,5
MNNG DMSO 20 136
Heter ozyklische aromatische Amine
PhiP DMSO/EtOH 4:1 (VIV) 20 88,8
M utagengemische
CsC DMSO 90 mg Feuchtkondensat/ml

Tabelle 3.1: Mutagene, Lésungsmittel und Konzentrationen der Stammlésungen, mit denen die

MCL-5-Zellen exponiert wurden.

Die Prufatmosphéren fur

setzten sich gemald Tab. 3.2 zusammen.

die Expostion der Fota-Bronchid-Epithd (HFBE)-Zdlen

Behandlungsgruppe Gaskomponenten
Synthetische Luft 80 % N2, 20 % O-
NO> 300 ppb NO- in synthetischer Luft
ADS Nebenstrom-Rauch der Zigarette K1R4F
Partikel-Konzentration (rel.) 32,55 +- 1,13V
CO-Konzentration 802,0 +/- 27,0 ppm
V1 Nebenstrom-Rauch der Zigarette K1R4F
Partikel-Konzentration (rel.) 245+/- 0,12V
CO-Konzentration 150,2 +/- 4,5 ppm

Tabelle 3.2: Zusammensetzung der Prufatmospharen fir die Exposition von HFBE-Zellen.
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3.2 Verwendete Zelllinien

Die lymphoblastoide Zdlline MCL-5 wurde von Gentest Corporation, Woburn, USA
erhalten.

Die menschlichen Fota-Bronchid-Epithd-Zdlen (HFBE) wurden im Fraunhofer Institut
fir Toxikologie und Aerosolforschung, Abteillung In-Vitro Toxikologie in Hannover

kultiviert und exponiert.

3.2.1 Anzuchtbedingungen

Die MCL-5-Zdlen wuchsen in Suspenson ba 37 °C und 5 % CO, im begasbharen
Brutschrank (IR 1500, Flow Laboratories, USA). Die Kultuen wurden in derilen
Einmakulturflaschen (Nunc, Wiesbaden) geziichtet (10 ml in 25 ml-Kulturflaschen oder
50 ml Kulturen in 250 ml Haschen).

Die HFBE-Zdlen wuchsen in 75 cn? Gewebekulturflaschen bei 37 °C und 10 % CO, im
begasbaren Brutschrank im Fraunhofer Institut, Hannover.

3.21.1 Medien

Die MCL-5-Zdlen wurden bis zur Mutagenexpostion in RPMI-Medium geziichtet, das an
Sdle von Hididin L-Hididinol enthidt (NatuTec, Frankfurt). Dies und die regedmdige
Zugabe von Hygromycin B waren zur Selektion der beiden in den Zdlen vorliegenden
Vektoren pMF6 und pEBVHigs eforderlich, die song nur wenige Tage bzw. Wochen
gabil in der Zdllinie replizieren. Hygromycin B wurde dle zwe Tage frisch zugegeben,
da das Antibiotikum im Kulturmedium sehr ingabil i

Nach der Expostion wuchsen die MCL-5-Zdlen in RPMI 1640-Medium ohne
vektorsel ektierende Substanzen.

Die menschlichen Fota-Bronchid-Epithd-Zdlen (HFBE) wurden in RPMI-1640-
Medium mit 2 g/L. Natriumhydrogencarbonat und 20 % Fota- Ka bsserum geztichtet.
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Funffach konzentriertes Medium fur die Vektorselektion in MCL-5-Zellen
Gentest- Pulvermedium (NatuTec, Frankfurt) in 1 L bidestilliertem Wasser 16sen
400 ml Aliquots des Konzentrats einfrieren

Das Konzentrat wurde mit bidedtillierten Wasser 1.5 verdinnt, anschlielend mit 2 g/L
NaHCOs versatzt und angesduert (pH 6,2) und in eine autoklavierte Flasche derilfiltriert.
Das s0 erhdtene Medium wurde im Dunkeln bel 4 °C aufbewahrt.

Zu 500 ml Medium wurden die folgenden Zuséize stexil hinzugefigt:
50 ml Pferdeserum (c.c. Pro, Neustadt)
5ml 200 mM Glutamin (c.c. Pro, Neustadt)
5 ml 100 x Antibio/mycoticum

Zusitze zu 40 ml Kulturmedium:
40 i 30 mg/ml 5- Aminolavulinsiure (Sigma, Deisenhofen)
200 pl 20 mg/ml Hygromycin B (ICN Biomedicals GmbH, Eschwege) fur zwe
Tage, bzw. das Doppdlte fir drel Tage.

Hygromycin B-Vorratd 6sung

20 mg/ml in PBS

34 mM Essgsaure (Promochem, Wesel)
Ba jeder Vedinnung der Kulturen wurde erneut Hygromycin  B-Sammldsung
zugegeben: entweder jeden zweiten Tag 100 pg/ml oder jeden dritten Tag 200 pg/ml

Hygromycin-Lésung.

5- Aminol&vulinsdure Sammlésung
30 mg/ml Aminodl&vulinsiure (Sgma, Deisenhofen) in bidedtilliertem Wassr,

Seilfiltrieren

Die Ham-Vordufe 5-Aminolévulinsiure wurde be —20 °C aufbewahrt und bis zu ener
Endkonzentration von 30 pg/ml zu den Zdlen zugegeben.
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Nicht vektorsd ektierendes Medium fir MCL-5-Zdlen
RPMI 1640 (c.c. Pro, Neustadt)

Zusdtze zu 500 ml Medium:
50 ml Pferdeserum (c.c. Pro, Neustadt)
5 ml 200 mM Glutamin (c.c. Pro, Neustadt)
5 ml 100 x Antibio/mycoticum

3.2.1.2 Aufbewahrung von lymphoblastoiden Zellen (MCL-5-Zellen)

Die Stammkulturen der Zdllinie wurden bei -80 °C aufbewahrt. Hierzu wurden die
Kulturen mit ca 10° Zdlen finf Minuten be 1000 x g zentrifugiert und das Zelsediment
anchlieend in 700 pl Medium mit 12 % (viv) Dimethylsulfoxid (DMSO, Sgma,
Deisenhofen) resuspendiert und in einem Kryo-Réhrchen (Nunc, Wiesbaden) aufbewahrt.
Das Einfrieren erfolgte langsam, um die ZdIgrukturen nicht zu zerstoren.

3.2.1.3 Anzucht von gefrorenen lymphoblastoiden Zellen (MCL-5-Zellen)
Die Vids mit DMSO wurden durch Erwarmen auf 37 °C im Wasserbad schndl aufgetaut.
Die Zdlsuspenson wurde dann zu 50 ml vorgewamten und supplementierten Medium
gegeben.

Das Zdlwachsum wurde durch das DMSO nicht beanflusst, da dieses anschliel?end in
dem Kulturmedium nach der 1:50 Verdinnung nur in einer sehr geringen Konzentration

vorhanden ist.

3.2.2 Bestimmung der Zelldichte und Vitalitat

Die Cytotoxizitéé wurde anhand von Wachdumskurven ermittdt. Hierzu wurde die
Zdldichte nach der Expodtion Uber enen Zetraum von mindestens Seben Tagen
beobachtet.

Die Zdldichte wurde unter dem Mikroskop (Carl-Zeiss, Jena) bestimmt. Hierfir wurden
aus den Kulturen 50 pl enthommen und mit TrypanblatLésung (Sgma, Deisenhofen)
gemischt. Mit dem 16/0,40 Objektiv wurden in der Neubauer-Kammer Brand, Wertheim)
die nicht blau gefarbten, d.h. lebenden Zelen, und die blau geférbten, d.h. toten Zelen,
gezéhlt. Die Zdldichte der Kulturen wurde aus den durchgeftihrten Verdinnungsschritten
und dem Volumen (0,1 ul) Uber der ausgezéhlten Flache berechnet:



Materia und Methoden 41

Zdlenyml = F x Verdiinnungsfaktor x 10°*

F: durchschnittlich gezéhite Zellen pro Quadrat
10*: Umrechnungsfaktor von 0,1 pl auf ml

Anhand der Zddichten wurden Wachstumskurven Uber den jewelligen Zeitraum ersdlt.

Die jeweilige Konzentration an Mutagenen richtete sich nach dem Uberleben der Zelen.
Es wurde die Konzentration fir die Mutationsandyse genommen, be der eine moglichst
hohe Genotoxizitéd im Comet-Tet und ene moglichs niedrige Cytotoxizitét erhdten

wurde.

3.2.3 Expositionsbedingungen

3.2.3.1 Exposition von MCL-5-Zellen

Die Expostion der MCL-5-Zdlen efolgte in 50 ml Kulturen in RPMI-Medium mit ca 5
x 10° Zdlen/ml. Hierzu wurden die Kulturen mit den Mutagenen entweder fir eine
Stunde im Fdle der direkten Mutagene (MNNG und BPDE) oder fir 24 Stunden im Fdle
der Mutagene, die durch die Zdlen metabolisch aktiviert werden mussten (BaP, NNK,
PhiP, CSC) inkubiert.

Pardld dazu wurde eine Kontrollkultur, die nur DMSO in der Konzentration enthidt, die
zur Lésung der Mutagene nétig war, gleichermal3en behandelt.

Bel der Expodtion mit den direkten Mutagenen wurden der Kultur nach einer Stunde, bel
den indirekten Mutagenen nach 24 Stunden 10° Zellen zur Ermittlung der genotoxischen
Schédigung durch den Comet- Test entnommen.

Die redliche Kultur wurde nach der Expogtionszeit zur Entfernung des Mutagens bel
3500 g zentrifugiet und das Zdlsediment in RPMI-Medium aufgenommen und
welterkultiviert.

Sobad eine genligende Zelzahl (ca. 200 Mio. Zdlen) fir die Mutationsanadyse erhdten
wurde, wurden die exponierten Zdlen und die Kontrollzellen sedimentiet und bis zur
DNA-Isolierung be —20 °C aufbewahrt.
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3.2.3.2 Exposition von menschlichen Fotal-Bronchial-Epithel-Zellen

Diexe Zdlen wurden im Fraunhofer Institut fir Toxikologie und Aerosolforschung,
Abteilung in-vitro Toxikologie in Hannover kultiviert und je 5x10° Zdlen exponiert. Diese
adh&renten Zdlen wurden 1 Stunde mit den Prifatmosphéren exponiert und anschlief3end
nach vorsichtiger Trypsnierung direkt fir den Comet-Test eingesetzt.

De in diessr Arbet zur Expostion von Bronchidepithezdlen verwendete ,,Aged and
Diluted Sidestream Smoke* (ADS) ist ein verdinnter Nebenstromrauch vom Fraunhofer
Institut fur in vitro Toxikologie, Hannover, welcher mit einer spezidlen Apparaur
erhdten und in dieser durchmischt wurde (dehe Abb. 3.1). Diessr ADS wurde durch
kontinuierliches habautomatisches Abrauchen von zwel Zigaretten gleichzetig nach den
ISO-Vorsthriften in ener Rauchmaschine der Firma Teague Enterprises Inc, USA
erhalten. Dabe wurde die Forschungs- und Referenzzigarette K1R4F verwendet. Der
Nebengromrauch wurde in einer Metdlkammer mit eénem Volumen von 70 L gesammelt
und nochmals durchmischt, bevor er tiber die Zdlen gelatet wurde.

Abbildung 3.1: Links: Rauchmaschine der Firma Teague Enterprises Inc, USA. Sie wurde 1994
von Stephen Teague konstruiert. Diese Rauchmaschine ermoglicht ein kontinuierliches halbauto-
matisches Abrauchen von 2, 5 oder 10 Zigaretten nach ISO-Vorschriften gleichzeitig und kann
Haupt- und Nebenstrom liefern. Rechts: ,Aging and dilution system“ mit einem Volumen von 70 L
und einem Durchfluss von 12-13 L/min.

Da Gasstrom de Prifamosphé&e wurde mit kleiner Stromungsgeschwindigkeit  unter
Vemedung der direkten Angromung an die im Monolayer adhd&rent wachsenden
Lungenzellen herangefiihrt. Die Zdlen sdbst wurden auf einer mikroporosen Membran
kultiviert, deren PorengroRe derart dimendoniert ist (04im), dass w &dhrend der
Expogtion nur so vid Huissgket durch die Membran tritt, wie zur Stabiliserung des
Mikroklimas Uber den Zdlen ndtig it (Sehe Abb. 3.2). So wurde ene Resktion des
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Prifmediums mit dem Kulturmedium verhindert. Die Zdlen wurden so mit synthetischer
Luft und NO, ds Negativ- bzw. Pogtiv-Kontrolle und dem verdinnten Nebenstromrauch
(ADS) der ,Kentucky reference cigarettes, K1R4F*, und einer etwa 1:10 Verdinnung
(V1) von diesem ausgesetzt. Die Vedinnung (V1) wurde nach dem Prinzip der
Wassardrahlpumpe  in @nem  Aerosol-Verdinnungssytem  durch  Einleitung  von
gynthetischer Luft hergestelIt.

RS o

-

Abbildung 3.2: Theoretisches Konzept der Exposition adharenter humaner Lungenzellen. 1
Expositionsgasstrom, 2 auf permeabler, mikroporéser Membran kleiner Porengrof3e (0,4 um)
kultiverte humane Lungenzellen, 3 Kulturmediumstrom

3.3 Ermittlung von DNA-Lasionen

3.3.1 Comet-Test

Die Genotoxizitét wurde anhand der Einzel zdll- Gel e ektrophorese (Comet- Test) ermittelt.

Die Durchfiihrung des akalischen Comet-Tests erfolgte unter den Ublichen Bedingungen
nach den Angaben der Arbetsgruppe von Prof. Ridiger (Klinische Abteilung
Arbeitsmedizin, Wien), die an die im Labor vorhandene Elektrophorese- Ausstattung und
das bearbeitete Zdlkultursysem angepasst wurden. Eine Zedldichte von ca 100.000
Zdlen pro Objekttréger delte sch ds zur Auswertung gedgnet heraus. In der
Thermogtat-gekihiten GNA-200-Elektrophoresskammer ergab sich be einer konstanten
Sromgtdrke von 400 mA ene Spannung von 24 V. Vorversuche zur Ermittlung der
optimden  ,Unwinding*- und  Elekirophoresezeiten  zeigten, dass be  ener
Elektrophoresezeit von 40 Minuten durch geringe Mutagendosen hervorgerufene DNA-
Schaden empfindlicher detektiet wurden as be kirzeren Elekirophoresezeiten. Eine
neutrale Elektrophorese, bei der nur die physiologisch bedeutenden Doppe strangbriiche,
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aber keine Einzedrangbriiche ermittelt werden konnen [11], ist fur die hier bearbeitete
Fragestdlung nicht empfindlich genug. Wegen daker Diffuson der Kerne, die ene
Auswertung erschwerten, wurde der neutrde Comet-Test nicht weter vefolgt. Eine
Zunahme der DNA-Schédigung durch  Lichteinwirkung wurde durch  weltgehende
Abdunkdung minimiet. Be enem Tesversuch mit Lichtenwirkung gdlte sch heraus,
dass kindliches Licht im Gegensaz zu Sonnendrahlung enen nur  unbedeutenden
Einfluss auf die DNA-Schéden hat.

Bei Expostionsversuchen wurde immer eine Kontrollkultur mituntersucht, d.h. Zdlen, die
mit dem Ldsungsmittel des Mutagens behanddt wurden. Das ermittdte Talmoment sollte
dabe imme <05 sen, sond ig eine Schadigung durch das Ldsungsmittel oder sondtige
Soreinflisse nicht auszuschlief3en, wodurch die Aussage der Schédigung durch das
Mutagen verringert wirde.

3.3.1.1 Zusatzvon Inhibitoren der DNA-Synthese

Es gdlte sch heraus, dass die Zugabe ener Hemmgofflésung (Hydroxyharngtoff und
Cytosnarabinosd) [88] die Empfindiichkeit des Comet-Tests durch Hemmung der
Resynthese der DNA be der Nukleotid-Excisonsreparatur  erhdht. Die Zugabe der
Hemmdofflosung efolgte be endindigen Expodtionen wédhrend der gesamten
Expostionszeit, bei 24 Stunden Expodtionen eine Stunde vor Beginn des Comet-Tests.
Mit dieser eindlndigen Zugabe der Hemmgofflésung wurden die besten Ergebnisse
erzidt (Sehe Abb. 3.3).



Materia und Methoden 45

Tail Moment

Kontrolle 0,25 pg/ml MNNG 1,3 pg/ml BPDE 20 pg/ml BaP

Abbildung 3.3: Erh6hung der Sensitivitait des Comet-Tests durch Zugabe von Inhibitoren der
DNA-Synthese. MCL-5-Zellen wurden eine Stunde lang bei 37 °C mit den angegebenen
Mutagendosen, bzw. mit 0,5 % DMSO, behandelt und zwar nach Zusatz von HU/araC-L6sung
(schwarze Séaulen) oder PBS (weiRe Saulen). Fir jeden Versuchsansatz (Objekitréger) wurde das
arithmetische Mittel der Tailmoment-Werte von 50 Zellkernen festgestellt.

Dazu wurde zur erforderlichen Zelzahl (10° Zdlen) aulRer der Mutagenlésung ein Zehntel
I nkubationsvolumen einer 10fach konzentrierten HU/ara- C- L 6sung zugegeben.

I nhibitorenl 6sung 10fach-Konzentrat: 1000 mM  Hydroxyharngtoff ~ (Sgma,
Deisenhofen), 18 mM Cytosin-Arabinosd-Hydrochlorid (Sgma,
Deisenhofen); pH 7,0

3.3.1.2 Einbetten der Zellen auf Objekttrager

Die fir den Comet-Test abgenommenen Zdlen wurden zentrifugiert, das Zdlsediment in
0,6 %iger “Low-Mdting*-Agarose, die fur diesen Zweck auf 37 °C flissig gehdten
wurde, vordchtig resuspendiet und auf “fully frosted”-Objekttréger, die mit 1,5 %iger
Agarose beschichtet wurden, aufgetragen. Nach Vefestigung diessr  Agaroseschicht
efolgte die Auftragung ener weteren Schicht 0,6 %iger “Low-Mdting*-Agarose, so dass
die Zdlen dreischichtig eingebettet waren.



Materia und Methoden 46

Beschichtung der Objektiréger

In ener Farbekivette wurden die ,fully-frosted-Objekttrager zu % in 15 %ige
Agarosdlésung (peglab, Erlangen) in PBS engetaucht und anschlief?end mindestens Uber
Nacht zur Erhé@rtung der Agarosegel schicht im Kihlschrank geagert.

Die Agarose wurde in PBS im Mikrowellenofen aufgeschmol zen.

Phosphatgepufferte Sdine (PBS): 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 43 mM NaHPOy4;
1,4 mM KH;PO4; pH 7,3 (dle Substanzen von
Sgma, Deisenhofen)

3.3.13 Lyse

Die Objekttréger wurden in  Quadriperm-Fécher (quadriPERM  plus, Heraeus,
Ogerode/Harz) gdegt und mit 5 ml Lyse-Lésung Uberschichtet und in diesem Zustand fir
mindestens 1 h 15 min, meistens tber Nacht bei 4 °C, belassen.

Lyse-LGsung
Lyse-Vorrad ésung: 25 M NaCl (Sgma, Deisenhofen); 100 mM EDTA (Sgma,
Deisenhofen); 10 mM Tris-HCI, pH 10 (Roth,Karlsruhe);

10 % Laurylsarcosin (Sgma, Deisenhofen)

Am Tag der Lyse wurde der Lyse-Vorratdosung 1 % Triton X 100 (Sgma, Deisenhofen)
und 10 % DMSO (Sgma, Deisenhofen) zugesetzt und diese Losung mindestens eine
Stunde vor Gebrauch bel 4 °C gelagert.

3.3.1.4 Alkalische Elektrophorese

Die Objekttrager wurden nach der Lyse mit der Elektrophorese-Lésung gespilt und
anchlief?end fur 20 Minuten in die bereits auf 2 °C vorgekihite Elektrophoresekammer
(GNA-200, Pharmacia Biotech, Freiburg) in die Elektrophoresdsung zum “Unwinding'”
gelegt. Anschlief?end wurde fir die Elektrophorese fir 40 Minuten eine Spannung von 22
V angdegt, was enem Stromfluss von 400 mA entspricht (Spannungsguelle DC Power
Supply PS 3000, Hoefer, Pharmacia Biotech, Freiburg).

Elektrophorese- Ldsung: 300 mM NaOH; 1 mM EDTA (Sgma, Deisenhofen)
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Die Elektrophorese-Losung wurde fir jede Elektrophorese frisch aus den NaOH- und
EDTA-Stamml6sungen angesetzt.

3.3.1.5 Neutralisation

Nach der Elektrophorese wurden die Objekitrager mehrmads mit Neutrdisationddsung
behanddt und bis zur Fabung (nicht langer ds enen Tag) in feuchten Kammern
(Quadriperms) im Kuhlschrank aufbewahrt.

Neutraisationd Gsung: 400 mM Tris-HCI, pH 7,5 (Roth, Karlsruhe)

3.3.1.6 Farbung
Die Objekitrager wurden 30 Sekunden lang in Fabdosung gedtelt, mit dedtillietem
Wasser gespuilt und mit einem Deckglas versehen.

Farbel Gsung: 20 pg Ethidiumbromid/ml (Roth,Karlsruhe)

3.3.1.7 Auswertung

Die Zdlkerne wurden unter dem Huoreszenzmikroskop (Olympus, Hamburg) be
400facher VergroRerung unter Verwendung des  Auswertungs-Programms ,,COMET
ASSAY II* (Verson 2.11, Perceptive Instruments, Suffolk, England) ausgewertet. Hierbe
wird das Bild Uber eine CCD Video-Kamera direkt auf den Bildschirm Ubertragen und
kann dort Uber die Software ausgewertet werden. Die ,,Comets’ werden dabel eingerahmt
und automatisch unter Berlickschtigung des Hintergrundes unter Verwendung enes
Excd-Makros vermessen. In diessm Makro werden verschiedene Parameter wie
Talmoment, Taillength, Tallintensity, Headintensity errechnet.

In dieser Arbeit wurde zur Auswertung das Talmoment [um] herangezogen, das wie folgt
definiert ist:

FS
™ = X (SS-FM)
SFC
TM: Talmoment
FS: Huoreszenz im Schwelf
SFC: Gesamte Huoreszenz im Comet

SS-FM: Abgand zwischen dem Schwerpunkt im Schweif und dem Huoreszenz-
Maximum [um]
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Dabel wurde sowohl Uber den Mittelwert der Tallmoments der 50 ausgezéhiten ,, Comets’
ds auch Uber den Median ausgewertet, um die Vertellung der Schéden beurtellen zu

koénnen.

