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Das Schonste, was wir entdecken konnen, ist das Geheimnisvolle.

Albert Einstein
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1 Einleitung

Menschen sind in ihrer Umwelt, im Berufsleben, im Haushalt oder auch in der Freizeit
vielfiltigen, hidufig auch gesundheitsschidlichen und toxischen Expositionen ausgesetzt. Dabei
erfolgt die Exposition meist gegeniiber komplex zusammengesetzten Stoffgemischen und nicht
gegentiber Einzelsubstanzen. Targetorgane fur eine Reihe von Substanzen und komplexen

chemischen Gemischen sind dabei vorwiegend die Lunge, die Leber und das Immunsystem.

Zu den chemisch-komplexen Gemischen, deren genaue Zusammensetzung nicht bekannt ist,
zihlen Beispiele wie Deponieausgasungen, Folgeprodukte pyrolytischer Prozesse, Dieselabgase

und nicht zuletzt auch der Zigarettenrauch.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein komplexes Stoffgemisch, seine gaschromatographisch
hergestellten Fraktionen, die Einzelsubstanzen und die daraus priparierten 2-Komponenten-
Modellgemische untersucht. Dieses komplexe Stoffgemisch entsteht als Abprodukt bei
Plasmaitzprozessen in der Halbleiterindustrie und setzt sich aus einer Vielzahl von halogenierten
Kohlenwasserstoffen zusammen. Das ausgewihlte Gemisch soll beispielhaft fiir dhnliche

komplexe Stoffgemische stehen.

Die Arbeit baut auf den Ergebnissen aus dem Verbundprojekt ,,Gesundheitliche Risiken durch
Plasmaitzprozesse in der Halbleiterindustrie” (Bauer ez a/, 1995) und meiner Diplomarbeit
"Charakterisierung  gentoxischer Wirkungen von komplexen Abproduktgemischen aus
Plasmaitzprozessen in unterschiedlichen Siugerzellsystemen" (Muller, 2000) auf. Das
Verbundprojekt umfasste 2 Teilgebiete, in denen die Abprodukte chemisch-analytisch und
toxikologisch untersucht wurden, wihrend sich die Diplomarbeit mit weiterfihrenden

gentoxikologischen Untersuchungen auf 7z vitro-Ebene in humanen Systemen beschiftigte.

1.1 Theoretischer Hintergrund Plasmaverfahren

In den letzten zwei Jahrzehnten hat sich die Halbleiterindustrie weltweit zu einem der
bedeutendsten Industriezweige entwickelt. Der Umsatz der Halbleiterindustrie in der
Mikrochipherstellung betrug weltweit 1988 § 57 Milliarden (Bauer ez 4/, 1995), im Jahr 2003 § 155
Milliarden, das ist eine Steigerung auf 271,9%. Allein im Februar 2004 wurden in der
Halbleiterindustrie weltweit $ 15,78 Milliarden (SIA, 2004b) umgesetzt.
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Sehr unterschiedliche Prozessschritte werden in der Halbleiterfertigung fir die Herstellung von
integtrierten Schaltkreisen eingesetzt. Das Atzen von Leiterbahnen auf Siliziumscheiben, Wafer
genannt, ist ein wesentlicher Fertigungsschritt. Heute wird als Atzverfahren iiberwiegend das
Plasmaitzen eingesetzt. Das verwendete Niederdruckplasma (0,1 — 100 Pa, mit einer
Anregungsfrequenz von 13,56 MHz) bewirkt durch die Wechselwirkung von energiereichen
neutralen und geladenen Teilchen mit den Schichten der Waferoberfliche eine Strukturierung
durch gezielten Materialabtrag. Im Prozessreaktor entstehende Reaktionsprodukte fallen im
Vakuum gasférmig an und konnen so durch Vakuumpumpen tber Rohrleitungssysteme entfernt

werden.