3.3.2 80OHdG-Addukt-Bestimmung mittels LC-MS/MS

Die MCL-5-Zdlen wurden wie ba den Ubrigen Versuchen exponiet. Die DNA der
exponierten MCL-5-Zdllen wurde direkt nach der Expostion nach 34.2.1 isoliert, nach
34.2.3 aufkonzentriert und nach 34.22 quantifiziet. Diese Schritte erfolgten soweit
moglich unter N,-Atmosphére. 25 pg dieser DNA wurde fur die weltere Aufarbeitung pro
Ansatz eingesetzt. Die DNA wurde in 66 pl 20 mM Natrium-Acetat-Puffer pH 4,6
(Merck, Darmstadt) gelést. Anschlief?end erfolgte der Nuklease P1-Verdau, dann der
dkdische Phosphatase-Verdau. Das Verhdtnis 8OHAG/AG der Proben wurde mittels LC-
MSMS emittdt. Anhand von Sandadlosungen an  Deoxyguanosn  und 8-
Hydroxyguanosn wurden die Eingdlungen des LC-MS/MS-Gerétes optimiert. Um ene
betmdgliche Trennung der beden Subganzen zu eziden, wurden zwe Trennsdulen in
Rehe be ener Saulentemperaur von 45 °C inddliet. Fir die Subganz- und
Konzentrationsbestimmung wurden die Massenlbergange 284/168,1 fur 80HAG und
268/134,9 fur dG verwendet (Sehe Abb. 3.4).

dG 80OHdG
0
NH+ Ng N NH+
PO RESS A AL
HNT N7 N
‘ m/z=284,2
HO How
HO HO
m/z=268,1 m/z=134,9 l
o) o)
+ +
NS NS
N
NT N HNT N7 TN
m/z=168,1

Abbildung 3.4: Massenubergange von dG und 8OHdG
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Be 80OHdG konnte eine absolute Menge von 5 pg gemessen werden. Bel ener
eingesatzten Menge von ca. 30 pug DNA entspricht dies einer Nachweisgrenze von enem
Addukt in 10”7 dG Basen.

Nuklease P1-Verdau:
Zu 66 pl DNA-L6sung wurden 4 pl Nuklease PL (6 U/4ul) gegeben, N> darliber geleitet
und die Lésung eine Stunde bei 37°C im Dunkeln inkubiert.

Nuklease P1 wurde lyophilisert von Sgma, Deisenhofen bezogen und in 30 mM Natrium-
Acetat-Puffer pH 5,3 (Merck, Darmstadt) suspendiert und bei —20 °C aufbewahrt.

Alkaische Phosphatase-Verdau:

Zu den 70 pl DNA-L6sung wurden 8 pl 0,5 M KH,PO4-Losung pH 5,3 gegeben, diese
Losung mit 2 pl adkaischer Phosphatase (1 U/ pl) versetzt, N» darliber gdetet und eine
Stunde bei 37 °C im Dunkeln inkubiert.

Alkdische Phosphatase wurde lyophilisert von Sgma, Deisenhofen bezogen und in 10
mM Tris-HCI pH 8,3 (Roth, Karlsruhe), 5 mM MgCk (Merck, Darmstadt),0,2 mM ZnCl
(Merck, Darmstadt), 50 % Glycerin (v/v) §gma, Deisenhofen) suspendiert und bel 4 °C
aufbewahrt.

80OHdG und dG-Standards wurden von Sgma, Deisenhofen erhdten, in Wasser

aufgenommen und vermessen.
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Abbildung 3.5: Beispiel einer Kalibriergeraden fiir SOHdG.

4,00E+05
3,00E+05 —
w
<
(&]
E
2 2,00E+05 =
©
[
o /
1,00E+05 /
¢
0,00E+00 T T T T |
0,00E+00 1,00E+05 2,00E+05 3,00E+05 4,00E+05 5,00E+05

ng/ml dG

Abbildung 3.6: Beispiel einer Kalibriergeraden fir dG.

LC-MS/MS

LC:

Gerdt: HP 1100 mit Autosampler, Degaser, bindrer Gradientenpumpe,
Saulenofen (Agilent Technologies, Waldbronn)

Vorsaule C18 ODS; 4 x 2 mm

1 Salle Prodigy 3 1 ODS3; 100 A; 30 x 2 mm (Phenomenex, Aschaffenburg)

2. Salle Prodigy 3 1 ODS3; 100 A; 100 x 2 mm (Phenomenex, Aschaffenburg)
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Saulentemperatur: 45 °C
Puffersystem: A: 10 mM NH4OAC (pH: 4,3)

B: MeOH
Zeit [min] FluBrate A [%] B [%]
[ul/min]
0,0 250,0 98,0 2,0
3,5 250,0 75,0 25,0
6,0 250,0 20,0 80,0
7,0 250,0 20,0 80,0
7,1 250,0 98,0 2,0
15,0 250,0 98,0 2,0

Tabelle 3.3: Lésungsmittelgradient

Fluss 250 pl/min
Druck: ca. 75 bar

Injektionsvolumen: 60

MSMS

Gerdt: APl 2000, PE Biosystems, Langen
Qudle Elektrospray 1on Quele (Turbo Ion)

Scan Type: postive MRM (multiple reaction monitoring)

M asseniibergange: 8SOHAG: m/z=284,2/168,1
dG m/z=268,1/134,9
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3.4 Anreicherung, Quantifizierung und
Charakterisierung lokalisierter Mutationen

3.4.1 Allgemeines

Alle hier verwendeten Verbrauchsmateridien aus Kungstoff und Lésungen wurden (auler
Enzyme), sowet gSe nicht vom Hedgdler deril gdigfert wurden, autoklaviert. Zur

Vermedung von Kontaminationen wurde mit aerosolgeschiitzen Filterspitzen pipettiert.

3.4.2 Isolierung und Quantifizierung genomischer DNA

3.4.2.1 DNA-Isolierung

Zur Isolierung der DNA aus den MCL-5-Zdlen wurde der Qiagen Kit QIAmpa DNA
Mini  Kit (Quiagen, Hilden) verwendet. Die Ldsungen (Proteinase K, Puffer AL,
Waschlosung AW1 und 2, Puffer EL) wurden entsprechend der Frma Quiagen
verwendet.

Das MCL-5-Zdlsediment wurde in PBS in 1,5 ml Eppendorf-Tubes gel6st, sodass in
200 pl PBS 1-10 x 10° Zdlen resuspendiert waren. AnschlieRend wurde nach den
Angaben des Hergellers vorgegangen:

Nach Zugabe von 20 ul Proteinase K und 200 pl Lyse-Puffer AL wurde die Mischung gut
durchmischt und 10 min ba 56 °C inkubiert. Dann zur Entfernung von Tropfen an den
Gefdldvanden kurz zentrifugiet und 200 pl 96-100 % Ethanol zugegeben, grindlich
durchmischt, nochmals kurz zentrifugiert und die gesamte Lésung vorschtig auf die Spin-
column gegeben und diese be 8000 rpm 1 min zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen.
Die Spin-column wurde enma mit Waschlésung AW1 gewaschen und bel 8000 rpm 1
min zentrifugiet und anschliefend mit Waschpuffer AW2 gewaschen und 3 min be
14000 rpm zentrifugiert. Die Filtrate wurden ebenfdls verworfen. Zur Eluierung der DNA
von der Spin-column wurde 200 pl Puffer EL auf diese gegeben und das ganze 5 min bel
Raumtemperatur stehen gdassen. Dann wurde 1 min be 8000 rpm zentrifugiert und die
isolierte DNA wurde bel —20 °C gelagert.
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3.4.2.2 DNA-Quantifizierung

Die DNA-Menge im Filtrat wurde fluoreszenz-spektrophotometrisch mit  Ethidiumbromid
ermittelt [103].

Hierzu wurde ene Kabsthymusstandardverdinnungsrehe (Sgma, Deisenhofen) von
0 pg/ml bis 50 pg/ml (O, 5, 10, 20, 30, 50 pg/ml) erstellt. Von diesen Standardlésungen
wurden je 20 yl mit 180 pl Ethidiumbromid-Ldsung (625 ng/ml) gemischt, in ene Quarz-
Ultramikrokiivette (Hitachi, Tokio, Japan) geflllt und be Exztation (365 nm) und
Emisson (590 nm) im Huorimeter (Hitachi, Tokio, Japan) gemessen. Anhand dieser
Verdinnungsreihe wurden dann die Proben mit unbekannter Konzentration gemessen,
indem de so mit Wasser verdinnt wurden, dass ihre DNA-Konzentration in dem Bereich
der Verdinnungsreihe lag.

Das Programm  berechnet automatisch die  Probenkonzentration anhand  der
Regressionggraden aus den DNA-Standards.

3.4.2.3 DNA-Ethanolféllung

Die DNA-Ethandlfdllung efolgte zur Aufkonzentrierung der DNA. Das Filtrat der DNA-
Isolierung wurde mit 1/10 Volumen 3 M Natrium-Acetat-Lésung pH 52 (Merck,
Darmstadt) versetzt und mit dem 3fachen Volumen eiskatem Ethanol (96-100 %) gefdlt
(30-60 min Lagerung be —80 °C und 30 min Zentrifugation bel 0 °C und 14000 rpm). Das
Ethanol wurde dekantiert und das Pdlet noch 2 x mit 200 pl eiskdtem 70 %igem Ethanol
gewaschen. Zwischendurch wurde der Niederschlag im  N»-Strom  getrocknet.
Anschlielfend wurde das Pelet in der gewtinschten Menge Wasser oder fur die 8OHAG-
Besimmung in 20 mM Natrium- A cetat- Puffer aufgenommen.

3.4.3 Restriktionsanalyse

Die Redriktionsenzyme wurden mit 10x Inkubationspuffern gdiefert (New England
BioLabs, Frankfurt), die unterschiedliche Salzkonzentrationen haben konnen.

Die Enzymvorratdésungen wurden be —20 °C gedlagert und so kurz wie mdglich hoéheren
Temperaturen ausgesetzt. DNA-Templates wurden 4 h in Gegenwart des Inkubations-
puffers be der vom Heddler empfohlenen Temperatur mit 5-10 U Redtriktionsenzym
pro ug DNA im Wasserbad oder im Thermocycler inkubiert.
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Redtriktionsansatz: - 25U Enzym
- 1facher Puffer
- 5 pl PCR-Produkt
- Wasser auf insgesamt 25 pl Reaktionsvolumen

Fir die Redriktionen wurden Magtermixe aus 10 x Puffer und Enzymen hergestdlt, die
die Konzentrationen des oben dargestel lten Redtriktionsansatzes enthielten.
Das Ergebnis der Restriktionen wurde gel e ektrophoretisch Gberpriift.

3.4.4 Agarosegelelektrophorese

Die PCR-Produkte und Redriktionsfragmente wurden mitteds Geleektrophorese
untersucht. Da hier sehr kleine Fragmente (80-300 bp) zu untersuchen waren, wurden
Gde mit ener Agarosekonzentration von 25 % hergestdlt. Die Agarose wurde hierzu in
Tris-Acetat-Puffer (TAE) im Mikrowdlenofen aufgekocht. Die Lésung wurde auf etwa
60 °C abgekihit und je 100 ml Gel mit 5 pl Ethidiumbromid-Lésung (10 mg/ml) (Roth,
Karlsruhe) versetzt. In einem Gdtréger (peglab, Erlangen) mit eingesetztem Probenkamm
konnte die Lbosung erstarren. Zur Variation der Taschengrof3e standen unterschiedliche
K&mme zur Verfigung.

Die Proben wurden mit 10fach konzentrietem Ladungspuffer versetzt und in die
Gdtaschen geflllt. Als Laufpuffer wurde Tris-Acetat-Puffer (1 x TAE) ba ener
kongtanten Stromstérke von 100 mA bis zur ausreichenden Trennung der DNA Fragmente
verwendet.

Anschlielleend wurden die Gde zur Visudiserung der Banden auf einem Trandlluminator
mit UV-Licht durchgrahlt und das Ergebnis mit dem ImageMaster VDS (Pharmacia-
Biotech, Freiburg) dokumentiert. Die Fragmente wurden anhand enes mitaufgetragenen
Markers (100 bp-Leiter, New England BioLabs, Frankfurt) der Grol3e zugeordnet.

TAE-Puffer:
0,04 M Tris-Acetat
0,002 M EDTA
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50fachkonzentrierter TAE-Puffer:
- 242 g Tris (Roth, Karlsruhe)
- 57,1 ml Eisessig (99,5 %) (Promochem, Wesel)
- 100 ml 0,5M EDTA, pH 8,0 (Fluka, Buchs, Schweiz)
- entionisiertes Wasser auf 1L

Ladungspuffer:
0,25 % Bromphenolblau

50 % Glyzerin

40 mM Tris-HCI, pH 8,2 (Roth, Karlsruhe)
0,5% SDS

1 mM EDTA (Fluka, Buchs, Schweiz)

3.4.5 Polymerasekettenreaktion

Die Heargdlung der Magtermixe und das Ansetzen der einzelnen Resktionen bis auf die
DNA-Templatezugabe efolgle zum Schutz vor Kontaminationen in ene PCR
Arbeitskammer, die mit UV-Rohren ausgestattet war.

Im dlgemeinen wurde folgenderma3en vorgegangen: Entionisertes und autoklaviertes
Wasser, PCR-Resktionspuffer (10fach-Konzentrat), 20-200 pM  dNTPs (Amersham-
Pharmacia Biotech, Frelburg), gegebenenfdls MgCh-Losung (25 mM, Roche
Diagnostics), die Primer in erforderlicher Konzentration sowie die Polymerase (0,5 U/ul)
wurden in 15 ml Resktionggefdlien (Eppendorf, Hamburg) fir je 30 Ansitze auf Eis
pipettiert, gemischt und diessr Magtermix auf 0,6 ml dinnwandige Resktionsgefde
(peglab, Erlangen) vertdlt. Als letztes wurde die Template-DNA bzw. fir die Negativ-
Kontrolle eine entsprechende Menge Wasser dem Mastermix zupipettiert. Die PCR-Tubes
wurden sofort in den Thermocycler (Omn-E, Hybaid, Heidelberg) mit behezbarem
Deckd geddlt und das entsorechende Temperatur-Zet-Programm gestartet.  Nach
Abschluss der Reaktion wurden die Ansdtize be —20 °C gdagert. Kontrolliert wurden die
entstandenen PCR- Produkte durch die Agarosegel e ektrophorese (3.4.4).
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dNTPs:

Aus den einzelnen dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) wurde ein dNTP-Mix hergesdlt,
in dem die Konzentration der einzenen dNTPs 1 mM betrug. Diessr Mix wurde o
diquotiert und ba -20 °C gelagert, dass jeder Mix nur eénma zum direkten Verbrauch
aufgetaut wurde. Ein mehrmaiges Auftauen und Einfrieren des dNTP-Mix ergab ene
niedrigere Ausbeute an PCR- Produkt.

Primer:

Die Primer wurden von Amersham-Pharmacia Biotech, Freiburg synthetisert, in
lyophiliserten Zustand verschickt und nach dem Ldsen ds 200 uM Stammldsungen be
-20°C gelagert. Fur die PCR-Anwendungen wurden hiervon 1:40 Verdinnungen (5 pM-
Ldsungen) hergestellt, die ebenfalsbei —20 °C gelagert wurden.
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Bez: Sequenz (5® 3') AL [bp] | Ref:
PS6F CCT CCA CCGCTTCTTGTCCTGCTT GCT TACCTCGCT

647 [100]
PI90R CCT CAT CTT GGG CCT GTG TTA CCT AGG TTG GCT
P72F GTT GGC TCT GACTGT ACCAC
113 [104]
P73R CCT GACCTG GAGTCT TCC AG
P74F GCA GAATTC TGC GTT GGC TCT GAC TGT ACC AC
123 [104]
P75R GCC GAATICTGG TCC AGT GTGATGATG GTG AG
K62F GTA TTA ACCTTA TGT GTG ACA TGT TCT AAT
266 [100]
K63R ACT CAT GAA AAT GGT CAGAGA AACCTT TAT CTG
K 64F CTG CTG AAA ATG ACT GAA TAT AAA CTT GTG GTA GTT
GGA CCT
180 [100]
K65R CCT TTA TCT GTA TCA AAG AAT GGT CCT GCA CCA ATA
TGC
T57 CAGGGT CCCTTGGCCCCA G [36
Ca 80 ’
T80 GAGAGT TGCTTT ACG TGG CCT 105]
T57 CAG GGT CCCTTGGCCCCA G
Ca. 80 |[36]
T81 CAA CAC AGA CCC ACCCAGAGC

Tabelle 3.4: Primersequenzen

GAATTC:
AL:

P:

K:

T.

F/IR:

Eco R1-Erkennungsstelle

Amplifiketiondange

p53

Ki-ras

Trand okation t(14;18)

vorwarts bzw. revers komplementér zum Sinnstrang
(Transkriptionsrichtung)
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3451

Um die Nachweisgrenze fur Mutationen im Codon 248 des p53-Gens ermitteln zu konnen,
wurde der Mutantenstandard (Mut),
Haematologie/Onkologie, Marburg),

Wildtyp (WT) verdinnt.

Zur bessren Quantifizierung wurde der Mutantenstandard zundchst amplifiziert. Hierzu
wurde ein Exon 7 und 8 Amplifikat (647 bp) ergelt. Diese erste PCR wurde mit der Pwo-
Polymerase mit Proofreading-Aktivitét (Boehringer Mannheim, Mannheim) durchgefiihrt,
um Polymerasefehler zu vermeden. Be der Pwo-Polymerase ist es eforderlich, enen
Magtermix ohne Puffer und Enzym und getrennt enen Enzymmix anzusetzen. Der
Enzymmix wird direkt vor Beginn des Temperaur-Zat-Programms zugesetzt, um enen
Hotstart zu umgehen und ene Interaktion zwischen Primern, Template und dem Enzym

H1573 (Zentrum flr

Protokoll zur Anreicherung von Punktmutationen am Codon 248
des p53-Gens

zu vermeiden. Die PCR wurdein 50 pl Ansdizen durchgefuihrt.

a) Hergstelung eines Amplifikats mit mutierter Sequenz:

Pro PCR-Ansatz
Mastermix:

SterilesH,O

dNTP-Mix

Primer P86

Primer P90

Template DNA (150 ng/pl)

Enzymmix

SterilesH,O

10 x PCR-Puffer mit

20 mM MgSOq
Pwo-Polymerase (5 U/ul)

Sammlésung [J]
auf 50 erganzt
10
15
15
5

Stammldsung [ ul]
auf 25 erganzt

5

0,5

finale Konzentration [ UM]

200
150
150

Innere Medizin, Abt.
in genomischer  DNA von MCL-5-Zdlen ds
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Temperatur-Zdt-Programm

95°C 2min 1x
94 °C 1min

60 °C 1min 30 x
72 °C 2min

72°C 7 min 1x

Diese PCR-Produkte wurden fluorimetrisch quantifiziert und anschlief3end die Produkte
des Mutantenstandards in 2 pg MCL-5-DNA (WT-DNA) vedinnt (1 amplifizierte
Mutantenkopie in 2 ug WT-DNA, 10, 10%, 103, 10* und 10° amplifizierte Mutantenkopien
in je 2 ug WT-DNA). Um die eforderliche Menge an Mutantenkopien zu erhdten,
wurden die quantifizieten Amplifikate in Wasser verdinnt und anschlief3end der WT-
DNA zugegeben. Bel den Verdinnungsschritten wurden keine Mengen unter 10 pl
pipetiet, um PRipetiefehler zu vermeden. Die Verdinnungsschritte lagen zwischen 1:10
und 1:10000.

Anschlief3end wurde wie mit den Proben vorgegangen.

b) Optimierte Mutationsanr eicherungsmethode:

Probenanalyse
Pro Expositionsversuch wurden 60 pg DNA auf diese Mutation untersucht. Es wurden pro

Versuch je 60 pg exponierte MCL-5-DNA sowie 60 pg Kontroll-MCL-5-DNA auf das
Vorliegen der p53-Mutation untersucht. Die DNA wurde auf 30 Ansétze mit je 2 ug DNA
aufgeteilt.

Die Andyse efolgte durch dre Redriktionsschritte mit MSP |, zwischen denen ene
nested PCR zur Anreicherung der Fragmente mit mutierter DNA durchgefhrt wurde.
Diese PCRs wurden mit der thermostabilen AmpliTaq Gold-Polymerase (Perkin Elmer,
Roche Molecular Systems) durchgefiihrt, wodurch kein Hotstart nétig war.
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1. Verdau der genomischen DNA:

Redtriktionsansatz: - 1yl MSP I-Redriktionsenzym (20000 U/ml)
- 25 ul (10 x Puffer)
- 10-15 pl genomische DNA (2 g)
- Wasser auf insgesamt 25 il Resktionsvolumen
Die Redtriktion wurde 10 h bei 37 °C im Thermocycler durchgefiihrt.
Hierbei ergaben sich beim WT vier Fragmente: 99 bp, 168 bp, 276 bp, 105 bp.

2. PCR zur Anreicherung der mutierten DNA-Fragmente

Pro PCR-Ansatz: (50 pl Reaktionen)

Mastermix: Sammlosung [ul] finale Konzentration [ uM]
SterilesH,O 31,5

dNTP-Mix 1 20

10 x PCR-Puffer 5

25 mM MgCh-Lésung 3 1500

Primer P72 2 200

Primer P73 2 200

DNA-L6sung des 1. Verdaus 5

AmpliTag Gold- Polymerase 0,5

(5 Ull)

Temperatur- Zat- Progranm

94 °C 10min 1x
94 °C 30sec
62 °C 1min 25X
72°C 2min
72°C 7min 1x

Hier entsdand be den Mutationen und be ungeschnittenem WT ein 113 bp grof3es
Fragment.
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3. Verdau der amplifizierten DNA:

Redtriktionsansatz: - 1yl MSP I-Redriktionsenzym (20000 U/ml)
- 25 ul (10 x Puffer)
- 5yl amplifizierte DNA aus Schritt 2
- 16,5 pl serilesH,O

Die Redtriktion wurde 4 h be 37 °C im Thermocycler durchgeftihrt.

Hierbel ergaben beim WT zwe Fragmente: 67 bp, 46 bp, be der Mutante wurde das
113 bp grof3e Fragment nicht geschnitten.

4. PCR zur Anreicherung der mutierten DNA-Fragmente

Pro PCR-Ansatz: (50 pl Reaktionen)

Mastermix: Sammlosung [ul]  finale Konzentration [ UM]
SterilesH,O 31,5

dNTP-Mix 1 20

10 x PCR-Puffer 5

25 mM MgCh-Lésung 3 1500
Primer P74 2 200

Primer P75 2 200
DNA-L6sung des 2. Verdaus 5

AmpliTag Gold- Polymerase 0,5

(5 Ull)

Temperatur-Zdt-Programm

94°C 10min 1x
94 °C 30sec
62 °C 1min 25 x
72°C 2min
72°C 7min 1x

Hier ergab sch fir die Mutationen, aber auch fur nicht geschnittenen WT en 123 bp
grof3es Fragment.
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5. Verdau der amplifizierten DNA:

Redtriktionsansatz: - 1yl MSP I-Redriktionsenzym (20000 U/ml)
- 25 ul (10 x Puffer)
- 5 yl amplifizierte DNA aus Schritt 4
- 16,5 pl serilesH,O

Die Redtriktion wurde 4 h be 37 °C im Thermocycler durchgeftihrt.

Hierbel ergaben sch bem WT zwe Fragmente: 89 bp, 44 bp, be der Mutante wurde
das 123 bp grole Fragment nicht geschnitten und konnte auf einem 25 %igen
Agarosegd schtbar gemacht werden.

3.4.5.2 Protokoll zur Anreicherung von Punktmutationen im Codon 12 des
K-ras-Gens

Um die Nachweisgrenze fir Mutationen im Codon 12 des Kiras-Gens ermitten zu
konnen, wurde der Mutantenstandard (Mut), H2009 (heterozygot) (Zentrum fir Innere
Medizin, Abt. Haematologie/Onkologie, Marburg), in genomischer DNA von MCL-5-
Zdlen dsWildtyp (WT) verdinnt.

Zur besseren Quantifizierung wurde der Mutantenstandard zundchst amplifiziert. Hierzu
wurde zundchst ein 266 bp-Amplifikat ergdlt. Diese erese PCR wurde mit der Pwo-
Polymerase mit Proofreading-Aktivitét (Boehringer Mannheim, Mannheim) durchgefuhrt,
um Polymerasefenler zu vermeiden. Die PCR wurde in 50 pl Ansétzen durchgefihrt.

a) Herstdlung eines Amplifikats mit mutierter Sequenz:

Pro PCR-Ansatz

Mastermix: Sammlésung [ul] finale Konzentration [ uM]
SterilesH,O auf 50 erganzt

dNTP-Mix 10 200

Primer K62 15 150

Primer K63 15 150

Template DNA (150 ng/pl) 5
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Enzymmix Sammldsung [ ul]
SterilesH,O auf 25 erganzt
10 x PCR-Puffer mit 5

20 mM MgSOq

Pwo-Polymerase (5 U/ul) 0,5

Temperatur- Zat- Progranm

95°C 2min 1x
94 °C 1min

60 °C 1min 30 x
72°C 2min

72 °C 7min 1x

Diese PCR-Produkte wurden fluorimetrisch quantifiziert und anschliel3end die Produkte
des Mutantenstandards in 2 pg MCL-5-DNA (WT-DNA) verdiinnt (10, 10%, 10°, 10*, 10°,
10°, 107, 108 und 10° amplifizierte Mutantenkopien in 10° amplifizierten WT-Kopien).
Anschlieffend wurde wie mit den Proben nach der ersten PCR vorgegangen.

b) Optimierte Mutationsanreicherungsmethode:

Probenanalyse
Pro Expostionsversuch wurden 60 pug DNA auf diese Mutation hin untersucht. Es wurden

pro Versuch je 60 pg exponierte MCL-5-DNA sowie 60 pg Kontroll-MCL-5-DNA auf
das Vorliegen der K-ras-Mutation hin untersucht. Die DNA wurde auf 30 Ansétze mit je
2 ug DNA aufgetellt.

Die Andyse efolgte zundchst wie be dem Standard mit einer PCR mit Pwo-Polymerase
zur fehlefraen Anreicherung der Mutation. Anschlielend efolgte eéne PCR mit der
thermogtabilen AmpliTag Gold-Polymerase (Perkin Elmer, Roche Molecular Systems)
und enem Mismacch-Primer, um die Redriktionsstdle enzufihren. Dann efolgten dre
Redriktionsschritte  zwischen denen noch zwel PCR-Anreicherungsschritte  durchgefiihrt

wurden:
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1. PCR zur Anreicherung der mutierten DNA-Fragmente mit Pwo-Polymerase

Mastermix: Stammldsung [ ul]
SerilesH,O auf 25 erganzt
dNTP-Mix 10
Primer K62 15

Primer K63 15

Template DNA (2 pg) 10-15
Enzymmix Sammldsung [ ul]
SterilesH,O auf 25 erganzt
10 x PCR-Puffer mit 5

20 mM MgSOq

Pwo-Polymerase (5 U/ul) 0,5

Temperatur-Zet-Programm
95°C 2min 1x
94°C 1min

60°C 1min } 30 x
72°C 2min

72°C 7min 1x

PCR zur Einfihrung der Restriktionsstelle

Pro PCR-Ansatz: (50 pl Reaktionen)

Mastermix:

SterilesH,O

dNTP-Mix

10 x PCR-Puffer

25 mM MgCh-L6sung
Primer K64

Primer K65

DNA-L6sung des 1. Verdaus
AmpliTaq Gold-Polymerase

Sammldsung [ ul]
31,5

S O N N W O

finale Konzentration [ uM]

200
150
150

finale Konzentration [ uM]

20

1500

200
200
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(5 Ull)

Temperatur-Zdt-Programm

94°C 10min 1x
94 °C 30sec
68 °C 45 sec 25X
72°C 1min
72°C 10min 1x

Hier entstand ein 180 bp grofies Fragment.
3. Verdau der amplifizierten DNA:
Redtriktionsansatz: - 2 Ul BstN I-Redriktionsenzym (10000 U/ml)
- 2,5yl (10 x Puffer)
- 5 pl amplifizierte DNA aus Schritt 2
- Wasser auf insgesamt 25 il Reaktionsvolumen

Die Redtriktion wurde 4 h bel 60 °C im Thermocycler durchgefirt.

Hierbel ergaben sich beim WT zwe Fragmente: 139 bp und 41 bp; die Mutante wurde
nicht geschnitten.

4. PCR zur Anreicherung der mutierten DNA-Fragmente

Dazu wurde die Redriktions-Lésungen 1:1000 verdinnt und davon 5 pl in die PCR
engesetzt.

Pro PCR-Ansatz: (50 pl Reaktionen)

Mastermix: Sammlosung [ul] finale Konzentration [ uM]
SterilesH,O 31,5

dNTP-Mix 1 20

10 x PCR-Puffer 5

25 mM MgCh-Lésung 3 1500

Primer K64 2 200

Primer K65 2 200
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DNA -Verdinnung

AmpliTag Gold-Polymerase 0,5
B U/M)

Temperatur- Zat-Progranm

94 °C 10min 1x
94°C 30sec
68 °C 45 sec 20 x
72°C 1min
72°C 10 min 1x

Hier entstand bei der Mutante und bei nicht verdautem Wildtyp ein 180 bp grof3es
Fragment.

3. Verdau der amplifizierten DNA:
Der Verdau wurde wie im Schritt 3 durchgefihrt.

4. PCR zur Anreicherung der mutierten DNA-Fragmente
Dazu wurden die Redriktions-Losungen 1:1000 verdimt und davon 5 pl in die PCR
eingesetzt und die PCR wie im Schritt 4 durchgefihrt, statt 20 Zyklen jedoch nur 17.

5. Verdau der amplifizierten DNA:
Der Verdau wurde wie Schritt 3 durchgefhrt.
Hierbel ergaben sch bem WT 2 Fragmente: 139 bp und 41 bp, bel der Mutante wurde
das 180 bp grole Fragment nicht geschnitten. Dieses konnte auf enem 25 %igen
Agarosegd schtbar gemacht werden.
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3.4.5.3 Protokoll zur Anreicherung der Translokation t(14;18)

Die Trand okation wurde durch eine semi-nested PCR untersucht.

Um die Nachweisgrenze fur die Trandokation t(14;18) ermitteln zu konnen, wurde der
Mutantenstandard, DNA ener Leukdmie-Patientin (Hamatologie, Klinikum Innenstadt,
Munchen), in genomischer DNA von MCL-5-Zdlen ds Wildtyp verdinnt.

Probenanalyse
Pro Expostionsversuch wurden 60 ug DNA auf diese Mutation untersucht. Es wurden pro

Versuch je 60 pg exponierte MCL-5-DNA sowie 60 pg Kontroll-MCL-5-DNA auf die
Trandokation geprift. Die DNA wurde auf 30 Ansdtze mit je 2 ug DNA aufgeteilt.

In der ersten PCR-Runde wurden PCR-Beads der Firma Pharmacia biotech, Freiburg fur
25 Ml Reektionen engesetzt, in der zweiten Runde efolgte die PCR mit der
thermogtabilen AmpliTag Gold-Polymerase (Perkin Elmer, Roche Molecular Systems),
wodurch weniger Nebenamplifikate erhaten wurden.

1. PCR:

Pro PCR-Ansatz: (25 pl Reaktionen)

Mastermix: Sammldsung [ ul] finale Konzentration [ uM]
Zu den Beads:

SterilesH,O auf 25 erganzt

Primer T80 1 100

Primer T57 1 100

DNA —Verdinnung ( 2 pg) 10-15

Temperatur-Zdt-Programm

94 °C 2min 1x
94 °C 1min
55°C 1min 30 x
72°C 2min

72°C 7min 1x
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2. PCR zur Anreicherung der mutierten DNA-Fragmente:
Nach der esten PCR wurden die PCR-Produkte 1:20 in entionisertem Wasser

verdinnt.

Pro PCR-Ansatz: (50 pl Resktionen)

Mastermix: Sammlosung [ul] finale Konzentration [ uM]
SterilesH,O 31,5

dNTP-Mix 4 100

10 x PCR-Puffer 5

25 mM MgCh-Lésung 3 1500

Primer T81 2 200

Primer T57 2 200
DNA-Verdinnung der 1. Runde 5

AmpliTaq Gold-Polymerase 0,5

(5 Ull)

Temperatur-Zdt-Programm

94 °C 2min 1x
94 °C 1min
61°C 1min 30 x
72°C 1min
72°C 7min 1x

Hier entstand be Anwesenheit der Trandokation ein ca 80 bp grofRes Fragment,
welchesin enem 2,5 % Agarosegel sichtbar gemacht werden konnte.
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3.45.4 Berechnung der Mutationshaufigkeit
Die Mutationshéufigkeit wurde anhand der Poisson-Formel berechnet [7]:

MF=-In(1—-p/n)/M

MF: Mutationshaufigket

p: Zahl an positiven Reaktionen

n Anzahl der Reaktionen

M: Gesamtzahl an Templatekopien in einem Ansatz

3.4.6 Auftragssequenzierung von PCR-Produkten

Fir die Sequenzierungen wurden die PCR-Produkte, bei denen am Ende jeder
Mutationsanreicherung eine Bande auf dem Agarosegd zu sehen war, nochmads nach dem
jewelligen letzten PCR-Verfahren amplifiziert und diese Produkte zur Firma GENterprise,
Mainz zur Sequenzierung geschickt.

Fur die Sequenzierung nach Sanger wurde der Sense-Primer (Primer 74) bei Mutationen
im p53-Gen miteingereicht. Be Mutationen im K-ras-Gen wurde der Antisense-Primer
(Primer 65) fur die Sequenzierung verwendet, da der Sense Primer zu nahe an der
Mutationsstelle liegt und s0 be der Sequenzierung die Gefahr bestand, dass die ergen
Basen nicht eindeutig erkannt werden.
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4 Ergebnisse

4.1 Anreicherung und Quantifizierung von Mutationen
mit PCR-Methoden

Zur Ergdlung der im Mehodentel dagesditen  mehrdufigen  Mutations-
Anreicherungsprotokolle mussten zunéchgt die Effizienz und der Anrecherungsgrad der
enzdnen Amplifikations- und Sedektionsschritte untersucht werden, um die eforderliche
Vedinnung zwischen diesen Schritten eindelen zu konnen. Dabel zeigte dch  unter
anderem, dass Ready-to-Go-PCR-Beads, d.h. vorgefertigte Perlen, welche die meisten zur
PCR eforderlichen Komponenten einschlieldich Deoxynukleosd-Triphosphaten (dNTPS)
und Tag-DNA-Polymerase enthdten, wegen einer zu hohen Polymerase-Fehlerrate nicht
zur Anreicherung von Punktmutationen durch die RFLP-PCR-Methode geeignet sind.

4.1.1 Einflisse auf die Amplifikationseffizienz und -genauigkeit

Am Bespid der BatNI-spdtbaren Wildtyp-K-ras-Amplifikate wurde der Einfluss der
PCR-Bedingungen auf den Amplifikationsgrad und auf die Haufigket der Entstehung
fdscher, d.h. spdtungsresstenter PCR-Signde, durch Einsatz bekannter Matrizenmengen
und verschiedener Amplifikationsbedingungen untersucht. Dazu wurde ene bekannte
Menge K-ras-Amplifikat, wie im Methodentell unter 3.4.5.2 beschriben, amplifiziert, mit
BstNI geschnitten, verdinnt und einer Anschlul3-PCR unterzogen (siehe Abb. 4.1).

Zur Betimmung der am besen gedgneten PCR-Bedingung fir die Mutations-
avreicherung wurden die Polymerasen AmpliTag und Tag in den Ready-to-Go-PCR-
Beads miteinander verglichen. PCR-Ansize mit AmpliTag wurden mit dNTP-
Konzentrationen von 20 pM und 200 pM durchgefiihit. Als Matrize ba der Bestimmung
der Fehlerae und Amplifikationseffizienz wurden K-ras-Amplifikate verwendet, die mit
Pwo-Polymerase aus genomischer DNA erhdten worden waren. Je 10° Kopien (0,029 ng)
diesr Amplifikate wurden unter den dre folgenden Bedingungen Uber 30 Zyklen

weteramplifiziert:

1. AmpliTag mit 20 uM dNTPs
2. AmpliTag mit 200 yM dNTPs
3. Ready-to-Go-PCR-Beads mit 200 uM dNTPs
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Auf das in Abb. 4.1 gezeigte Gd wurden 10 pl aus den 50 pl PCR-Ansdiizen aufgetragen.
Zur BgNI-Spdtung wurden die Ansitize 1.5 verdinnt. Von diesr Spatung wurden
jewells 10 pl in den Gespuren 6-9 aufgetragen. Zusédtzlich wurden die Restriktionsanséize
vor der Anschluss-PCR wie folgt verdinnt:

a) keine Verdinnung
b) 1:10

c) 1:100

d) 1:1000

Da die AnsthlusssPCR (2. PCR) lediglich dazu diente, die Polymerasefehler aus der
ersten PCR-Runde aufzuzeigen, wurde fir die unterschiedlich verdinnten Ansdtze Nr. 1 -
3 @nhditlich das Sysem mit der hochsen Amplifikationseffizienz verwendet, d.h. Ready-
to-Go-PCR-Beads. Von den erhatenen PCR-Produkten wurden jewells 10 pl auf das Ge
in Abb. 4.1 aufgetragen.

A: B: C:
1. PCR 1. Verdau 2. PCR
1 2 3 HOM 1 2 3 HO M lailb 1c 1d 2a 2b 2c 2d 3a 3b 3c 3d H,0O

Abbildung 4.1: EinfluB der Amplifikationsbedingungen auf die PCR-RFLP-Anreicherung
von Punktmutationen am Codon 12 des K-ras-Gens. Auf dem Agarosegel wurden PCR-
Produkte aufgetrennt aus Ansatzen mit AmpliTaqg und 20 uM dNTPs (1) bzw. 200 uM dNTPs (2)
sowie mit Ready-to-Go-PCR-Beads (3), die 200 uM dNTPs enthalten. Gezeigt werden PCR-
Produkte nach der ersten PCR-Runde (A), nach der BstNI-Spaltung (B) und nach der Anschluf3-
PCR, der 2. PCR (C), unterschiedlich nach der BstNI-Spaltung (a-d). Als Langenstandard wurde
eine 100 bp-Leiter verwendet.
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Stufe A (1. PCR-Runde):

Be der ersten PCR-Runde ig eine deutliche Zunahme der Anplifikatmengen von 1 nach
3 ekennbar. Die Amplifikationsbedingung 1 (AmpliTag + 20 nM dNTPs) lasst ene
schwache Bande mit ca 10-20 ng PCR-Produkt erkennen. Bel der 2. Bedingung
(AmpliTag + 200 nM dNTPs) ist eine deutliche Bande bel 181 bp erkennbar (ca. 20-40 ng
PCR-Produkt). Bel der 3. Bedingung (PCR-Beads) it am mesen PCR-Produkt zu
erkennen (ca 60-80 ng). Somit zeigt die Amplifikation mit den PCR-Beads die htchste
Amplifikationseffizienz.

Stufe B (1. Verdau):

Unter den drel getesteten Bedingungen (und bel der aufgetragenen DNA-Menge) war kein
spdtungsresistentes Produkt zu erkennen. Von den aus Wildtyp-Amplifikat entstandenen
BaNI-Fragmenten wurden entsprechend der Amplifikationsausbeute von 1 nach 3
steigende Mengen beobachtet.

Stufe C (2. PCRY):
Nach der AnschlusssPCR wurden noch nachweisbare Amplifiketmengen unter folgenden
Bedingungen erhdten:

Mit AmpliTag und 20 uM dNTP bel 1:10-Verdinnung;

mit AmpliTag und 200 uM dNTP bei 1:100-Verdinnung;

mit Ready-to-Go-PCR-Beads (200 uM dNTP) bel 1:1000-V erdinnung.

Da dre der funf Nukleotidpositionen der BstNI-Erkennungsstdle durch den Primer K64
abgedeckt werden, muss eine Verdnderung, die zum Verlus der Schnittsele fuhrt, am
ersen und zweiten Nukleotid des Codons 12 (GGT) des K-ras-Gens dattfinden. Der
Einfluss dar Amplifikationsbedingungen auf Mutationen an diesen beiden  Nukleotid-
positionen wurde durch Spdtung mit BNI der Amplifikate der zweiten PCR untersucht.
Mindestens 10-20 ng spatungsresistentes Amplifikat (Pfellein Abb. 4.2) traten auf:

be Vewendung von unverdinntem mit dem Resgenziensstiz 1 erhdtenem

Amplifikat;

bel 1:10 verdinntem mit dem Reagenziensatz 2 erhdtenem Amplifikat;

bel 1:100 verdinntem mit dem Reagenziensaiz 3 erhdtenem Amplifikat.
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Auler der Amplifikaamenge nehm der Antell an spdtungsressenten Amplifkats an der
Gesamtmenge vor dlem durch die Verwendung von Ready-to-Go-PCR-Beads an Stelle
von AmpliTag zu.

2. Verdau
la b 1c 1d 2a 2b 2c 2d 3a 3b 3c3d HO M

-300 bp

> 1200 bp

100 bp

Abbildung 4.2: EinfluR der Amplifikationsbedingungen auf die Haufigkeit von Polymerase-
fehlern am Codon 12 des K-ras-Gens. PCR-Produkte aus den Ansatzen mit 1. AmpliTaqg und 20
UM dNTPs bzw. 2. 200 uM dNTPS sowie 3. Ready-to-Go-PCR-beads wurden nach der ersten
PCR-Runde mit BstNI gespalten und nach unterschiedlicher Verdinnung (a-d) einer Anschluss-
PCR unterworfen und nach Behandlung mit BstNI analysiert. Wildtyp-Amplifikat von 181 bp wird
durch das Restriktionsenzym BstNI in 139 bp und 42 bp Fragmente gespalten. Durch
Polymerasefehler an der BstNI-Stelle mutiertes Amplifikat (Banden bei 181 bp auf diesem Gel) ist
spaltungsresistent. Die Pfeile zeigen die geringste Verdinnung, bei der in den
Amplifikationsbedingungen 1-3 gerade noch ein Bande zu erkennen ist.

Um ene praktikable Durchfihrung der Anreicherung der Mutationen zu ermdglichen,
musste die Bedingung ausgewdhlt werden, be der moglichs spéd oder gar nicht
spdtungsesgente  Amplifikate ba nicht exponierter genomischer DNA  auftraten, um
fdsch pogdtive Ergebnisse ausschlielen zu konnen. Aus diesem Grund wurde die erste
Bedingung diesss Versuches zur weteren Etablierung der  Anreicherungsmethoden

gewdhlt. Be diesr Bedingung traten nach ener 1:10 Verdinnung nach dem 2zweiten
Verdau keine spatungsresistenten Amplifikate auf.
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4.1.2 Genotypische Selektion von Punktmutationen am Codon
248 des Gens p53

Um die Nachweisgrenze der genotypischen Sedektion von Punktmutationen am Codon
248 des Gens p53 betimmen zu konnen, wurde en 647 bp Amplifikat des
Mutantenstandards  hergestellt und  quantifiziert. AnscHieRend wurden 0 - 10° dieser
Mutantenkopien mit 2 pg genomischer Wildtyp-DNA verdinnt und wie im Methodentell
unter 3451 beschrieben verfahren. Da die Redriktionsstelle in dem zu untersuchenden
Wildtyp-Codon bereits vorhanden ist, konnte direkt mit einer Restriktion begonnen
werden. Dieser folgten zwe PCR-Runden mit einer dazwischen liegenden und ener
anschlief¥enden Restriktion.

M 0 1 10 10° 10° 10* 10° H,O
Mut.-Kopien in 2 pg genomischer DNA

Abbildung 4.3: RFLP-PCR-Anreicherung von Punktmutationen am Codon 248 des p53-
Gens. Die angegebene Kopienzahl an mutiertem Amplifikat wurde mit 2 pg genomischer DNA aus
MCL-5-Zellen gemischt und dem Mutationsanreicherungsverfahren unterworfen. Von dem letzten
Restriktionsschritt, auch von einem Kontrollansatz ohne Matrize (stattdessen Wasser) in der
rechten Bahn, wurden 15 ul auf das gezeigte Agarosegel aufgetragen.

Durch die 2 pg genomische Wildtyp-DNA (rechts neben dem Langenstandard in Abb.
43) ig¢ ken Hintergrund zu ekennen. Durch Zusaz ener Verdinnungseihe von
quantifizietem am Codon 248 mutietem Amplifikatss (WT Codon 248: CGG; Mut.
Codon 248: CTG) konnte eine Nachweisgrenze von 1 amplifizieten Mutantenkopien in
2 ug Wildtyp-DNA ermittelt werden (Sehe Abb.4.3).
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4.1.3 Genotypische Selektion von Punktmutationen am Codon
12 des K-ras-Gens

Um die Nachweisgrenze der genotypischen Selektion von Punktmutationen am Codon 12
des K-rasGens bedimmen zu Kkonnen, wurde en 266 bp Amplifikat des
Mutantenstandards  hergestellt und quantifiziet. AnschlieRend wurden 0 - 10° dieser
Mutantenkopien mit  10° amplifizieten  Wildtyp-Kopien verdinnt und  wie im
Methodenteil unter 3.4.5.2 beschrieben verfahren.

M 0 10 10° 10° 10* 10° 10° 10" 10° 10° WMut H,O
Mut.-Kopien in 10° Wildtypkopien

Abbildung 4.4; PCR-RFLP-Anreicherung von Punktmutationen am Codon 12 des K-ras-
Gens. Die angegebene Kopienzahl an mutiertem Amplifikat wurde mit 10° amplifizierten DNA-
Kopien aus MCL-5-Zellen (WT) gemischt und dem Mutationsanreicherungsverfahren unterworfen.
Von dem letzten Restriktionsschritt, auch von einem Kontrollansatz ohne Matrize in der rechten
Bahn, wurden 15 ul auf das gezeigte Agarosegel aufgetragen.

Da bel dieser Anreicherungsmethode die Redtriktionstelle eingefiihrt werden musste, sind
im nachfolgenden  Redriktionsschritt  noch  Amplifikale der 1. PCR in  dem
Redriktionsansatz enthdten, die zu spdtungsresigenten Produkten fuhren. Diese missen
im Veladf des Anreicherungsverfarens durch Verdinnungen minimiert werden. Aus
diessm Grund efolgte nach den Redriktionen jewells ene 1:1000 Verdinnung. Be der
hier etablieten Methode wurden keine postiven Signde durch 10° Wildtyp-Kopien
erhdten. Durch Zusaz ener Vedinnungsehe von quantifizietem am Codon 12
mutiertem  Amplifikat (WT Codon 120 GGT; Mut. Codon 120 GCT) konnte eine
Nachweisgrenze von 1 amplifizieten Mutantenkopie in 10° Wildtyp-Kopien ermittelt
werden (sehe Abb. 4.4).
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4.1.4 Genotypische Selektion der Translokation t(14;18)

Um die Nachwesgrenze der genotypischen Seektion der Trandokation t(14;18)
bestimmen zu konnen, wurde ein 80 bp Amplifikat des Mutantenstandards hergestellt und
quantifiziert. AnschlieRend wurden 0 - 10% dieser Mutantenkopien mit 2 pg genomischer
Wildtyp-DNA verdinnt und die Sdektion mittels einer nested-PCR, wie im Methodentell
unter 3.4.5.3 beschrieben, durchgefihrt.

M Mut. 0 10* 10° 10° 10 1 H,O
amplifizierte Mut.-Kopien in 2 ug WT-DNA

- ol

e

Abbildung 4.5: Nested-PCR-Anreicherung der Translokation t(14;18). Die angegebene
Kopienzahl an mutiertem Amplifikat wurde mit 2 pg DNA aus MCL-5-Zellen gemischt und dem
Mutations-Anreicherungsverfahren unterworfen. Von der zweiten PCR-Runde, auch von einem
Kontrollansatz ohne Matrize in der rechten Bahn, wurden 20 pl auf das gezeigte Agarosegel
aufgetragen.

Be de hier eadlieten Methode wurden keine postiven Signde durch 2 pg Wildtyp-
DNA ehdten. Durch Zusatz ener Vedinnungsehe von quantifizietem mutierten
Amplifikat konnte ene Nachweiggrenze von 1 amplifizierten Mutantenkopie in 2 pg
Wildtyp-DNA ermittelt werden (Sehe Abb. 4.5).

415 Bestimmung der Mutationshaufigkeit

Um die Induktion der drel untersuchten Arten von potentiell onkogenen Mutationen durch
unterschiedliche Chemikalienbehandlung zu untersuchen, wurden je 1,7 x 10’ haploide
Genomkopien (d.h. 60 pg genomische DNA) in 30 Padldansitizen mit Hilfe der oben
gechilderten  Mutationsanreicherungsverfahren  durchgemustert. Da die  verwendeten
PCR-Veafadren enesdts bem Vorliegen von 2 pg genomischer DNA  ken
nachweisbares Amplifikat erzeugen und andererseits beim  Vorliegen bereits ener
Mutantenkopie (vor der ersten Amplifikationsrunde) en charakteristisches Signd  entstett,
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kann man aus der Haufigkeit podtiver Ansitze die Mutationshaufigkeit berechnen. Wie
die Abb. 46 - 48 beasidhaft zeigen, traten bei den Kontrollansitizen ohne
M utagenbehandlung nie die mutationsspezifischen PCR-Signae auf.

Dabei betrug die Uberlebensrate der MCL-5-Zdlen in  den Kontroll-Ansitzen
definitionsgemal3 100 % und das Talmoment lag zwischen O und 0,5.

Es traten demnach weder nachweishare Trandokationen spontan auf, noch wurden
spontane  Punktmutationen an den untersuchten Stellen der p53- und K-ras-Gene
gefunden.

Kontroll-MCL-5
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M

Abbildung 4.6: Untersuchung der DNA aus den Kontrollzellen des BPDE-Expositionsversuches
auf die Mutation im Codon 248 des Gens p53. Das Gel zeigt 15 x 2 pg DNA-Anséatze nach der
Anreicherungsmethode.

Kontroll-MCL-5
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M H,O Wt Mut

-300 bp
-200 bp

-100 bp

Abbildung 4.7: Untersuchung der DNA aus den Kontrollzellen des CSC-Expositionsversuches
auf die Mutation im Codon 12 des Kras Gens. Das Gel zeigt 15 x 2 ug DNA-Ansatze nach der
Anreicherungsmethode.
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Kontroll-MCL-5
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213141_5MH20WtMut

=0

-400 bp
-300 bp

200 bp

-100 bp

Abbildung 4.8: Untersuchung der DNA aus den Kontrollzellen des PhIP-Expositionsversuches
auf die Translokation t(14;18). Das Gel zeigt 15 x 2 pg DNA-Ansatze nach der Anreicherungs-
methode.

4.1.6 Charakterisierung der angereicherten Mutationen

Nach RFLP-Sdektion erhdtene und daher an den Redriktionsstdlen mutiete PCR-
Produkte wurden weter amplifiziet und ener DNA-Sequenzandyse unterworfen.
Auscthnitte aus den erhatenen Elektropherogrammen, welche die Sequenzen in der
Umgebung der untersuchten Codons jewels in Wildtyp- und PCR-angereichertem
mutiertem Amplifikat zeigen, Snd in Abb. 4.9 und Abb. 4.10 zusammengestellt.

SGGCHTGA!T.'ECGETGE}CCC%ﬁCﬁ'ﬁC TF}!}'&I:F&.F FT |E|'E|:I}'L!I'£|
P W: ||.||!! ﬂ[ .illl ||P'I {‘ | | !il‘ [ ‘ |
il | | | | ! | [ |
M ilu | 'l i | | !
| | Rl - i !
| i || 1 | |
J\ ;\J"'.L\L | }\ LA J A M]{E-M Wnuﬁ\iﬂ roll s

Abbildung 4.9: Elektropherogramm von Codon 248 des Wildtyp-p53-Gens aus MCL-5-Zellen,
(links) und des Mutantenstandards (rechts).
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Fur die Seguenzierung der K-rasAmplifikate wurde der Antisense-Primer K65
verwendet, da der Sense-Primer K64 und somit der Anfang des Amplifikats (vom Sense-
Strang her betrachtet) sehr dicht an der zu untersuchenden Redtriktionsstelle liegt. Bei der
Sequenzierung konnen die ersten Basen der Sequenz oft nicht eindeutig erkannt werden.
Dies wirde bel der Sequenzierung mit dem Sense-Primer die Redriktionsstele betreffen.
Die Elektropherogramme zeigen daher den sequenzierten Antisense-Strang vom 3'-Ende
aus. Die Beschriftung des WT und der efolgten Mutation Uber den Elektorpherogrammen
be K-ras-Mutationen zeigt die Basen des Sense-Stranges (also komplement&r zu dem

Elektropherogramm) in 3 ® 5 Richtung (Sehe Abb. 4.10).

Ki-ras Codon 12: Ki-ras Codon 12:

3 WT TG G 5’ 3 MutT A G 5
3 antisense 5 3 antisense 5
AC G A AC TACG CCAEtC/AGGE TCCAAC
i A n | M fl
I AR A A A L Y AT
| || [ f | |
triktionsstelle | |
|
| |||
|
[
[ | |,I il
| L“ulll \ IIII

Abbildung 4.10: Elektropherogramm von Codon 12 des Wildtyp-K-ras-Gens aus MCL-5-Zellen,
(links) und des Mutantenstandards (rechts). Das t im rechten Elektropherogramm steht fir eine
Base, die nicht eindeutig erkannt wurde, da sich mehrere Basen, sowohl Purin- als auch

Pyrimidinbasen tberlagern.
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4.2 Behandlung von MCL-5-Zellen mit direkt
wirksamen Mutagenen

4.2.1 Mutagenese mit MNNG

42.1.1 Cyto-und genotoxische Effekte
Be der Expodtion konnte ein Erhthung des Tallmoments durch MNNG-Behandlung im
Dosisbereich von 0,7-6,8 uM festgestellt werden (sehe Abb. 4.11).

; |
1 1

0-Kontrolle 0,7 uM 1,7 uM 3,4 uM 6,8 uM
MNNG

Tailmoment
N

Abbildung 4.11: Dosisabhangige Strangbruchinduktion durch MNNG. Fir jeden Versuchsansatz
(Objekttrager) wurden das arithmetische Mittel und die Standardabweichung der Tailmoment-
Werte von 2 Objekttragern mit je 50 Zellkernen dargestellt.

60

40 /
20 \;\
10 \A;\

Tage nach der Exposition

Millionen Zellen
w
o

-

w Ml

UM MNNG:—*—0 —#—0,7 1,7 —®34

Abbildung 4.12: Wachstumskurven von MCL-5-Zellen nach Exposition mit 0 — 3,4 uM MNNG.
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Da be den im Comet-Test zu drangbruchfihrenden Konzentrationen an MNNG keine
Proliferation der MCL-5-Zdlen mehr zu beobachten war (Sehe Abb. 4.12), musste die
Behandlungsdosis auf 02 uM MNNG (30 ng/ml) reduziet werden. Erst be dieser
Konzentration war eine ausreichende Proliferation gegeben (siehe Abb. 4.13).

Wachstumskurven nach Behandlung mit direkten Mutagenen:

12

Millionen Zellen
N [e)}

Tage nach der Expsoition

—e—0-Kontrolle —#—0,5 yM BPDE —4—0,2 yM MNNG

Abbildung 4.13: Beispiel fur Wachstumskurven der MCL-5-Zellen nach Exposition mit den fur die
Mutationsanalyse verwendeten Konzentrationen an direkten Mutagenen MNNG und BPDE.

4.2.1.2 Haufigkeit der untersuchten Mutationen nach Behandlung mit
MNNG
Be der Behandlungsdosis von 02 pM MNNG waren, wie oben gezeigt, kene

Strangbruchinduktion und nur ene geringe Wachsumshemmung zu beobachten. Dennoch
traten, wie in Abb. 4.14 fir Punktmutationen am K-ras Codon 12 gezeigt, haufiger
postive Sgnde be der Mutaionsaneicherungs-PCR-RFLP-Methode auf, ds ohne
Chemikaienbehandlung.

MNNG exponierte MCL-5
1234 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M Wt 10°10°10° 10° Mut H,O

Abbildung 4.14: Beispiel positiver Banden nach MNNG-Exposition fir die Anreicherung der
Mutation im Codon 12 des K-ras-Gens.
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Nach Einsstzen der Anzahl an postiven Banden in die Poisson-Formd wurden die in der
Tabele 4.1 angegebenen Mutationshaufigkeiten erhalten. So wurden im Fdl  der
Punktmutation am Codon 12 des K-ras-Gens neun Mutationen in 1,7 x 10’ haploiden
Genomkopien gefunden.

p53 K-ras t(14;18)
Mutagen Dosis [uM]| X  MF (x107) X MF (x107) X  MF (x107)
Kontrolle - 0 <0,6 0 <0,6 0 <0,6
MNNG 0,2 3 1,9 9 6,3 1 0,61

Tabelle 4.1: Anzahl an positiven Reaktionen (X) und Mutationshaufigkeiten (MF) nach MNNG-
Exposition.

4213 MNNG-induzierte Basenaustausch-Mutationen
Anhand der Sequenzierung wurden folgende Punktmutationen nach MNNG-Expostion
erkennbar.

Mutationen im Codon 248 des p53-Gens:

Das Beispid-Elektropherogramm in Abb. 4.15 zeigt an Codon 248 des p53-Gens neben
der Wildtypsequenz CGG auch kleinere A-Peaks an der zweiten und dritten Position des
Codons. Die in Tabdle 4.2 zusammengefasste Sequenzandyse der drel sdektierten
Mutantenamplifikate zeigte in dlen Fdlen mehrere Mutationen an dar MSP |-
Regtriktionsstelle, bel der es sch ausschlieldich um GC>AT-Trandtionen handdt.

MNNG-induzierte G>A Trangtionen am p53 Codon 248:

5 WT CGG 3
5 Mut CAA 3
GCATGAAC|ICGGAGGCCCATCCT C!
I |||'| || ""'II'| |,|'|I_I"f|"|rl|{'|"'lﬂl\l

I |
l‘\ | 1||| | ‘
‘|| |

||| fi | u'\ll T
AL WAL Al LI

Abbildung 4.15: Elektropherogramm einer Sequenzierung des Amplifikats des p53-Gens nach
MNNG-Exposition (Positive Bande Nr. 24).
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Nr. der positiven Mutation (Restriktionsstelle: CCGG)
Bande C C G G

19 C>T G>A

24 G>A G>A

28 C>T G>A G>A

Tabelle 4.2: Mutationen im Codon 248 des p53-Gens nach MNNG-Exposition.

Nach MNNG-Expostion wurden somit ds Mutationen im p53 Codon 248 G>A und C>T

Trangtionen gefunden.

Mutationen im Codo

n 12 des K-ras-Gens:

Das Beispid-Elektropherogramm in Abb. 4.16 zeigt an Codon 12 des K-ras-Gens ene
deutliche Uberlagerung der Wildtypsequenz GGT durch A-Pesks an der ersten und

zweiten Podition des Codons.

3 WT

Y

AT

|||M"~|| n, |I|'|| |

MNNG-induzierte G>A Transitionen im Ki-ras Codon 12:

TGG 5
Mut T A A
3 antisense 5
CCTACGCC CAYYAGGTCCARAC TA C {
|||P -l.ﬂlll ||| |" I'ln
I I

Abbildung 4.16: Elektropherogramm einer Sequenzierung des Amplifikats des K-ras-Gens nach
MNNG-Exposition. Das y im Elektropherogramm steht fur eine Pyrimidinbase, die nicht eindeutig

erkannt wurde (Positive Bande Nr. 06).

Nach der MNNG-Expostion wurden neun Mutationen im K-ras Codon 12 gefunden,

darunter nur G>A Trangtionen und diese jewells in beiden Gs des Codons.
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4.2.2 Mutagenese mit BPDE

4221 Cyto-und genotoxische Effekte
Be der Expostion konnte en Erhthung des Talmoments durch BPDE-Behandlung im
Dosshereich von 0,17-0,52 uM festgestellt werden (sehe Abb. 4.17).

12,0

10,0

8,0

6,0

Tailmoment

40 T

2,0

0,0 :
0-Kontrolle 0,17 uM BPDE 0,52 uyM BPDE

Abbildung 4.17: Dosisabhéngige Strangbruchinduktion durch BPDE. Fir jeden Versuchsansatz
(Objekttrager) wurden das arithmetische Mittel der Tailmoment-Werte und die Standard-
abweichung der Tailmoment-Werte von 2 Objekttragern mit je 50 Zellkernen dargestelit.

70

60 ' ,
c
q) /
= 50
Q
N = -
c 40
S =
5 30 -
= 20
=

10 o

0 . .

0 1 2
Tage nach der Exposition
um BPDE: —+—0 —=—0,17 0,52 1,73 —&-5.2

Abbildung 4.18: Wachstumskurven von MCL-5-Zellen nach Exposition mit BPDE.

Be ener Konzentration von 052 uM BPDE (sehe Abb. 4.13) egab sSch ene
ausechenden Proliferation der Zdlen fir die anschlielende Mutationsandyse. Be
hoheren Konzentrationen war nur ein Rickgang der Zelpopulation zu beobachten (Sehe
Abb. 4.18).
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Be der Doss-Wirkungskurve von BPDE ig schon bei 0,17 uM en dgnifikanter Angtieg
des Talmoments ekennbar. Be de fir die Mutaionsandyse verwendeten
Expostionskonzentration von 0,52 uM igt die Erhthung der Strangbruchrate mit 9,2 sehr
stark.

4.2.2.2 Haufigkeit der untersuchten Mutationen nach Behandlung mit BPDE

Be der Behandlungsdoss von 052 uM BPDE waren, wie oben gezeigt, eine Starke
Strangbruchinduktion und nur geringe Wachsumshemmung zu beobachten. Bel  der
Mutationsanreicherung traten wie in Abb. 4.19 fir Punktmutationen am Gen p53 Codon
248 gezeigt, anders as be den Kontrollansitze (Sehe Abb. 4.6), haufig podtive Signde
auf, die somit endeutig auf die Chemikaienbehandlung zurtickzufiihren sein miissen.

BPDE exponierte -MCL-5
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M Mut WT

-300 bp

-200 bp

-100 bp

Abbildung 4.19: Beispiel positiver Banden nach BPDE-Exposition fiir die Anreicherung von
Mutationen im Codon 248 des p53-Gens.

Nach Einsetzen der Anzahl an postiven Banden in die Poisson-Formd wurden die in der
Tabdle 4.3 angegebenen Mutationshaufigkeiten erhdten. So wurden im  Fal  der
Punktmutation am Codon 248 des p53-Gens neun Mutationen in 1,7 x 107 haploiden

Genomkopien gefunden
p53 K-ras t(14,18)
Mutagen Dosis [uM] X MF (x107) X MF (x107) X MF (x107)
Kontrolle - 0 <0,6 0 <0,6 0 <0,6
BPDE 0,52 9 6,3 0 <0,6 2 1,2

Tabelle 4.3: Anzahl an positiven Reaktionen (X) und Mutationshaufigkeiten (MF) nach BPDE-
Exposition.
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4223 BPDE-induzierte Basenaustausch-Mutationen

Anhand der Sequenzierung wurden folgende Punktmutationen nach BPDE-Expodtion
erkennbar:

Mutationen im Codon 248 des p53-Gens:

Das Beispid-Elektropherogramm in Abb. 4.20 zeigt am Codon 248 des p53-Gens neben
der Wildtypsequenz CGG auch kleinere T-Pesks an der zwelten und dritten Postion des
Codons. Die in Tabdle 44 zusammengefaste Sequenzandyse der neun selektierten
Mutantenamplifikete zeigte in 10 von 13 der beobachteten Basenaudtausche G>T

Transversionen, Uberwiegend in der ersten Position des Codons.

BPDE-induzierte G>T Transverson am p53 Codon 248:
5 WT C G G 3
5" Mut C T T 3

e CA TG A A C|lCGEG GAG

AR T

C A T
[
|

|
1] |
|

| [ | | !
| ‘J u &fll . M I A |
| s \ |
A /J‘l/\'l/'\ VAN L\j.-"x Al ol "I'
Abbildung 4.20: Elektropherogramm einer Sequenzierung des Amplifikats des p53-Gens nach
BPDE-Exposition (Positive Bande Nr. 14)

Nr. der positiven Mutation (Restriktionsstelle: CCGG)
Bande C C G G
1 G>T
2 G>T
3 G>A G>T
4 G>T
14 G>T G>T
15 G>A G>T
16 G>A G>T
17 G>T
23 G>T

Tabelle 4.4: Mutationen im Codon 248 des p53-Gens nach BPDE-Exposition.

Es wurden keine Mutationen im Codon 12 des K -ras-Gens gefunden.
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4.3 Behandlung von MCL-5-Zellen mit indirekt
wirksamen Mutagenen

4.3.1 Mutagenese mit BaP

43.1.1 Cyto-und genotoxische Effekte

Be der Expostion mit BaP wurde die hochsmogliche Doss fir die Expostion
verwendet, die im Expodgtionsmedium noch lodich is. Be hoheren Konzentrationen fdlt
BaP aus, was dch in der Abnahme des Talmoments, dh. enem Rickgang der
Schéadigung im Comet-Test bemerkbar macht. Bel einer Konzentration von 198 uM BaP
war ein ausreichendes Uberleben der Zelen vorhanden (Sehe Abb. 4.21), eine Zunahme
des Talmoments deutlich erkennbar (Sehe Abb. 4.22) und BaP im Expostionsmedium
l6dlich.

Wachstumskurven nach Behandlung mit indirekten Mutagenen (BaP, PhlP, NNK, CSC):

60
50

. /
30 /

. /
. !

Millionen Zeller

Tage nach Exposition

—e— O-Kontrolle —®—198 uM BaP 222,5 uM PhIP 135 pg/ml CSC —%—2413 puM NNK

Abbildung 4.21: Beispiele fur Wachstumskurven nach Exposition mit fur die Mutationsanalyse
verwendeten Konzentrationen an indirekten Mutagenen.

Anhand der Wachsumskurven ist ein Anwachsen der Zdlpopulation oftmas erst nach 5
Tagen bis zu einer Woche nach der Exposition erkennbar.
Die Schwankungen in den Kurven snd durch Fehler ba der Zdlzahlbetimmung zu

erkléren.
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Dosis-Wirkungskurve der Strangbruch-1nduktion durch BaP

Tailmoment
w

0-Kontrolle 49,5 UM 99 uM 198 uM
BaP

Abbildung 4.22: Dosisabhangige Strangbruchinduktion durch BaP. Fir jeden Versuchsansatz
(Objekttrager) wurden das arithmetische Mittel der Tailmoment-Werte und die Standard-
abweichung der Tailmoment-Werte von 2 Objekttragern mit je 50 Zellkernen dargestellt.

In der Abbildung der Dosis-Wirkungskurve der Strangbruch-Induktion durch BaP (Abb.
422) ig ekennbar, dass die niedrigte hier verwendete Doss an BaP schon ene
dgnifikante Erhéhung des Tallmoments bewirkt. Die Erhéhung ig im Vergleich zu der
entsorechenden Exposition mit BPDE nicht ganz so hoch, aer auch hier ist ene Zunahme
des Talmoments um 2,66 (bezogen auf die Kontrolle) bei der fir die Mutationsandyse
verwendeten Konzentration zu verzeichnen.

4.3.1.2 Haufigkeit der untersuchten Mutationen nach Behandlung mit BaP
Be de Behandlungsdoss von 198 puM BaP waen (sehe Abb. 4.22) eine starke
Strangbruchinduktion und ene geringe, aber fir die Mutationsandyse ausreichende
Zdlproliferation (Sehe Abb. 4.21), zu beobachten. Be der Mutationsanreicherung traten,
wie in Abb. 4.23 fir Punktmutationen am Gen p53 Codon 248 gezeigt, podtive Sgnde
auf, die aufgrund der negaiven Kontrollergebnisse auf die Chemikdienbehandliung
zuriickzufihren sein miissen.
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BaP-exponierte MCL-5
4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15M Wt10 Mut H.O

-300 bp

200 bp

100 bp

Abbildung 4.23: Beispiel positiver Banden nach BaP-Exposition fir die Anreicherung der
Mutationen im Codon 248 des p53-Gens.

Nach Einsstzen der Anzahl an postiven Banden in die Poisson-Formd wurden die in der
Tabdle 4.5 angegebenen Mutationshéufigkeiten erhdten.

p53 K-ras t(14;18)
Mutagen Dosis [uM] X MF (x107) X  MF (x107) X  MF (x107)
Kontrolle - 0 <0,6 0 <0,6 0 <0,6
BaP 198 5 32 0 <0,6 1 0,61

Tabelle 4.5: Anzahl an positiven Reaktionen (X) und Mutationshaufigkeiten (MF) nach BaP-
Exposition.

4.3.1.3 BaP-induzierte Basenaustausch-Mutationen
Anhand der Sequenzierung wurden folgende Punktmutationen nach BaP-Expogtion
erkennbar:

Mutationen im Codon 248 des p53-Gens:

Das Begpid-Elektropherogramm in Abb. 4.24 zeigt am Codon 248 des p53-Gens neben
der Wildtypsequenz CGG auch T- und A-Pesks an der zweten und dritten Postion des
Codons.
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BaP-induzierte G>T Transverson und G>A Trandtion am p53 Codon 248:
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Abbildung 4.24: Elektropherogramm einer Sequenzierung eines Amplifikats des p53-Gens nach
BaP-Exposition (Positive Bande Nr. 14).

Nr. der positiven Mutation (Restriktionsstelle: CCGG)
Bande C C G G
I C>T
9 G>A G>A; G>T
13 G>A ;G>T
14 G>T G>A
15 G>T G>T

Tabelle 4.6: Mutationen im Codon 248 des p53-Gens nach BaP-Exposition.

90

Nach BaP-Exposdtion wurden as Mutationen im p53 Codon 248 hauptsachlich G>T
Transversonen und G>A Trangtionen gefunden.

Eswurden keine Mutationen im Codon 12 des K -ras-Gens gefunden.
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4.3.2 Mutagenese mit PhIP

43.2.1 Cyto-und genotoxische Effekte

Be der Expostion mit PhIP wurde wie be der Expostion mit BaP die héchsmégliche
Dogs fiur die Expodstion verwendet, die im Expostionsmedium noch lédich war. Be
héheren Konzentrationen fallt PhIP aus, was dch in der Abnahme des Talmoments, d.h.
enem Rickgang der Schédigung im  Comet-Test bemerkbar macht. Be  ener
Konzentration von 222,6 UM PhIP war ein ausreichendes Uberleben der Zelen vorhanden
(sehe Abb. 4.21), eine Zunahme des Tallmoments (Sehe Abb. 4.25) deutlich erkennbar
und PhiP im Expostionsmedium lédich.

Wachstumskurve nach Behandlung mit PhiP

In Abb. 4.21 ig en geinger Angieg der Population nach finf Tagen erkennbar. Die
Schwankungen kénnen durch Fehler bel der Zelzahlbestimmung bedingt sein.

Dos s-Wirkungskurve der Strangbruch-Induktion durch PhiP

Tailmoment

0-Kontrolle 222,6 UM PhIP 445,2 uM PhIP

Abbildung 4.25: Dosisabhangige Strangbruchinduktion durch PhIP. Fir jeden Versuchsansatz
(Objekttrager) wurden das arithmetische Mittel der Tailmoment-Werte und die Standard-
abweichung der Tailmoment-Werte von 2 Objekttragern mit je 50 Zellkernen dargestellt. Der
Ruckgang der Schadigung bei 4452 upM PhIP ist auf das Ausfallen des Mutagens im
Expositionsmedium zuriickzufiihren.



Ergebnisse 92

4.3.2.2 Haufigkeit der untersuchten Mutationen nach Behandlung mit PhIP

Be de Behandlungsdoss von 2226 pM PhiIP waren wie oben gezeigt eine Sarke
Strangbruchinduktion und ene Wachsumshemmung, die en fir die Mutationsandyse
augeichendes Zdlwachsum ermdglichte, zu beobachten. Bei der Mutationsanreicherung
wurden, wie in Abb. 4.26 fir Punktmutationen am K-ras-Gen Codon 12 gezeigt, postive
Signde beobachtet. Da in enem entgorechenden Kontrollansatz keine  Amplifikate
beobachtet wurden, mussen die auftretenden Mutationen auf die Chemikaienbehandiung

zuriickzufUhren sain.

PhIP-exponierte MCL-5
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M H,0 Wt

Abbildung 4.26: Beispiel positiver Banden nach PhIP-Exposition fur die Anreicherung der
Mutation im Codon 12 des K-ras-Gens.

Nach Einsstzen der Anzahl an postiven Banden in die Poisson-Formd wurden die in der
Tabdle 4.7 angegebenen Mutationshéufigkeiten erhdten.

p53 K-ras t(14,18)
Mutagen Dosis [uUM] X  MF ((x107) X  MF (x107) X  MF (x107)
Kontrolle - 0 <0,6 0 <0,6 0 <0,6
PhIP 2225 9 6,3 8 5,5 1 0,61

Tabelle 4.7: Anzahl an positiven Reaktionen (X) und Mutationshaufigkeiten (MF) nach PhIP-
Exposition.

4.3.2.3 PhIP-induzierte Basenaustausch-Mutationen
Anhand der Sequenzierung wurden folgende Punktmutationen nach PhIP-Expostion
erkennbar:

Mutationen im Codon 248 des p53-Gens:

Das Beispid-Elektropherogramm in Abb. 4.27 zeigt an Codon 248 des p53-Gens neben
der Wildtypsequenz CGG auch A-Pegks an der zweiten und dritten Position des Codons.

Nach PhiP-Expostion wurden as Mutationen im Codon 248 des p53-Gens nur G>A
Trandtionen gefunden. Die C>T Trandtionen wurden nicht im Codon 248 gefunden,
sondern in der letzten Base des vorherigen Codons (Siehe Tab. 4.8).
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PhlP-induzierte G>A Transversonen am p53 Codon 248:

5 WT C G G 3

5 Mut C A A 3

SCATGARAAC|ICGGRAGGEGC CCAT CCT

1 |I"| M r|_'| |_‘ M1 W I_'|r M I —|r1|“|—\ n [—\r
|

Abbildung 4.27: Elektropherogramm einer Sequenzierung eines Amplifikats des p53-Gens nach
PhIP-Exposition (Positive Bande Nr. 14).

Nr. der positiven Mutation (Restriktionsstelle: CCGG)
Bande C C G G

12 C>T
14 G>A G>A
15 C>T
20 G>A G>A
22 G>A G>A
24 G>A
25 G>A G>A
26 C>T G>A G>A
27 G>A G>A

Tabelle 4.8: Mutationen im Codon 248 des p53-Gens nach PhIP-Exposition.

Mutationen im Codon 12 des K-ras-Gens:

Das Bespie-Elektropherogramm in Abb. 4.28 zeigt am Codon 12 des K-ras-Gens neben
der Wildtypsequenz GGT auch A-Pesks an der ersten und zweiten Position des Codons.
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PhIP-induzierte G>A Transitionen im Ki-ras Codon 12:

3 WT T GG 5
Mut T A A

3 antisense 5

'TTGCCTACGCCAY ElAGGTCCALAC 1

nanprqn TRl ’mﬂﬂrr
| |

Abbildung 4.28: Elektropherogramm einer Sequenzierung eines Amplifikats des K-ras-Gens
nach PhIP-Exposition (Positive Bande Nr. 13).

Nach der PhIP-Expostion wurden in den acht Postiv-Banden ds Mutaionen im
K-ras Codon 12 nur G>A Trangtionen gefunden und diese jewels in beiden Gs des
Codons.

4.3.3 Mutagenese mit NNK

4.3.3.1 Cyto-und genotoxische Effekte

Bel der Expostion mit NNK wurde die hdchamdgliche Konzentration fur die Expostion
verwendet, die durch die vorhandene Stammlésung gegeben war. Bel ener Konzentration
von 2413 uM NNK war ein ausreichendes Uberleben der Zdlen fur die Mutationsanalyse
vorhanden (sehe Abb. 4.21) und ene deutliche Zunahme des Tallmoments (Sehe Abb.
4.29) erkennbar.

Wachstumskurve nach Behandlung mit NNK

In Abb. 421 ig en geringer Angtieg der Population nach finf Tagen erkennbar. Dieser
Angieg war fir die anschliefende Mutaionsandyse ausreichend. Die  Schwankungen
konnen durch Fehler bel der Zdlzahlbestimmung bedingt sain.
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Dos s-Wirkungskurve der Srangbruch-Induktion durch NNK

Tailmoment
N

0-Kontrolle 241,3 uM NNK 2413 pM NNK

Abbildung 4.29: Dosisabhangige Strangbruchinduktion durch NNK. Fir jeden Versuchsansatz
(Objekttrager) wurden das arithmetische Mittel der Tailmoment-Werte und die Standard-
abweichung der Tailmoment-Werte von 2 Objekttragern mit je 50 Zellkernen dargestellt.

4.3.3.2 Haufigkeit der untersuchten Mutationen nach Behandlung mit NNK
Be der Behandlungsdosis von 2413 pM NNK waren, wie oben gezeigt, eine deutliche
Strangbruchinduktion (sehe Abb. 4.29) und eine Wachsumshemmung (Sehe Abb. 4.21),
die en fir die Mutationsandyse ausreichendes Wachsum zulief3, zu beobachten. Bei der
Mutationsanreicherung traten, wie in Abb. 4.30 fur Punktmutationen am K-ras-Gen
Codon 12 gezeigt, im Gegensatz zu den entsprechenden negativen Kontrollansgizen,
podtive Signde auf, die somit auf die Chemikdienbehandlung zurlickzufUhren sain

mussen.

NNK exponierte MCL-5
1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 M H,OWt10®> 10°10* 10° Mut

300 bp

200 bp

-100 bp

Abbildung 4.30: Beispiel positiver Banden nach NNK-Exposition fir die Anreicherung von
Mutationen im Codon 12 des K-ras-Gens.

Nach Einsetzen der Anzahl an pogtiven Banden in die Poisson-Forme wurden die in der
Tabelle 4.9 angegebenen Mutationshaufigkeiten erhaten.
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p53 K-ras t(14;18)
Mutagen Dosis [uM]| X  MF (x107) X MF (x107) X  MF (x107)
Kontrolle - 0 <0,6 0 <0,6 0 <0,6
NNK 2413 10 7.2 9 6,3 2 1,2

Tabelle 4.9: Anzahl an positiven Reaktionen (X) und Mutationshaufigkeiten (MF) nach NNK-
Exposition.

4.3.3.3 NNK-induzierte Basenaustausch-Mutationen
Anhand der Sequenzierung wurden folgende Punktmutationen nach NNK-Expostion

erkennbar:

Mutationen im Codon 248 des p53-Gens:

Das Beigpid-Elektropherogramm in Abb. 4.31 zeigt an Codon 248 des p53-Gens neben
der Wildtypsequenz CGG auch einen T-Peak an der ersten Position des Codons.

NNK-induzierte C>T Trandtion am p53 Codon 248:

5 WT CGG 3
5 Mut T G G 3

G CGEGGEGCATGAAC|ICGE| AGGE C

I (. 'an l.‘.l ﬂ
- ||||||| ﬂ ||| ﬂ

Abbildung 4.31: Elektropherogramm einer Sequenzierung eines Amplifikats des p53-Gens nach
NNK-Exposition (Positive Bande Nr. 22).
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Nr. der positiven Mutation (Restriktionsstelle: CCGG)
Bande C C G G

6 G>A
10 G>A
11 C>T
13 C>T G>A
18 C>T G>A
21 C>G
22 C>T
23 C>T G>A
27 C>T C>T G>A
30 G>A

Tabelle 4.10: Mutationen im Codon 248 des p53-Gens nach NNK-Exposition.

Nach NNK-Expostion wurden ads Mutationen im p53 Codon 248 bis auf eine C>G
Transverson nur G>A Trandtionen im Sense- und Anti-Sense-Strang  gefunden.  Diese
wurden nicht nur im Codon 248 gefunden, sondern auch an der letzten Base des
vorherigen Codons (Sehe Tab.4.10).

Mutationen im Codon 12 des K-ras-Gens:

Das Beigpid-Elektropherogramm in Abb. 4.32 zeigt am Codon 12 des K-ras-Gens neben
der Wildtypsequenz GGT auch A-Peaks an der ersten und zweiten Position des Codons.

—

3 WT T GG
Mut T A A

3!

.ccracecchay ya

1——|—||—|[—|‘|_‘[——|”|'_|'—|

antisense

G TC

ﬁ_

i

i

NNK-induzierte G>A Transitionen im Ki-ras Codon 12:

1A

.

Abbildung 4.32: Elektropherogramm einer Sequenzierung eines Amplifikats des K-ras-Gens
nach NNK-Exposition (Positive Bande Nr. 09).
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Nach NNK-Expogtion wurden in den neun Postiv-Banden ds Mutationen im K-ras-Gen

Codon 12 nur G>A Trangtionen gefunden und diese jewellsin beiden Gs des Codons.

4.4 Behandlung von menschlichen Zellen mit
Mutagengemischen

4.4.1 Exposition mit verdiunntem Nebenstromrauch von
Zigaretten (ADS)
Be der Expostion mit ADS zeigte Sch eine starke Erhthung der Strangbruchrate durch

das ADS und auch durch eine 1:10 Verdinnung (V1) von diesem. Be der Kontrolle
konnte kein schadigender Einfluss durch die Trypsnierung der Zelen festgestdlt werden.
Auch synthetische Luft schédigt die Zdlen nicht. NO, zeigt @nen im Vergleich zum ADS
geringen Einfluss auf die Strangbruchrate (Sehe Abb. 4.33).

18

16

12

10

Tailmoment

—=—— = lﬁ

Kontrolle synthetische Luft ADS V1 NO2

o N O~ OO

Abbildung 4.33: Ermittlung der Genotoxizitat fiir menschliche Bronchial-Epithel-Zellen nach
Exposition mit ADS, einer 1:10 Verdiinnung von ADS, synthetischer Luft und NO,. Dargestellt sind
die Mittelwerte und Standardabweichungen von N= 3 Messungen.
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4.4.2 Mutagenese mit CSC

4421 Cyto-und genotoxische Effekte
Bel der Expogtion mit CSC wurde die hochsmogliche Konzentration fir die Expostion
vewendet, be der die Genotoxizitdt mdgliche hoch und die Cytotoxizitdd moglichst

niedrig war.

Wachstumskurve nach Behandlung mit CSC

In Abb. 4.21 ig fiur die mit CSC behanddten Zelen kein Wachsum zu erkennen. Hier
ddlte sch in dem in der Abbildung dargesteltem Zeitraum ein Gleichgewicht zwischen
dem Abserben der Zdlen und der Zdlproliferation ein. Nach etwa einer Woche konnte
en Anwachsen der Zdlkultur beobachtet werden. Diese nach etwa einer Woche erhaltene
Zd|zahl reichte fUr die anschlief¥ende Mutationsanalyse aus.

Dosis-Wirkungskurve der Strangbruch-1nduktion durch CSC

18
16
14

12
10

Tailmoment

o N b OO

0 45 90 135 180
pg/ml CSC

Abbildung 4.34: Dosisabhangige Strangbruchinduktion durch CSC. Fir jeden Versuchsansatz
(Objekttrager) wurden das arithmetische Mittel der Tailmoment-Werte und die Standard-
abweichung der Tailmoment-Werte von 2 Objekttragern mit je 50 Zellkernen dargestellt.

Be ener Konzentration von 135 pg/ml CSC war ein sarker Angieg des Talmoments im

Comet-Test und eine geringe Zdlproliferation nach einer Woche erkennbar.
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Dosis-Wirkungskurve der Adduktrate durch CSC:
Be der Bestimmung des 80HAG-Adduktkonzentration zeigt sich be der Expostion mit
CSC eine deutliche Dosis-Wirkungskurve ab (Sehe Abb. 4.35):

8-OHdG/10 ¢ dG
N

0 45 180 450
pg CSC/ml

Abbildung 4.35: Verhaltnis von 80OHIG zu 10° dG nach Exposition mit verschiedenen
Konzentrationen an CSC.

Die Bestimmung der 80HdG-Adduktkonzentration erfolgte aufRerdem nach 1 h und 24 h
Expodtion mit der fir die Mutaionsandyse verwendeten Konzentrationen an BPDE, BaP
und CSC. Dabel konnte festgestellt werden, dass BPDE zu beiden Zetpunkten ene
leichte Erhdhung des 80OHAG-Leves zeigte, wéhrend bel BaP erst nach metabolischer
Aktivierung eine dgnifikente Erhthung zu beobachten war. Be CSC wa zu beiden
Zetpunkten eine starke Erhdhung zu sehen (Sehe Abb. 4.36).
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4
| I
0 T I T T T

Kontrolle 0,3uM 198 uM 135 pg/ml Kontrolle 0,3puM 198 uM 135 pg/ml
BPDE BaP CsC BPDE BaP CsC

80OHdG/10 6 dG

Mutagen

Abbildung 4.36: 80OHdG-Spiegel nach 1 h (weil3) und 24 h (schwarz) — Exposition von MCL-5-
Zellen mit den Mutagenen BPDE, BaP und CSC.

4.4.2.2 Haufigkeit der untersuchten Mutationen nach Behandlung mit CSC
Ba der Behandlungsdoss von 135 pg/ml CSC waren, wie oben gezeigt, eine Sake
Strangbruchinduktion und ene Sake Wachstumshemmung zu beobachten. Trotzdem
rechte die Zdlproliferation fir eine anschliefende Mutationsanalyse, bel der eindeutige,
auf die CSC-Expogtion zurtickfihrbare podtive Signde, wie anhand des Ges nach
Anreicherung der Mutation im Codon 248 des p53-Gensin Abb. 4.37 gezeigt, auftraten.

CSC exponierte MCL-5
1 2 3 456 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M Wt 10 Mut H,O

- 300 bp
- 200 bp

-
\ \ -100 bp

Abbildung 4.37: Beispiel positiver Banden nach CSC-Exposition fir die Anreicherung von
Mutationen im Codon 248 des p53-Gens.

Nach Einsatzen der Anzahl an postiven Banden in die Poisson-Formd wurden die in der
Tabelle 4.11 angegebenen Mutationshaufigkeiten erhalten.
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p53 K-ras t(14;18)
Mutagen Dosis [pM]| X MF (x10™) X MF (x10™) X MF (x107)
Kontrolle - 0 <0,6 0 <0,6 0 <0,6
CsC 135 4 2,5 5 3,3 0 <0,6

Tabelle 4.11: Anzahl an positiven Reaktionen (X) und Mutationshaufigkeiten (MF) nach CSC-

Exposition.

4423 CSCinduzierte Basenaustausch-Mutationen

Anhand der Sequenzierung wurden folgende Punktmutationen nach CSC-Expostion

erkennbar:

Mutationen im Codon 248 des p53-Gens:

Das Beispid-Elektropherogramm in Abb. 4.38 zeigt am Codon 248 des p53-Gens neben

der Wildtypsequenz CGG auch einen A-Pesk an der zweiten Position des Codons.

5 WT CGG 3
5 Mut CAG 3
ATG AAC|ICGE|AGE CCCAT CCTOCA A
= ] r f |“ o ' [ r'_l_
||| r| |_||- |_] [ ]lf
T
[ | ,Irll
/ [ |
/hil 'L / f'l'lll'1.| TA! \. I'h! l.

CSC-induzierte G>A Trandtionen am p53 Codon 248:

Abbildung 4.38: Elektropherogramm einer Sequenzierung eines Amplifikats des p53-Gens nach
CSC-Exposition (Positive Bande Nr. 28).

Nr. der positiven Mutation (Restriktionsstelle: CCGG)
Bande C C G G
10 C>T C>T G>A
12 G>A
28 G>A
29 G>A; G>T

Tabelle 4.12: Mutationen im Codon 248 des p53-Gens nach CSC-Exposition. Bei der Bande Nr.
29 war eine Uberlagerung der A- und T-Peaks zu erkennen.
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Nach CSC-Expostion wurden ds Mutationen im p53 Codon 248 hauptséchlich G>A und
C>T Trandtionen gefunden.

Mutationen im Codon 12 des K-ras-Gens:
Das Beigpid-Elektropherogramm in Abb. 4.39 zeigt an Codon 12 des K-ras-Gens neben
der Wildtypsequenz GGT auch A-Pegks an der ersten und zweiten Position des Codons.

CSC-induzierte G>A Transitionen im Ki-ras Codon 12:

3 WT T GG 5
Mut T A A

3 antisense 5

I TCTTGCCTACGCCAYYRGGTCCHA

N NANEN |

1""ﬂ NN Fo N

|
\W Nw\ LAJ[:JL L\]UEIL!' N II".I N !’ﬁ'hlll

Abbildung 4.39: Elektropherogramm einer Sequenzierung eines Amplifikats des K-ras-Gens
nach CSC-Exposition (Positive Bande Nr. 23).

Nach der CSC-Expostion wurden as Mutationen im K-ras Codon 12 funf Amplifikate dle
mit G>A Trangtionen an beiden mutierten Pogitionen (Gs) des Codons gefunden.
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5 Diskussion

5.1 Expositionssystem und Bestimmung der Mess-
grofRen

5.1.1. Verwendung von MCL-5-Zellen

Die Zdlline MCL-5 zeigte dch im Rahmen diesr Arbat fir die durchgefihrten
Versuche gedgnet, da es sch um ene menschliche lymphoblastoide Zedllinie handdt und
diese metabolisch kompetent is. Die metabolische Kompetenz bestent durch die
induzierbare CYP1A1-Aktivitdt und durch die in zwel episomaden Vektoren enthdtene
humane cDNA fur enige Fremddoff-metaboliserende Enzyme (CYPLA2, CYP2AG,
CYP2ELl, CYP 3A4) sowie fur die mikrosomade Epoxidhydrolase (mEH). Es wurde
gezeigt, dass die dre zu dem Cytochrom P450-Enzymkomplex gehdrenden Enzyme
CYP1A2, CYP2ELl und CYP3A4, in erder Linie fur die Aktivierung verschiedener PAH,
Nitrosamine, aomatischer Amine, Mykotoxine und anderer  Procancerogene
verantwortlich snd [82]. Durch die in dieser Zdllinie exprimierten Enzyme, konnten die
in diesr Arbeit verwendeten Procancerogene aktiviet und induzierte Verdnderungen
besimmt werden. Dies zeigte Sch zB. an den beobachteten genotoxischen Effekte im
Comet-Test.

Das heterozygote Vorliegen der p53-Mutation am Codon 281/2 in AHH-1-(urspriingliche
Zdllinie) oder MCL-5-Zdlen [82] und deren Auswirkung auf die Apoptosefahigkeit snd
zwischen den Arbeitsgruppen von J. Parry und D. Casciano umdtritten [106-108]. Die
Mutetion wurde in unserem Labor mit der RFLP-PCR-Methode in den MCL-5-Zdlen
gefunden. Die Haufigkeit spontaner Mutationen im autosomden Thymidinkinase-Gen und
der Verlus der Heterozygostéa (LOH: loss of heterozygosty) i bel der Zdllinie AHH-1
grof3er dsbel der MCL-5-Zdllinie[109].

For den Mikronucleus-Test und andere cytogenetische Tests wie Chromosoment
aberrationen snd MCL-5-Zdlen wegen genetischer Ingabilitée weniger geeignet [110-
112]. Fur diese Anwendungen hat sch die Hamder-Fibroblasten-Zdllinie V79 bewdhrt
[113], in denen auch Fremdstoff-metaboliserende Enzyme aus verschiedenen Saugerarten
exprimiert wurden, um den Fremddoffstoffwechsd untersuchen zu konnen [114]. Die
Induktion von HPRT-Mutationen in V79-Zdlen i¢ en Standard-Mutagenitéistest und
wird zT. ds Ergdnzung des Ames-(Sdmondla)-Tests in enem Sdugersysem angesehen
[115]. Trotz hoher Sequenzhomologien zwischen Saugerarten auf Proteinebene, sind
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wegen unterschiedlichen Codongebrauchs Mutationsspektren aus verschiedenen Spezies
kaum verglechbar, weshdb zur Zet en Versuchdiersygsem mit menschlichem p53-Gen,
die sogenannte HupKiMaus (human p53 knock-in), etabliert wird [26]. Um Vergleiche
mit menschlichen in vivo Mutationen anzuddlen (zB. mit p53-Mutationsspektren aus
Tumoren oder mit HPRT-Mutationen aus menschlichen Lymphozyten von Probanden),
muss man daher menschliche Zidsequenzen untersuchen, dso ene menschliche Zdllinig,
wie zB. MCL-5, verwenden. Fir Mutationstests in sdlektierbaren Genen wurde die
Zdllinie MCL-5 kondruiet [4], die efolgrech zur Isolierung Chemikdieninduzierter
Mutanten engesetzt werden konnten. In diesr Arbeit wurde ohne Chemikdien
behandlung weder das Auftreten von Punktmutationen noch eine Erhéhung der Haufigkeit
der Trandokation t(14;18) beobachtet.

5.1.2 Bestimmung der Cytotoxitat (Feststellung von Ver-
anderungen der Zellproliferation)

Die in dieser Arbet dargestelten Wachstumskurven wurden anhand der Ergebnisse der
TrypanblauFérbung der Zdlen nach der Expodtion mit den Mutagenen ermittelt. Dabel
wurden die Zdlen Uber enen Zetraum von mindestens Seben Tagen berachtet. Der
Vortell dieser Betrachtungsweise liegt in der Beobachtung der Langzeitwirkung einiger
Mutagenee. B MNNG zB. wa von Anfang an ene Doss-abhdngige Cytotoxizitét
erkennbar, die Abnahme der Zelzahl jedoch setzte sch auch nach einer Woche nach der
Expogtion fort.

Ba de Beurtelung des Wachdumsverhdtens von mit Chemikdien behanddten
Zdlkulturen  missen  e@nesats  Ungenauigkeiten  be der  mikroskopischen
Zdlzahlbestimmung, anderersaits Unterschiede zwischen enzdnen Bedimmungen, die
nicht auf die gpezifiche Behandlung, sonden  auf den  unterschiedlichen
Wachsumszustand der Kulturen zurlickgehen, in Betracht gezogen werden.

Da aufgrund des Aufwandes, der bei einer gro?en Anzahl an Kulturen durch das visudle
Zdhlen auftritt, meis nur ene Einfachbestimmung, dh. ene enmdige Entnahme ener
Probe pro Tag aus der Kultur vorgenommen werden konnte, konnten Fehler nicht
ausgeschlossen werden. Oftmas sind eine représentative Probennahme (50 pl aus 40 ml)
und auch die optimde Vertelung in der Zéhlkammer nicht vollsténdig gegeben. Be der
Z&ung wurde versucht, die Fehler durch Auszéhlen von vier moglichs welt auseinander
liegenden Quadraten und durch Mitbestimmung der Gesamtzdlzahl (enschlieldich
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Trypanblau-gefarbter  Zellen) besser zu  kontrollieren. Der  Zeitpunkt der  Probennahme
entgorach nicht immer genau 24 Stunden, wodurch dch geringe Differenzen ergeben
konnten. Weiterhin it nicht bekannt, ab welchem Stadium der Schédigung sch die Zdlen
blau faben und be der Betrachtung des Antells der Trypanblau gefarbten Zdlen sdit
sich die Frage, ab wann sich die geférbten Zdlstrukturen auflGsen.

Oftmals waren die Experimente untereénander bzw. der Kontrollansdtze und der
behandelten Kulturen untereinander schwer vergleichbar. Auch in den Kontrollkulturen
vaiiete die rdaive Zdlzahl-Zunshme pro Tag. Der Wachsumszustand hing unter
anderem vom Mediumverbrauch und dem pH-Wet im Medium &. Eine zu hohe
Zdldichte behinderte die Zdlen bei der weteren Proliferation. Temperatur- und CO,-
Schwankungen konnten wéhrend der Verarbeitung nicht verhindert werden.

Da die Kontrollzdlen sch oftmds schndler vermehrten ds die exponieten Zdlen und
dadurch ofters verdinnt werden mussten, mussten diese Verdinnungsschritte bel der
Ergtellung der Wachstumskurven mitbertickschtigt werden.

Fir die in diessr Arbet durchgefUhrten Versuche war die Ergdlung der Wachstums-
kurven durch die Zélung der mit Trypanblau angefébten Zdlen ausreichend, um die
Cytotoxizitéat der eingesetzten Mutagene beurteilen zu konnen.

5.1.3 Feststellung induzierter DNA-Strangbriche mit dem
Comet-Test

Der Comet-Test ermdglicht die Ermittlung von Einzdstrangbriichen, die in der Zdle zB.
nach Expogtion entweder direkt durch die Chemikdien oder durch Mechanismen in der
Zdle (Reparatur) entstehen konnen. Der Comet-Test ist zudem en schndler, sengtiver
Ted, ba dem nur wenig biologisches Materid gebraucht wird und der auch mit nicht-
proliferierenden Zelen durchgefuihrt werden kann [116].

In dieser Arbeit wurde der Comet-Test flr in vitro-Genotoxizitésuntersuchungen mit
proliferierenden Zellen (MCL-5 und HFBE) engesstzt. Be der Expodtion der
metabolisch  kompetenten MCL-5-Zdllinie sollte durch den Come-Test die geeignete
Behandlungsdoss fir eine wetere Mutationsandyse festgestelt und die Wirksamkeait
(Genotoxizitét) der Behandlung mit den Mutagenen friihzeitig festgestel It werden.

Be MCL-5-Zdlen lasst dch die Sengdtivitdéd des Comet-Tests durch die Zugabe von
Hydroxyharngtoff und Cytosn-Arabinosd deigern [88]. Be den in diessr Arbet

durchgefiihrten Versuchen wurde die Inkubationszeit mit diesen Hemmdoffen von der in



Diskussion 107

der Literatur angegebene Zeit von ener hdben Stunde auf eine Stunde ausgedehnt,
wodurch besser reproduzierbare Ergebnisse erzidt wurden. Zudem erfolgte bel den
indirekten Mutagenen ene ,Vorinkubation®, d.h. ene Inkubation nur mit dem Mutagen
dlen, da die metabolische Aktivierung enes Procancerogens enige Zet in Angpruch
nimmt. Verschiedene Versuche zeigten, dass der Test bel Zugabe der Hemmdoffe am
Ende der Expostion am sengtivaen war.

Ba den in diesr Arbeit durchgefihrten Versuchen war, bis auf die Expodtion mit
MNNG, dets eine Erhohung des Tallmoments im Bereich der fur die Mutationsandyse
verwendeten Expostionsdoss gegeben und somit ene Abschédzung der Genotoxizitét
dieser Konzentration mdglich.

514 80OHdG-Adduktkonzentrationen

DNA-Addukte konnen durch kovadente Bindung von chemisch resktiven Substanzen an
die DNA-Nukleotide gebildet werden. Ebenso konnen exogene wie auch endogene
Oxidantien zur Schédigung der DNA fuhren. Die Schadigung der DNA efolgt dabe
durch resktive frede Radikae die warend des Metabolismus in der Zele gebildet
werden. Da die megen Krebs eregenden Substanzen einer metabolischen Aktivierung
unterliegen, bevor dch ihre onkogenen Effekte entfadten, resultiet die Menge an
ultimaem Cancerogen in der kompetenten Aktivierung des Mutagens und der
Detoxifizierungseffizienz. Aus diessm Grund spiden  interindividudle  Varidionen im
cancerogenen Metabolismus bel der Krebsentstehung eine wichtige Ralle [57]. Oxidative
DNA-Schéden konnen aul3er durch resktive Sauerstoffspezies auch endogen, z.B. durch
den intrazelluldren Botenstoff NO entstehen [117].

Da die resktiven Sauerstoffspezies kurzlebig sind, werden oxidiete Basen wie das
80OHdG a's Biomarker fur den oxidativen Stress verwendet.

Neben 8-Hydroxy-Adenin und Thymidinglycol gdlt 8-Hydroxyguanin en  Hauptprodukt
der Oxidation von reaktiven Sauerstoffspezies mit der DNA dar. Durch Misspaarung des
8-Oxoguanins (ein Tautomer des 80OHAG) mit Adenin wéahrend der Replikation kommt es
zu GC>TA Transversonen (dehe Abb. 51), ener haufigen somatischen Mutation in
menschlichen Tumorgewebe [41,118].
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Abbildung 5.1: Basenfehlpaarung von 8-OH-Deoxyguanosin mit Adenin. Die Fehlpaarung kann
zu GC>TA Transversionen fuhren.

Da 80OHdG durch verschiedene Nachwesmethoden empfindlich bestimmt werden kann,
wird 8OHAG ds Biomarker fir den oxidativen Stress eingesetzt.

Be ener Expodgtion ener menschlichen FbroblagtenZdlline mit BaP und BPDE
konnten Adduktkonzentrationen von bis zu 25 Addukten in 10" Nukleotiden durch
Podlabeling efast werden [119]. Dort konnte kein  Zusammenhang 2zwischen
Adduktkonzentrationen und Mutationen im HPRT-Gen festgestelIt werden,

In menschlichem Gewebe wird von 8-OHdG-Levén von enem Addukt in 10
Nukleotiden bis zu einem Addukt in 10° Nukleotiden berichtet [120].

Bel der in diesr Arbat angewendeten LC-MSMS-Methode zur Quantifizierung der 8-
OHdG-Konzentration in DNA von MCL-5-Zdlen nach Mutagenexpostion wurde ene
Nachweisgrenze von enem Addukt in 10" Nukleotiden erreicht. Mit dieser
Nachweisgrenze und dem geringen Hintergrund an 80HAG-Konzentrationen in den MCL-
5-Kontrollen konnten Einflisse von Mutagenen auf die 80HAG-Konzentration in der
DNA von MCL-5-Zdlen nachgewiesen werden.

5.15 Mutationsnachweis

Die Mutationsnachweise unterscheiden sch in ihrer Komplexitét. So ist die Trandokation
mit ener enfachen sami-nested PCR nachweisbar, wahrend die Punktmutationen mittels
RFLP-PCR-Methoden angereichert werden missen. Bel der Anreicherung der Mutation
im K-ras-Gen muss die Redriktionsstelle durch einen Mismatchprimer engeftihrt werden,
wodurch eine wetere PCR notwenig wird, wahrend die Redriktionsstdle im Gen p53
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bereits vorhanden ist. Die nested PCR is mit zwe einfachen PCR-Ansdizen durchfuhrbar,
wéhrend die RFLP-PCR-Methoden enige aufeinanderfolgende und damit zetaufwendige
PCR- und Redtriktions-anséize bendtigen.

Da erwartet wurde, dass die Haufigkeit der Mutationen nach den Expositionen sehr gering
sdn wirde (ca 10° — 107), wurden je 30 Ansitze mit je 2 pg DNA enes
Expostionsansatzes oder Kontrollansatzes hergestdlt, um durch die Mehrfachansitze eine
ausreichende Zahl an Genomkopien durchmustern zu konnen. Bel der Andyse wurde
jewells eine Pogtiv- und eine Negativ- Kontrolle mituntersucht.

Da aus unbehanddten Kontrollansitizen nie mutietes Amplifiket erhdten wurde, kann
man davon ausgehen, dass in den sequenzierten Amplifikaten nur induzierte (d.h. keine
spontanen) Mutationen vorliegen. Die Mutationshéufigkeit wurde mit der Poisson-Fome
ermittelt [7].

5.1.5.1 Translokation t(14;18)

Be der Trandokation t(14;18) liegt in Uber 50 % der Fale die Bruchgdle in einer 150 bp-
Region des bcl-2-Gens auf dem Chromosom 18. Die Bruchgtele auf dem Chromosom 14
liegt an Ende von enem der sechs JSegmente des IgH-Locus [7]. Da die JSegmente
shr dhnlich aufgebaut and, wird mit dem auf der DNA diesss Chromsoms
hybridiserenden Primer die Bruchgdle auf diessm Chromosom mit hoher Sicherheit
erfasst.

Je nach Position der bcl-2- Primer werden unterschiedliche Amplifikatiangen erhaten.

Ba Wildtyp-Zdlen hybridiseren die Primer auf verschiedene Chromosomen, und es
kommt zu keinem trandokationspezifischen Produkt. Mit einer semi-nested PCR kann
die Spezifitét einer ersten PCR gesteigert werden, da dort Primer verwendet werden, die
im Inneren des Amplifikats der ersten Runde liegen.

Fur Probandenstudien werden weitere Anreicherungs- und Quantifizierungsmaglichkeiten
fir die Trandokation t(14;18) beschrieben. Be klinischen Anwendungen recht die in
Einfachansizen (eine PCR) ereichbare Senstivitét von 10“ in der Rege aus Fir die
Quantifizieeung der Trandokationen nach ener semi-nested PCR ist ene Direkt-
Sequenzierung  maoglich  [8,121]. Eine wetere Quantifizierungsmdglichket gdlt  die
Amplifikation in der Echt-Zat-PCR dar. Mit der Echt-Zat-Technologie wird der
Nachweis von ener Trandokation in 50-100000 Wildtyp-Zdlen in eénem Ansiz
reproduziertbar  ereicht. Zum Nachwas de minimden Reserkrankung  (nach
Leukamiebehandlung) reicht diese Empfindlichkelt aus.
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Be de Anwendung der Untersuchung auf die Trandokation t(14;18) fir en
Biomonitoring werden aufgrund der mangdnden Sengtivitdé hohere Matrizenmengen bis
zu 10 pg/Ansaiz bendtigt [102]. Eine wetere Moglichkeit ist die in dieser Arbeit ebenfdls
durchgefiihrte Methode, die hohe Matrizenmenge auf mehrere Pardldansiize zu vertellen
[71.

Die in dieser Arbet durchgefihrte Methode ener semi-nested PCR mit anschliel}ender
Auswertung im Agaroseged war mit einer Nachweisgrenze von ener Trandokation pro
56 x 10° Genomkopien senstiv genug, um durch Mutagene induzierte Trandokationen
nachweisen zu konnen. Fir Nachweise durch in vitro-Induktion der Trandokation t(14;18)

wurden in der Literatur keine Hinwe se gefunden.

5.15.2 Punktmutationen im Codon 12 des K-ras-Gens und im Codon 248
des p53-Gens

Eine genotypische Sdektionsmethode, die die ndtige Sengtivitét zeigt, spontane oder
chemisch induzierte Mutaionen nachweisen zu konnen, ist der mit der PCR kombinierte
Redriktiondfragmentlangen Polymorphismus-Verdau  (RFLP-PCR). Dieses  Verfahren
emdglicht die Detektion von Mutationen, deren Sequenz sich von der Erkennungsstelle
ener Redriktionsendonuklease unterscheidet, wahrend die Sequenz des Wildtyps mit der
Erkennungsstelle Ubereingimmt. Ein Verdau durch das Redriktionsenzym verringert den
hohen Hintergrund an Wildtypsequenzen. Durch eine PCR mit Primern, die diee
Redriktionsstelle umgeben, it ene Amplifikation der unschneidbaren Mutantensequenz
bis zu dem Punkt moglich, an dem diee deektiet werden kann. Oftmas wird zur
Detektion eine Klonierung oder oligonukleotidspezifische Hybridiserung  durchgefihrt
[9. Be der hier durchgefihrten RFLP-PCR-Methode zur Anreicherung der
Punktmutationen bedurfte es nach den Vedar und PCR-Zyklen nur der
Agarosegel detektion, um ein Vorhandensain von Mutationen ermitteln zu kénnen.

Ba da RFLP-PCR-Methode ig es wichtig, das richtige Ma3 zwischen enersats
Amplifikationseffizienz zur Erhthung der Sengtivitée und anderersdts Veringerung der
Fehlerate wahrend der Amplifikation, was zu fadsch-pogtiven Ergebnissen fihrt, zu
finden.

Be der RFLP-PCR-Methode kann es leicht zu fasch-podtiven Ergebnissen kommen.
Zum enen durch unvollgandiges Schneiden der Redtriktionsenzyme, zum anderen durch
Fehler der vewendeten Polymerase. Das unvollsandige Schneiden durch das

Restriktionsenzyms kann durch Verdiinnen der Probe nach dem Verdau und wiederholte



Diskussion 111

Vedaus soweit verringert werden, dass keine nachweisharen fasch-postiven Ergebnisse
erhalten werden. Es werden Fehlerraten durch die Tag-Polymerase von 1/6000 — 1/8000
Basen beschrieben. Diese Fehlerrate kann durch Verringerung der Nukleotid-Menge und
der MgCh-Konzentration reduziert werden [122]. In dieser Arbeit wurden fir die RFLP-
PCR-Methode verschiedene Polymerasen (Tag-Polymerase von Ready-to- Go-PCR-Beads
und die Ampli-Tag-Gold) mitenander und unter verschiedenen Bedingungen verglichen.
Es gelte sch heraus, dass die Ready-to-Go-PCR-Beads fir eine RFLP-PCR-Methode
durch frihzeitiges Auftreten fasch-postiver Ergebnisse ungeeignet sind. Die RFLP-PCR-
Methode erwies sch unter Verwendung der Ampli-Tag-Gold mit ener sghr geringen
Konzentration an Nukleotiden a's am gegignetesten.

Die RFLP-PCR-Methode wurde bisher zur Rest-Anreicherung von Mutaionen aus
Tumoren oder pramdignen L&sionen angewendet [100] und auch zur Bestimmung der
Mutationsspezifitéd [104], woba anschlie?end ene Klonierung zur Differenzierung der
Mutationen durchgefthrt wurde.

Mit der in dieser Arbet durchgefUhrten RFLP-PCR-Methode war durch die anschlief3ende
Sequenzierung der postiven Banden, die be der Anreicherung der Mutationen in den
beiden Genen ehdten wurden, ene Charekteriserung der Mutationen madglich. Ein
Nachtell diessr Methode besteht darin, dass im Gegensatz zu ener anschlief3enden
Klonierung, wodurch ene groRe Anzahl an verschiedenen Mutanten ermittelt werden
kdnnen [104], hier durch die Sequenzierung keine unterschiedlichen Mutanten in ener
postiven Bande differenziet wurden, da dle Mutaionen gleichzetig in  enem
Elektropherogramm zu sehen snd. Der Vortel der hier angewandten Methode liegt in der
hohen Anzahl an Genomkopien, die durch die Pardldansize auf Mutationen untersucht
werden konnen.

Die hier durchgefiihrte RFLP-PCR-Anayse fur die Anreicherung der Mutation im Codon
248 des p53-Gens und die PCR-RFLP-Andyse fir die Anreicherung der Mutaion im
Codon 12 des K-ras-Gens waren sendtiv genug, um durch Cancerogene induzierte
Mutationen in diesen Genen nachweisen konnen.

Fir Biomonitoringstudien an Probanden ig die RFLP-PCR-Nachweismethode sehr
aufwendig, da ein Nachweis mehrere Tage in Anspruch nimmt. Eine RFLP-PCR-Methode
wurde fur Biomonitoring bel Bronchidgewebe von Lungenkrebspatienten mit ener fir
diesen Zweck ausreichenden Nachweisgrenze von einer Mutante in 10* normaen Allden
beschrieben [100].



Diskussion 112

5.2 Diskussion der Ergebnisse anhand der einzelnen
Stoffklassen

In der nachfolgenden Tabdle 51 wurden die Ergebnisse, die in diesr Arbet ezdt
wurden, zusammengefast. Dabe  wurden die Ergebnisse der  Genotoxizitét  und

Cytotoxizitét fur die bei der Mutationsanalyse verwendeten Dosi's angegeben.

Erh6hung
Behandlung Uberleben| des
nach 3 | mittleren
S Dosis | Tagen [%]| Tail | Mutationshaufigkeit [x 107]
[ug/mi]  [uM] moments P53 K-ras t(14;18)
unbehandelt - - 100 0 <0,6 <0,6 <0,6
MNNG 0,03 0,2 51 0 19 6,3 0,61
BPDE 0,16 0,52 28 11,8 6,3 <0,6 1,2
BaP 50 198 68 6,8 3,2 <0,6 0,61
PhiP 50 2225 73 2,8 6,3 55 0,61
NNK 500 2413 63 11 7,2 6,3 1,2
CSC 135 - 9 6,5 2,5 3,3 <0,6

Tabelle 5.1: Chemisch induzierte Cyto- und Genotoxizitat und potentiell onkogene Mutationen.

5.2.1 Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe

PAH zegen nach medbolischer Aktivieeung zu ihren  Dihydrodiolepoxiden  ene
spezifische DNA-Adduktbildung, die sch von anderen Mutagenen unterscheidet [58,123].
Die dektrophile Resktion der PAH-Dihydrodiolepoxide mit den DNA-Basen findet an
den exozyklischen Amino-Gruppen der Basen datt. BPDE, das ultimale Cancerogen von
BaP, hildet vorwiegend kovaente (+)-trans-Addukte am N? des Guanins [58]. Es wurde
gezeigt, dass dch im p53-Gen BPDE-Addukte bevorzugt an CpG-Sequenzen bilden, und
dass Mehylierungen am Cytosn diese Adduktbildung fordern [124,125]. AulRerdem
wurde gezeigt, dass BPDE bevorzugt an die Guanosingdlen in den Codons 157, 248 und
273 im p53-Gen bindet [124]. Diese Codons sind zugleich Hotspots beim mit Tabakrauch
in Zusammenhang gebrachten Lungenkrebs [22,126]. Diese Addukte fihren bevorzugt zu
G>T und G>A Basenaustauschen (sehe Abb. 5.2) [127].
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Abbildung 5.2: Basenmisspaarung durch Addukte am Guanin. PAH (Al) und heterozyklische
aromatische Amine (A2) greifen an N2 oder C8 von Guanin an.

5.2.1.1 Cytotoxische und genotoxische Effekte

Das direkte Mutagen BPDE zegt ene deutlich hohere Toxizitd ds sne
Ausgangssubstanz BaP. Obwohl bei BaP die 400fache Konzentration fUr die Expostion
engesatzt wurde, zeigte sSch, dass die Zdlen diese hohe Konzentration genauso
Uberlebten wie die niedrige Konzentration an BPDE (sehe Abb. 4.13 und 4.21). Dies |&sst
vermuten, dass nur en Tel des Mutagens BaP metabolisch aktiviert wurde oder die
metabolische Aktivierung zum Zeitpunkt der Untersuchung noch nicht abgeschlossen war,
was durch die Induktion von CYP1A1l bedingt sein konnte. Be Untersuchung der
genotoxischen Effekte im Comet-Test wurden die gleichen Beobachtungen gemacht
(sehe Abb. 4.17 und 422). Bel der Untersuchung der Effekte von BaP und BPDE durch
den lacZ-Reversonsest wurde nur ein 30facher Unterschied zwischen den Doss-
Wirkungs-Effekten  der beiden Substanzen gefunden [128]. Ein  Verglech der
Expodtionen von ener menschlichen Fbroblasten-Zdlline mit BaP und BPDE zagte
enen 100fachen Unterschied 2zwischen den Doss-Wirkungs-Effekten der  beiden
Substanzen im Comet-Test [119]. Zur metabolischen Aktivierung von BaP wurde in dem
Fibroblasten-System ein SO-Extrakt zugesetzt, wodurch eine Erhthung des Talmoments
be ener Dods von 50 puM BaP zu erkennen war. Hohere Dosen verursachten keine
weitere Erhdhung. Bel dieser Konzentration war auch be den MCL-5-Zdlen ein Andieg
des Talmoments zu erkennen, der sich jedoch bel hdheren Dosen \erstérkte. Auch die fir
BPDE vewendete Doss von 01 puM zeigte be den MCL-5-Zdlen wie be den
Fibroblasten enen deutlichen Andieg des Talmoments. Die von Martin berichtete
Dogsabhéngigkeit der Strangbruchinduktion entspricht in demsdben Testsystem (MCL-
5-Zdlen) weitgehend der hier beobachteten, trotz kleiner Anderungen im Protokoll und
anderer Auswertung [88].
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80OHdG-Konzentration in genomischer DNA nach einer Stunde und 24 Stunden Exposition
mit BPDE und BaP

Be der Behandlung der MCL-5-Zdlen mit den primé& nicht oxidativen Mutagenen BaP
und BPDE war en ggnifikanter Angtieg der 80OHdG-Addukte erkennbar (sehe Abb.
436). Bea Behandlung mit dem direkt wirksamen Mutagen BPDE hate die
Behandlungsdauer keinen Einfluss auf die beobachteten oxidativen DNA-Schéden. Be
der Adduktkonzentration von BPDE schien dch schon nach eéner Stunde en
Gleichgewicht zwischen Adduktbildung und Reparaturkapazitdt eingestdlt zu haben, das
ach nach 24 Sunden auf dem glechen Addukt-Leve bestehen blieb. Die
Adduktkonzentration nach Behandlung mit BPDE war nicht vergleichbar mit der Menge
an migrierter DNA, die im Comet-Test beobachtet wurde (siehe Abb. 4.17 und 4.22).
Dieser Befund lasst sich durch die Tatsache erkldren, dass im Comet-Test hauptsachlich
DNA-Fragmente, die durch die Excisons-Reparatur entstehen, sichtbar gemacht werden,
wahrend bel der Besimmung der 8OHAG-Konzentration ein Gleichgewicht zwischen
Adduktbildung und Reparaturkapazitét erfasst wird. Dieses Ergebnis wurde auch be der
Behandlung von Fibroblasten mit BPDE erhalten [119].

Bel der Expostion mit BaP war eine deutliche Zunahme der 80OHAG-Konzentration nach

24 Stunden zu erkennen, die auf den Metabolismus des Mutagens in den Zelen hinwed,
aber auch schon nach einer Stunde wurde der Adduktspiegel durch das Mutagen erhoht.
Die metabolische Aktivierung von BaP geschient hauptsichlich durch CYP1A1, was in
den Zdlen zunéchgt induziert werden muss und die geringe Zunahme des 80HAG-Leves
nach ener Stunde eklat. Im Verglech zu BPDE gdlt d9ch das Gleichgewicht zwischen
Adduktbildung und Reparaturkepazitét nach 24 Stunden nach BaP-Behandlung auf einem
hoheren Adduktlevd ein. Ein Vergleich der Ergebnisse, die nach BaP-Behandung im
Comet-Test erhaten wurden, mit der Adduktkonzentration nach 24 Stunden zeigt im
Gegensatz zu der Behandiung mit BPDE enen dhnlichen Andieg des Talmoments sowie
der Adduktrate.

5.2.1.2 Induzierte Mutationshaufigkeiten und Basenaustausch-Typen

In dieser Arbeit wurden die Mutationshaufigkeiten in den Genen p53 und K-ras sowie die
Héaufigkeit des Auftretens der Trandokation t(14;18) nach Expostion mit BaP und BPDE
untersucht. Dabe  wurden durch BaP und BPDE induziete Trandokationen und
Mutationen im Gen p53 gefunden (Sehe Tab.5.1). Be der Trandokation t(14;18) zeigte
gch be der Expodtion mit dem direkten Mutagen BPDE ene doppdt so hohe
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Mutationshaufigkeit wie be Expodtion mit dem indirekten Mutagen BaP. Dies kann wie
be den cytotoxischen und genotoxischen Effekten auf die nicht vollgandige und rdativ
langsam erfolgende Metaboliserung zurtickgefiihrt werden, die durch die Induzierung von
CYP1A1 erfolgt.

Die Haufigkeit der im Codon 248 des p53-Gens gefundenen Mutationen wies wie die
cytotoxischen und genotoxischen Effekte, den Unterschied zwischen dem direkten und
dem indirekten Mutagen auf. Es wurden ebenfdls fast doppdt so vide Mutationen nach
BPDE-Expodtion wie nach BaP-Expostion gefunden. Die Mutationshaufigkeit it in der
GroRenordnung von 107" mit der in der Literatur angegebenen vergleichbar [104].

In diesr Arbeit wurden nach Expostion mit BPDE hauptsiachlich G>T Transversonen
und wenige G>A Trangtionen im Codon 248 des p53-Gens gefunden, wédhrend die
Expostion mit BaP zur Hafte zu G>T Transversonen und zur anderen Hdfte zu G>A
Trangtionen fihrte. Dies gimmt mit den in der Literatur angegebenen Mutationstypen
Uberein [50,127,129]. Be Tieversuchen mit Mausen zB. konnten in durch BaP
induzieten Hauttumoren im p53-Gen 71 % G>T Transversonen nachgewiesen werden
[130]. Bei der Untersuchung von Mutationen im HPRT-Gen der MCL-5-Zdlen konnten
nach Behandlung mit 0,1 pg/ml BaP in neun von 21 Basenpaarsubditutionen G>T
Transversionen gefunden werden [131].

In dieser Arbeit wurden keine Mutationen im K-ras-Gen nach BaP- und BPDE-Expostion
gefunden. In der Literatur gibt es wenig Angaben Uber K-ras-Mutationen nach BaP-und
BPDE-Expostion. In einer Studie mit CD-1-Mé&usen wurden in den Adenomen der Lunge
wenige Mutationen im Codon 12 des K-ras-Gen nach BaP-Expodtion gefunden. Im
ahnlich aufgebauten H-ras-Gen (K-ras-Gen Codon 12: GGT Gly; H-ras-Gen Codon 12
GGA Gly) konmnten bal Mausen in Hautpapillomen nach BaP-Expogtion nur Mutationen
im Codon 13 nachgewiesen werden, nicht im Codon 12 [61].

Zusammenfassend zeigten die Untersuchungen der Cytotoxizitét, Genotoxizitdét und der
Mutationsnduktion nach BaP-Expostion konsstente Ergebnisse, d.h. die beobachteten
Effekte lassen Sch mit der Einwirkung des ultimalen Cancerogens BPDE erkléren.
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5.2.2 Heterozyklische aromatische Amine

Aus den indabilen durch metabolische Aktivierung gebildeten  hochresktiven N-
Acetoxyarylaminen konnen eektrophile Nitreniumionen entstehen, die mit der DNA unter
Bildung von C8-Deoxyguanosn-Addukten reagieren konnen (sehe Abb. 5.2) [66]. Diese

Addukte kénnen zu GC>TA Transversonen fuhren.

5.2.2.1 Cytotoxische und genotoxische Effekte

Bel dem heterozyklischen aromatischen Amin PhiP ergab sich die optimae Konzentration
fur die Expodstion der MCL-5-Zdlen durch die Loédichket der Substanz im
Expogtionsmedium. Be ener hoheren Konzentration as 2225 uM PhIP fid dieses im
Medium aus, was dch im Rickgang der Schadigung im Comet-Test bemerkbar machte
(sehe Abb. 4.25). Be der in diessr Arbeit verwendeten Konzentration von 2225 UM
PhIP konnte ein ggnifikanter Andieg der Schéden im Comet-Test gesehen werden. Die
von Matin und Mitarbeitern berichtete Dossabhéngigkeit der  Strangbruchinduktion
entspricht im sdben Testsystem waeitgehend der in diessr Arbet beobachteten, trotz
kleiner Anderungen im Protokoll und anderer Auswertung [88]. Bei der Exposition von
menschlichen lymphoblastoiden TK6-Zdlen wurde be ener vierstiindigen Expodgtion mit
05 pg/ml PhIP und einem externen Metabolisierungssystem (S9) eine Uberlebensrate von
70 % erhdten [132]. In dieser Arbeit wurde bel der 10fachen Expostionsdoss von
50 pg/ml PhiP eine Uberlebensrate von 73 % nach drei Tagen erhdten (Sehe Tab. 5.1).
Dies kann durch die nicht vollgandige oder langsame Metaboliserung in den MCL-5-
Zdlen sowie der Reparaturkapazitét erklart werden.

5.2.2.2 Induzierte Mutationshaufigkeiten und Basenaustausch-Typen

In dieser Arbat wurden die Mutationshaufigkeiten in den Genen p53 und K-ras sowie die
Haufigkeit des Auftretens der Trandokation t(14;18) nach Expostion mit 222,6 uM PhiP
untersucht. Es konnten durch PhiP-induzierte Trandokationen und Mutationen im Gen
p53 und K-ras (sehe Tab. 4.7) mit einer Mutationshéufigkeit von 12 — 7,2 x 107
beobachtet werden. In verschiedenen menschlichen  Zdllinien, denen zur externen
metabolischen Aktivierung S9-Extrakt zugesetzt wurde, konnte nach Behandlung mit 5 —
10 pM PhIP dne Mutationshafigket im HPRT-Gen von 2,3 — 16 x 107 festgestdlt
werden [133]. Die hohe Mutationshéufigkeit im HPRT-Gen im Gegensaiz zu der in dieser
Arbelt beobachteten Mutationshéufigkeit bel der 20fach geringeren Konzentration an PhIP
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kann an der nicht vollgéndigen oder langsamen metabolischen Aktivierung von PhIP in
den MCL-5-Zdlen liegen.

In dieser Arbeit wurden bel den Mutationen im Codon 248 des p53-Gens vorwiegend
GC>AT Trangtionen gefunden (dehe Tab. 4.8). Im HPRT-Gen der menschlichen
lymphoblastoiden Zdllinie TK6 wurden nach Expodtion mit 05 pg/ml PhiP 56,1 %
GC>TA Transversgonen und 29 % GC>AT Trandtionen beobachtet [132]. Im HPRT-Gen
eéner Hamgezdllinie mit CYPLA2-Aktivité, XEMh1A2, konnten be PhlIP-induzierten
Mutationen neben ca 50 % GC>TA Transversonen auch 10 % GC>AT Trangdtionen
ermittelt werden [134]. PhIP-induzierte Mutationen zeigen Sch vor dlem an den Stelen
in  DNA-Sequenzen, die en fur Adduktbildung bevorzugtes Guanin beinhdten, welches
am 5-Ende von eénem Guanin und/oder am 3'-Ende von enem Adenin begrenzt wird
[135]. Bel dem in dieser Arbeit untersuchten Codon 248 des p53-Gens trifft dieses auf das
zweite Guanin in diesem Codon zu (Sehe Abb. 211). Dieses Guanin an der zweten
Pogtion des Codons i auch in fast jeder in diessr Arbeit untersuchten Mutation mutiert
(dehe Tab. 4.8), dlerdings ds Doppemutation der beiden Guanins in diessm Codon. Eine
mogliche Ursache fir die hier gefundenen G>A Trangtionen ist eine fehlerhafte Reparatur
zB. durch oxidative Schéden, die bem Metabolismus von PhIP entstehen und unter
anderem zu GC>AT Transversionen fulhren kénnen [136].

Nach PhIP-Expodtion wurden in vier von 13 Tumoren in welblichen F344 Ratten im
Codon 12 des H-ras-Gens Mutationen gefunden. Bel drel dieser Mutationen handelte es
sch um GGA>GAA Trangtionen [137]. Im Fdle des dhnlich aufgebauten Codon 12 des
K-ras-Gens wurden in dieser Arbeit ebenfdls nur G>A Trandtionen beobachtet. Dabel
waren jedoch immer beide Gs, adso die ersten beiden Positionen im Codons 12 des K-ras-
Gens von dieser Mutation betroffen (Sehe 4.3.2.3).

5.2.3 N-Nitrosoverbindungen

Ein  wesentlicher Reektionsmechanismus be  der Mutagenese  durch  N-Nitroso-
vabindungen ig die Alkylierung von Nukleobasen, v.a von Guanin. Unter diesen
Addukten ist besonders das O°-Methylguanin cytotoxisch und mutagen [138]. Durch die
Methylierung wird die Enol-Form des subdituierten Purins bevorzugt, die im Gegensatz
zur Ketoform mit Thymin paat. Dies fuhrt in der néchsen Replikationsrunde zur
Thymidin-Adenin-Paarung, S0 dass das urspringliche Guanin durch Adenin ersetzt wird
und es zu einer GC>AT Trangtion kommt (Sehe Abb. 5.3).
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Abbildung 5.3: Basenpaarung von OG-Methnguanin mit Thymin.

NNK gilt ds das cancerogenste tabakspezifische Nitrosamin [139,140]. Es kommt in
Mengen von 120-990 ng in Zigaretten vor, abhéngig von der eingesetzten Tabaksorte
[141]. NNK kann nach metabolischer  Aktivierung durch Mehylierung  und
Pyridyloxobutylierung DNA-Addukte bilden. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass
im K-ras-Gen in Lungentumoren von A/JMausen die Mehylieeung der DNA
hauptsschlich zu G>A  Trangtionen und die Pyridyloxobutylierung sowohl zu G>A
Trandtionen ds auch zu G>T Transversonen fuhrt [142]. Welterhin scheint die Bildung
von GC>AT Transtionen durch Inhibition der Reparatur von O°-Methyl-guanosin-
Addukten durch pyridyloxobutylierte DNA gefordert zu werden [74].

5.2.3.1 Cytotoxische und genotoxische Effekte

MNNG wird im Comet-Test oft in Konzentrationen von 70 uM ds Postivkontrolle
verwendet [143], da es schon in geringen Konzentrationen zu einem Andgieg der
Strangbruchhéufigkeit fuhrt. Durch Modifikationen (Erhdhung der Elektrophoresezeit und
Zugabe von HU/araC) konnen genotoxische Effekte noch be  deutlich geringeren
Behandlungsdosen im Comet-Test nachgewiesen werden. So fand Martin und Mitarbeiter
noch einen Andieg der Taillength ba Behandlungsdosen von 600 nM [88], und auch in
dieser Arbeit konnte en leichter Angieg des Talmoments bei einer Konzentration von
700 nM MNNG festgestdlt werden (Sehe Abb. 4.11). Unmittelbar nach Behandlung mit
600 nM MNNG wird kein Angieg der Trypanblau geférbten Zelen gefunden [88]. Der
Antel Trypanblau gefarbter Zdlen nahm jedoch mindestens eine Woche lang zu (Sehe
Abb. 4.12). Dies geht im Einklang mit einer vorwiegend genotoxischen Wirkung des
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Mutagens. Ers nach Replikation entstehen aus den Addukten Mutationen, die unter
Umgatdnden lebenswichtige Gene betreffen konnen.

Die Frma Gentest gibt fur die Zdllinie h2D6v2 eine Behandlungskonzentration von 30
pug/m NNK sowie eine Uberlebensrate von 15 % und eine HPRT-Mutationshaufigkeit
von 25 x 10° [144]. Bei der Behandlung von MCL-5-Zellen wurden in unserem Labor 1
pg/ml NNK eingesetzt, was zu einer Abnahme der Plattierungseffizienz von 33 % auf 9 %
und zu einer 8,8fachen Erhdhung der HPRT-Mutationsfrequenz fuhrte [131].

Im erwdhnten Dosisbereich (1-30 pg/ml) war keine Strangbruchinduktion im Comet-Test
2u beobachten. Dies war auch be Zugabe von HU/araC und Vorinkubation mit dem Pro-
Mutagen erst be einer Doss von 241 uM maglich (Sehe Abb. 4.29). Eine eindeutige
Strangbruchinduktion ergab sch be 24 mM, ener NNK-Konzentration, be der ohne
phdnotypische  Mutantensdektion  en  auseichendes  Zdlwachsum  fur  die
Mutageneseversuche  festgestdlt wurde. Im Verglech zur BaP-Behandlung i be
ahnlicher Cytotoxizitét die Strangbruchinduktion durch NNK deutlich schwécher.

Allerdings kann be NNK ene 10fach hohere Dogs fur die Expostion eingesetzt werden
asbe den PAH.

5.2.3.2 Induzierte Mutationshaufigkeiten und Basenaustausch-Typen
Verglichen mit der Strangbruchinduktion im Come-Test ig die Mutationshaufigket
sowohl bei MNNG ds auch be NNK hoch. O°-Methylguanosin-Addukte, die durch
MNNG und metabolisch aktiviertes NNK entstehen konnen, fihren nicht zu Strang-
briichen, da se auch ohne Endonuklease durch AGT repariert werden konnen [145].

Nach MNNG-Expostion zeigten sch mehr Mutationen im Codon 12 des K-ras-Gens
(MF=6,3x10") ds im Codon 248 des p53-Gens (MF= 1,9x10) (sSehe Tab. 4.1). Dabei
wurden im Codon 248 des p53-Gens ausschlieldich GC>AT Trandtionen gefunden (Sehe
Tab. 4.2). Im Codon 12 des K-ras-Gens wurden nur G>A Trangtionen induziert, obwohl
in der Redriktionssdle ebenfdls Cs enthdten snd, dso C>T Trangtionen héiten
gefunden werden konnen (sehe 4.21.3). Be Untersuchungen des HPRT-Gens in
Saugerzdlen, die mit MNNG behanddt wurden, wurden in 60 % der gesamten
Mutationen GC>AT Transitionen gefunden [146,147], was mit dem Befund in dieser
Arbat Uberengimmt. Im lacZ-Reversongest in adatE.coli wurden nach MNNG
Behandlung ebenfalls G>A- Trangtionen gefunden [128].

In NNK-induzieten K-ras- und p53-Punktmuationen in Lungentumoren von Hamgern
wurden ausschliefdich G>A  Trandgtionen gefunden [148]. Im  HPRT-Gen von
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Hamgerzdlen betrug die Mutationshaufigkeit nach NNK-Exposition 77 %. Dabel wurden
in 84 % de gefundenen Trandtionen 81 % GC>AT Trandtionen beobachtet [149]. Im
HPRT-Gen der menschlichen lymphoblastoiden Zdllinie MCL-5 wurden nach Expostion
mit NNK in vier von seben Basensubdtitutionen GC>AT Trangtionen beobachtet [131].
Nach NNK-Expostion wurden in diesr Arbet ebenfals ausschlieflich GC>AT
gefunden. Im p53-Gen wurden mehr C>T Trandtionen und diese nicht nur im C des
Codons 248, sondern auch im C des vorigen Codons, das in der Erkennungsstelle fir das
Redtriktionsenzym vorhanden ist (Sehe Tab. 4.10). Da Mehylierungen der DNA G>A
Trangtionen, Pyridyloxobutylieeungen G>A Trandtionen und G>T  Transversonen
induzieren [142], scheint bel der Expogtion von MCL-5-Zellen mit NNK im Codon 248
des p53-Gens und im Codon 12 des K-ras-Gens die Methylieung der DNA
vorzuherrschen, da keine G>T Transversonen gefunden werden konnten. Eine andere
Erklarung wéare ene derat stacke Hemmung der O°-Alkylguanin- DNA-Alkyltransferase
(AGT) durch die Pyridyloxo-butylierung der DNA, dass die Reparatur der Methyl-
Addukte gestort war und es so vorwiegend zu G>A Trangtionen kam. Im Codon 2 des
K-ras-Gens wurden immer beide Gs des Codons 12 gleichzeitig mutiert gefunden (dehe
4.3.3.3). Dies widersoricht Studien, in denen im K-ras-Gen in Lungentumoren von A/J
Mausen nur G>A Trandtionen in der zweiten Base des Codon 12 gefunden wurden
[150,151].

Beziglich der Trandokation t(14;18) zeigte die Expostion mit dem direkten Mutagen
MNNG ene hadb so gro3e Mutationshaufigkeit wie das indirekte Mutagen NNK. NNK
bildet nach metabolischer Aktivierung nicht nur Methyl-Addukte wie MNNG, sondern
auch  Pyridyloxobutyl-Addukte. Man kann vermuten, dass die  Pyridyloxobutyl-
Adduktbildung die Ursache hiefir dargelt. Des weteren konnte auch die deutlich
l&ngere Einwirkzeit von NNK bzw. saner aktivieten Metaboliten hierfir verantwortlich

sin.
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524 Tabakrauch

Zigarettenrauch  enthélt ene Vidzahl Cancerogene, unter anderem PAH, aromatische
Amine, heterozyklische aromatische Amine und tabakspezifische Nitrosamine [152,153].
Neben toxischen Komponenten wie Formadehyd, Acetddehyd und Acrolein werden
durch Redoxreaktionen des HydrochinonSysems kurzlebige Radikde und reektive
Zwischenprodukte gebildet, wobei auch NO, ene wichtige Rolle ba toxischen und
cancerogenen Effekten spiden kann. Komponenten im Tabakrauch, die die DNA direkt
schadigen,  beinhdten  resktive  Zwischenprodukte des  Sauerdoffs,  Peroxynitrite,
ethylierende Agentien und andere noch nicht identifizierte Spezies [154,155]. Daba ist
der Zusammenhang zwischen der  Einwirkung von  Einzdsubdanzen — oder
Komponentenklassen im Tabakrauch und den durch Tabakrauch verursachten DNA-
Schéden noch ungeklat. Durch Zigarettenrauch induzierte Mutetionen werden  unter
anderem den PAH und HAA zugesprochen [156]. Beim Lungenkrebs, fir den in viden
Félen das Rauchen verantwortlich i, snd im p53-Gen enige ,Hotspots® vorzugsweise
von Mutationen betroffen. Dazu z&hlen vor dlem Codon 157 und 273, daneben aber auch
das be Krebs mit am haufigden betroffene Codon 248. Allerdings werden bel
Lungenkrebs im Codon 248 auschliedich G>T  Transversonen  gefunden. Diese
Mutationen werden auch nach Exposition mit PAH gefunden [157].

5.24.1 Cytotoxische und genotoxische Effekte

CSC erwies sch be der Behandlung von MCL-5-Zdlen ds sehr cytotoxisch, wodurch die
Proliferation der Zdlen nach der Expodtion stark verlangsamt war (Sehe Abb. 4.21). Bei
der hier vewendeten Konzentration war nur ein geringe Uberlebensrate zu erkennen.
Neben dieser hohen Cytotoxizitét konnte bel der angewendeten Konzentration auch ene
hohe Genotoxizitée im Comet-Text fedgestelt werden (Sehe Abb. 4.34). Die hohe
Cytotoxizitdt und Genotoxizitdt lassen sch vor dlem durch die Entstehung von freen
Radikden erkléren, die zu enem hohen Level an oxidativen Stress gemessen an der
80OHdG-Konzentration fuhren (sehe Abb. 4.35).

Comet- Tedt nach Expaosition von Bronchia- Epithelzellen mit verdinntem Nebenstromrauch

Die Trypsnieeung unbehanddter adhd&renter Bronchid-Epithd-Zdlen, dargestelt ds
Kontralle in Abb. 4.33, verursachte keine Erhthung der Schéden im Comet-Test. Ebenso
wenig ha die Expodtion mit synthetischer Luft enen Einfluss auf die Strangbruchrate
(sehe Abb. 4.33). Das ds toxisch getende und zu DNA-Schaden fuhrende NO, [53] zeigt
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ene im Veglech zum verdinnten Nebengromrauch (ADS) nur geringe Erhéhung der
Schéaden im Comet-Test. Auch eine Verdinnung des ADS auf etwa 1:10 &ul3ert sch noch
mit einer starken Erhdhung des Tallmoments. Eine Expostion mit ADS Uber eine Stunde
fuhrt demnach zu massven genotoxischen Schéaden.

Diese Ergebnise lassen sch mit dem Zigarettenrauchkondensat vergleichen, bel dem
ebenfdls ene dake genotoxische Wirkung im Comet-Test ermittelt wurde (Sehe
Abb.4.34).

80OHdG-Addukte nach Exposition mit CSC

Die Expodtion mit CSC fihrt sowohl nach ener Stunde wie auch nach 24 Stunden zu
ener sark erhdhten 80OHAG-Adduktkonzentration (Sehe Abb. 4.36). Schon eine Stunde
nach Expogtion is ene erhthte Addukirate erkennbar, die wahrscheinlich vorzugsveise

durch direkte Mutagene ausgddst wird. Der wetere Angtieg der Adduktkonzentration
nach 24 Stunden weist auf weiteren oxidativen Stress hin, der durch metabolische
Aktivierung von Tabakrauchinhaltsstoffen ausge 6t worden sain kann.

5.2.4.2 Induzierte Mutationshaufigkeiten und Basenaustausch-Typen

In dieser Arbat wurden die Mutationshaufigkeiten in den Genen p53 und K-ras sowie die
Haufigkeit des Auftretens der Trandokation t(14;18) nach Expostion mit CSC untersucht.
Dabel wurden durch CSC induzierte Mutationen in den Genen p53 und K-ras gefunden,
jedoch keine Trandokation t(14;18) (sehe Tab. 4.11).

Ba CSC i trotz hoher Cytotoxizitét (Sehe Abb. 4.21), hoher Genotoxizitét (Sehe Abb.
4.34) und hoher 80OHAG-Adduktkonzentration(sehe Abb. 4.36) nur eine vergleichsweise
geinge Mutationshaufigkeit im K-ras-Gen und im p53-Gen zu beobachten (sehe Tab.
4.11). Aus der niedrigen Uberlebensrate nach Exposition mit CSC lasst sich entnehmen,
dass die Zdlen durch CSC sehr stark geschadigt werden und es so eher zur Apoptose as
zu Mutationen kommt.

Obwohl in der Literatur Uber ein erhdhtes Auftreten von t(14;18)- Trandokationen be
darken Rauchern berichtet wurde [37], konnten in dieser Arbeit keine durch CSC
induzierten Trandokationen beobachtet werden. Dies kann zum enen dadurch bedingt
sin, dass nicht dle Tabakinhdtsstoffe, die durch das Inhdieren aufgenommen werden,
im CSC enthdten snd (es fehlen dle flichtigen Verbindungen), zum anderen durch die
enmdige Expogtion der Zdlen im Gegensatz zur chronischen Langzetexpodtion bam
menschlichen Rauchen.
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Es wurden einige Mutationen im Codon 248 des p53-Gens gefunden (siehe Tab. 4.12).
Unter diesen befanden sch hauptsichlich GC>AT Trandtionen. G>A  Trandtionen snd
v.a fir endogene Mutaionen typisch. Dies wirde dem oben ewdhnten Befund
widersprechen, wonach in Lungenkrebszdlen vorwiegend G>T Transversonen gefunden
wurden.

Auch im K-ras-Gen konnten einige Mutationen im Codon 12 festgestdlt werden. Dabel
handelte es Sch ausschliellich um G>A Trangtionen (Sehe 4.4.2.3).

5.3 Durch Chemikalien induzierte DNA-Lasionen

Das Zid diesr Arbeit war es, die Auswirkungen ener Chemikdienbehandiung von
Zdlen hindchtlich  cytotoxischer  und genotoxischer  Effekte, verdnderter DNA-
Adduktkonzentrationen (in dieser Arbeit anhand der 80OHAG-Bestimmung nach CSC-,
BPDE- und BaP-Behandlung) sowie induzierter Mutationen zu untersuchen.

Fur ene optimae Expostion mit den verschiedenen Mutagenen war die Dossfindung von
entscheidender Bedeutung. So solite sch bel der optimaen Konzentration des jewelligen
Cancerogens eine moglichs geringe Cytotoxizitdt und moglichs hohe Genotoxizitét
zeigen. Die optimde Konzentration sollte zu einem maximden Effekt im Comet-Test be
ene noch tolerierbaren Wachdumshemmung fihren. Oftmas delte die Lodichket des
Mutagens (dies gilt fir BaP und PhiP) den limitierenden Faktor dar. Ausgegangen wurde
jeweils von den in der Literatur fir Expositionsversuche verwendeten Konzentrationen.

Be den cytotoxischen Effekten zeigte sSch en deutlicher Unterschied zwischen den
direkten und den indirekten Mutagenen. So zeigte Sch bel den direkten Mutagenen ene
Uberlebensrate von unter 50 % bei einer Konzentration von ca. 0,5 uM, wahrend bei den
indirekten Mutagenen be ener 100 bis 1000fachen Konzentration immer noch en
Uberleben von Uber 60 % erkennbar war. Dies |&sst darauf schliel¥en, dass die indirekten
Mutagene nur sehr langsam zu cytotoxischen Metaboliten umgesetzt werden.

Be den genotoxischen Effekten konnte bel der fir die Mutationsandyse engesetzten
Konzentration an MNNG keine Schadigung im Comet-Test ermittelt werden. Be BPDE
war im Vergeich zum BaP eine doppdt so sarke Schéadigung im Comet-Test bei 200fach
niedrigerer Konzentration zu beobachten. Dies unterstiitzt die Annahme, dass BaP zu
langsam und nicht vollsténdig umgesetzt wurde und/oder dass die Schéden wéhrend der
Expodtion zum Tel repariet wurden. Be enem Vergleich der indirekten Mutagene
untereinander falt auf, dass BaP zu den meisten Schéden im Comet-Test fuhrte. NNK
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wirkte trotz 10facher Konzentration im Vergleich zu BaP nur schwach genotoxisch. Dies
ig durch die Entstehung anderer Addukte und anderer Reparaturmechanismen zu erklaren.
CSC ewies dch ds stark genotoxisch, was, wie die 80OHdG- Adduktkonzentationsbefunde
zeigen, auch auf die Entstehung freler Radikale zuriickgefthrt werden kann.

5.3.1 Haufigkeit der Translokation t(14;18)

In den B-Zdlen dgdlt die Trandokation 1(14;18) enen fdschen V(D)JF
Rekombinaiongorozess zwischen den Immunglobulin-Schwerkettengenen und dem  bcl-2-
Locus dar. Die Trandokation t(14;18) it die haufigge Trandokation in Lymphomen. Im
fdlikul&en B-Zdl-Lymphom, einer Art des Non-Hodgkin-Lymphoms, i se zu 80 %
vertreten. Das BCL-2 spidt ene wichtige Rolle bel der Apoptose und der Kontrolle des
Zdlzyklus.

Die Haufigkeit der Trandokation in Blut von Neugeborenen und Erwachsenen betrug bel
Neugeborenen weniger ds 0,05 x 107, bei Erwachsenen durchschnittlich 133 x 107 [158].
Liu und Mitabater gdelten ene dgnifikante Erhéhung der Trandokationshéaufigket mit
dem Alter fest [36]. Aulrdem wurde ene erhthte Konzentration an t(14;18)-
Trandokationen be Rauchern festgestdlt [37] sowie en 38fach erhthtes Risko bel
Rauchern an Non-Hodgkin-Lymphomen zu erkranken. Die Trandokation t(14;18) wird
daher ds moglicher Biomarker fir genotoxische Effekte und vidleicht zur Abschéizung
des Risko fur die Lymphomenstehung gesehen [2].

Bel gesunden Probanden wird die Trandokation t(14;18) mit einer Haufigkeit von <0,8-96
x 10" gefunden [7].

Fur die Anreicherung der Trandokation t(14,18) wurde in dieser Arbeit eine semi-nested
PCR-Methode entwickdt, deren Senstivitd im Bereich der be Menschen natirlich
auftretenden (spontanen) Anzahl an Trandokationen liegt [7].

Die Nachweisgrenze, die in diessr Arbet erreicht werden konnte, lag mit einem Auftreten
der Trandokationshdufigkdt von 06 x 107 in dnem Berdch, in dem durch die
Anwendung von 30 Padldansiizen mit je 2 pug DNA in unbehanddten und CSC-
behandelten Kulturen keine Trandokationen und be dlen anderen Behandlungen ene
leichte Erhdhung der Trand okationshéaufigkeit festgestellt wurde.
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5.3.2 Basenaustausch-Mutationen am p53 Codon 248

Mutationen im Gen p53 werden in Uber der H&fte dler menschlichen Tumore gefunden.
Dabei snd die Mutationen nicht zufdlig verteilt, sonden es handdt sch dabel um
Missense-Mutationen in der DNA-Bindungsdoméne des Gens (Exon 5-8), wobe sich der
Grol¥eil der Mutationen wiederum auf wenige ,Hotspot*-Codons beschrankt. Die
Vertelung der Mutationen wird dabel von der Proteingruktur und —funktion bestimmt.
Von Mutationen im Codon 248 (CGG) wird in 114 von 1178 Tumoren mit p53-
Mutetionen berichtet. Sie kommen vor dlem beim Darmkrebs vor, wo en Viertd dler
Mutationen in diessm Codon liegen [26,50,104]. Die Mutationen im Codon 248 bei
menschlichen  Krebsarten bestehen  ausschlielich aus Mutationen an den  CpG
Dinuklectiden, wobe GC>AT und CG>TA Trandtionen mit gleicher Haufigket
beobachtet werden [104]. Die Desaminierung von 5-Methyl-Cytosin (oder Cytosin) zu .
Thymidin (oder Uracil) an CpG-Dinukleotiden (Cytosn gefolgt von Guanin in der
Sequenz) [159,160] sowie die diphatische Alkylierung des Guanins an der O°-Postion
werden ds die Ursachen fir die Trandtionen angesehen [161]. Eine wetere Ursache fir
Basenaustausche kann eine fehlerhafte Reparatur sain. So sind zB. 91 % der GC>TA
Transversonen ba Lungenkrebs am nicht-transkribierten DNA-Strang zu finden, an dem
die Reparatur sehr viel langsamer a's am transkribierten Strang vollzogen wird [50].

In T-Lymphozyten von gesunden Personen werden am haufigten G>A Trangdtionen ds
spontane Mutationen gefunden [104]. Durchschnittlich werden pro Basenpaar in der
menschlichen Zdle zwischen 108 und 10° spontane Mutationen gefunden. Diese Zahl
wachst nach Mutagenexpodtion um das 10-1000fache an [22]. In Fibroblasten wurde
nach Mutagenbehandlung ene Mutationshaufigkeit von 4-12 x 107 gefunden [104,162].
Aus diesem Grund missen  Nachweismethoden fir diese  Mutdionen  ene
Erfassungsgrenze von 10° bis 10'° K opien zulassen.

Die Nachweisgrenze, die in diessr Arbat fir die Betimmung der Mutationen am Codon
248 des p53-Gens ereicht werden konnte, lag mit e@ner Mutantenkopie in 56 x 10°
Genomkopien in einem Bereich, in dem durch die Anwendung von 30 Pardldansitzen
mit je 2 pg DNA in unbehanddten Zdlen kene Mutaionen festgestelt wurden. Die
indwierten  Mutations-héaufigkeiten  lagen bem dreé  bis 12fachen  Wet der
Besimmungsgrenze.
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5.3.3 Basenaustausch-Mutationen am K-ras Codon 12

Mutetionen in rasGenen dnd ene de haufigden gendtischen Alterationen in
menschlichen Krebsarten. Dabei snd die meisten ras-Mutationen im Codon 12 des K-ras-
Gens aufzufinden. Zwischen 65100 % der Cacinome in der Bauchspechddrise
beinhdten K-ras-Mutationen, wobe die Mutationen hauptséchlich im Codon 12 gefunden
werden. Ba Darmcarcinomen sind es bis zu 50 %. In den Adenocarcinomen der Lunge
snd 90 % K-ras-Mutationen, davon 80 % im Codon 12 [163,164]. In ener Studie Uber
Adenocarcinome in der Lunge von Rauchern und Nichtrauchern wurden mehr K-ras-
Mutationen bel Rauchern festgestellt. Die hierbei beobachteten Mutatioren snd GGT
nach TGT (58 %), GGT nach GTT (16%) und GGT nach GAT (19 %) [30]. Das
bevorzugte Auftreten von G>T Transversonen wurde mit der Interaktion der DNA mit
den Metaboliten der heterozyklischen aromatischen Amine begrindet, wéhrend eine
andere Studie zegt, dass auch Pyridyloxobutylierung der DNA durch NNK zu G>T
Transversonen fuhren kann [142]. Allerdings wurden in der zweten Studie be
Lungentumoren in Mausen mehr G>A  Trangtionen nach NNK-Behandiung gefunden,
was wahrscheinlich auf eine O°-Methylierung zuriickzuftihren ist [142].

In Fibroblasten wurden nach Mutagenbehandlung zwischen finf und 12 x 107 Mutationen
gefunden [165].

Die Nachweisgrenze, die in diesr Arbeit fir die Betimmung der Mutationen am Codon
12 des K-ras-Gens ereicht werden konnte, lag mit einer Mutantenkopie in 1 x 10
Genomkopien in einem Bereich, in dem durch die Anwendung von 30 Padldansdtzen
mit je 2 pg DNA in unbehanddten Zdlen keine Mutationen festgestdlt wurde. Die
induzierten  Mutaionshaufigkeiten lagen bem dred  bis 12fachen Wert der
Bestimmungsgrenze.

Es konnten keine Mutationen im Codon 12 des K-ras-Gens nach Expostion mit PAH
festgeste It werden.
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen diesr Arbeit wurden Nachwesmethoden fir ein Auftreten von DNA-
Schéden edbliet und en Zusammenhang 2zwischen Chemikdienexpostionen und zu
beobachtenden frihen und spéten Effekten untersucht. Hierzu wurden DNA-Schéden auf
varschiedenen Levels untersucht. Zum enen ds Einzedrangbriche im Comet-Test,
wodurch die Genotoxizitd von Substanzen ermittelt werden kann. Des weiteren wurde die
DNA-Adduktkonzentration von 80HIG ds Marker fir oxidativen Stress gemessen.
Schliedich wurde die Mutationsrate in drel krebsrdlevanten Genen ds persstenter DNA-
Schaden erfasst. Es wurden die cyto- und genotoxischen Effekte eniger umweltrelevanter
Mutagene aus verschiedenen Stoffklassen untersucht: Als Vetreter der polyzyklischen
aromatischen Kohlenwasserstoffe Benzo[a]pyren (BaP) und dessen ultimaes Cancerogen
Benzo[a]pyren-Diolepoxid (BPDE), ds heterozyklisches aromatisches Amin 2-Amino-1-
Methyl-6- Phenylimidazo[4,5-b]pyridin  (PhIP), as N-Nitrosoverbindungen N-Methyl-N-
Nitro-N-Nitrosoguanidin - (MNNG) und  4-(Methylnitrosamino)- 1-(3-pyridyl)- 1-butanon
(NNK) und ein komplexes Gemisch, Zigarettervauchkondensat.

Als in vitro-Untersuchungssystem diente ene gentechnisch verénderte  menschliche
lymphoblastoide Zdllinie.

Die vewendete Zdllinie MCL-5 dgdlte sch fir diese Untersuchungen as geeignet
heraus, da de dch ds dabil erwies und in der Lage war, Procancerogene metabolisch zu
aktivieren. Es konnten keine spontan auftretenden  Mutationen in  diesr  Zdllinie
nachgewiesen werden. Ein welterer, wichtiger Vortell ist, dass es sch be der MCL-5-
Zdlline um menschliche lymphoblestoide Zdlen handdt, wodurch Vergleiche mit
menschlichen Mutationsspektren direkt moglich sind.

Die Untersuchung der Cytotoxizitde anhand von Wachsdumskurven ewies dch ds
auseichend, um cytotoxische Effekte nach Behandlung mit Mutagenen beobachten zu
konnen.

Der in dieser Arbeit etablierte Comet-Tet ewies dch ds ausreichend sendtiv und
reproduzierbar, um Dosswirkungskurven fir genotoxische Schaden der  enzelnen
Mutagene aufdelen zu konnen. Bel den in dieser Arbet durchgefiihrten Expostionen
konnte be den fur die Mutationsandyse verwendeten Mutagendosen eine Erhohung des
Talmoments (ds Mal3 fir die DNA-Schéadigung) bel dlen angewendeten Mutagenen bis
auf MNNG (erwies Sich ds zu stark cytotoxisch) ermittelt werden.
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Die Messung der 80OHdG-Adduktkonzentration mit einer LC-MS/MS-Methode erwies
dch ds ser sendtiv, sodass schon geringe  Erhdhungen  der Adduktrate nach
Mutagenexpositionen erfasst werden konnten. Tabakrauch (in Form von CSC) erwies sch
as Agens, das enen besonders starken oxidativen Stress austibt.

Der Schwerpunkt der Arbeit lag in der Etablierung von Anreicherungsmethoden fur
Mutationen in einigen krebsrd evanten Genen:

Fur die Anreicherung der Trandokation t(14,18) wurde eine semi-nested PCR-Methode
entwicket, deren Sengdtivitt im Beech de be Menschen natlrlich (spontan)
auftretenden Anzahl an Trandokationen liegt. Ein Biomonitoring ist demnach mit dieser
Methode mdglich. Bel der Exposition mit alen hier verwendeten Mutagenen bis auf CSC
konnte eine Erhdhung der Haufigkeit von Trandokationen ermittelt werden.

Weiterhin wurden Methoden fir die Anreicherung von Punktmutationen in dem Codon 12
des K-ras-Gens und dem Codon 248 des p53-Gens ergdlt. Diese Methoden beruhen auf
dem Prinzip der RFLP-PCR-Anreicherung. Mit Hilfe diesr Vorgehensweise konnten
Punktmutationen in den angegebenen Genen mit ener  Empfindlichket von ener
Mutantenkopie in zehn Millionen Wildtypkopien ereicht werden. Dadurch war die
Untersuchung von durch Chemikdien induzierten Mutationen in diesen Genen mdglich.
Der Nechtell dieser Vorgehenswveise liegt in dem hohen zetlichen Aufwand, den diese
Methoden erfordern.

Die Expodtion mit dem polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoff BaP und seinem
ultimaen Cancerogen BPDE fihrte zu ener erhdhten t(14;18)- Trand okationshéufigkeit
sowie zur Induktion von Mutationen im Codon 248 des p53-Gens. Keine Mutationen
konnten nach PAH-Exposition im Codon 12 des K-ras-Gens induziert werden. Die durch
BPDE erhdtenen Effekte lagen ba dlen untersuchten Parametern um das Doppdte hoher
asbe BaP, obwohl eine 600fach hthere Konzentration an BaP verwendet wurde.

Nach Expostion der MCL-5-Zdlen mit dem heterozyklischen aromatischen Amin PhiP
konnte in dlen dre untersuchten Genen ene Erhthung der Mutationshaufigkeit
festgeste It werden.

Als Vertreter der Klasse der N-Nitrosoverbindungen wurden MNNG und NNK' eingesetzt.
MNNG zeigte eine ser darke Cytotoxizitét. Die fir die Mutationsandyse angewandte
Konzentration an MNNG fiuhrte zu keiner Schédigung im Comet-Test. Trotzdem konnte
eine Induktion von Mutationen in den drel untersuchten Genen beobachtet werden. NNK
dagegen zeigte im Veglech zu den anderen indirekten Mutagenen nur ene geringe
cytotoxische und genotoxische Wirkung, dagegen eine gleich grof3e induzierte Wirkung.
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Eine Expostion mit Tabakrauch sowohl in Form von Zigarettenrauchkondensat wie auch
in Form des verdinnten Nebenstromrauches (ADS) fihrte zu starken cytotoxischen und
genotoxischen Effekten. Des weteren konnte ene dake Erhohung der 8OHAG
Adduktkonzentration nach Expodtion mit CSC beobachtet werden. Trotz der starken
genotoxischen Wirkung wurden nach CSC- Exposition relativ wenig Mutationen induziert.
Anhand dieser Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die hier etablierten Methoden
fur die Untersuchung der Genotoxizitét, der 80HAG-Adduktrate und der Induktion von
Mutationen empfindlich genug snd, um durch Chemikdien in vitro induzierte Effekte zu
efassen. Die Erfassung dieser Effekte beim Menschen mit diesen Methoden erscheint auf
Grund der erreichten Empfindlichkeiten mdglich.
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