Die grofite Bedeutung haben Plasmaprozesse zurzeit in der Halbleiterfertigung, wo sie in der
Photolithographie (Trockenitzprozesse), in CVD-Prozessen (Chemical Vapour Deposition) und
verschiedenen Reinigungsoperationen angewandt werden. Das eingesetzte Plasma dient der
Bearbeitung organischer, keramischer oder metallischer Schichten. Als Prozessgase werden neben
Sauerstoff hauptsichlich die Halogene Chlor, Fluor und Brom, deren anorganische
Verbindungen mit Bor, Silizium, Schwefel und Stickstoff sowie die halogenierten
Kohlenwasserstoffe Tetrachlorkohlenstoff, Chloroform und verschiedene Freone verwendet.
Diese gewihtleisten, dal3 die Abprodukte primir gasférmig anfallen. Unter den gegebenen
energetischen Bedingungen des Plasmas erfolgt die Bildung einer Vielzahl halogenierter
organischer Verbindungen. Diese Verbindungen, mit z. T. hoher toxischer Potenz, kondensieren
zu Ablagerungen in den Reaktoren, den Vakuumanlagen und den Entliftungssystemen bzw.
werden tber die Abluft emittiert. Herb ez a/, 1983; Ohlson, 1986; Strang and Levine, 1987
beschreiben erstmals Abprodukte aus Plasmaitzanlagen. Bauer und Mitarbeiter haben die
Zusammensetzung typischer Abproduktgemische und die Reaktionswege, die zu ihrer Bildung

fithren, naher charakterisiert (Bauer and Wolff, 1997; Bauer ez al., 1996; Pelzing, 1994).

Gegenstand der Untersuchungen sind Abprodukte des plasmaunterstiitzten Atzens von
Aluminium, das als Material fiir leitende Verbindungen auf Wafern eingesetzt wird. Zu den
typischen Aluminiumitzgasen zihlen BCl,, CHCl,, Cl,, CCl, und N,-Beimischungen als inertes
Trigergas. Der Einsatz chlorhaltiger Atzgase gewihrleistet die erforderliche Fliichtigkeit der
Reaktionsprodukte, die uberwiegend als AICL;, AI(OH); und in Form des B(OH); aus BCl,

entstehen.

Das Chlorangebot und die Kohlenstoffquellen aus den Prozessgasen sowie die organischen
Lackbeschichtungen der Wafer, bilden zusammen mit der Plasmaenergie die Voraussetzungen
zur Entstehung von chlorierten, organischen Reaktionsprodukten. Diese werden gemeinsam mit

unverbrauchten Atzgasen aus dem Reaktor entfernt. Die Eigenreaktivitit der Verbindungen und
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das Vorhandensein von katalytisch wirkenden Lewis-Sdauren (z.B. BCl) fihren in

Folgereaktionen zu weiteren, thermodynamisch stabileren Produkten.

Moderne Plasmaitzanlagen sind geschlossene Systeme, aus denen kaum Abprodukte in die
Umwelt gelangen kénnen. So teilt die SIA in ihrem Jahresreport 2004 mit, dass alles getan werde,
um den groB3tmoglichen Schutz fir die Umwelt und fir die Sicherheit und Gesundheit der

Mitarbeiter zu gewihrleisten (SIA, 2004a).

Aber auch solche Systeme bedirfen regelmilliger Wartungsarbeiten und sind von
Havariesituationen nicht ausgeschlossen. Hier werden die potentiellen gesundheitlichen Risiken
fir den Menschen gesehen. Bereits Pastides e7 a/, 1988; Rudolph and Swan, 1986 berichteten
Uber erhohte Abortraten bei Mitarbeiterinnen der Halbleiterindustrie. In jiingster Zeit wurden
vor allem von der SIA in Auftrag gegebene Studien zum Krebsrisiko der Mitarbeiter in der
Halbleiterindustrie verdffentlicht (Cullen e @/, 2001). Cullen und Mitarbeiter kamen in der
Beurteilung mehrerer Untersuchungen in Halbleiterwerken (Studien im Auftrag: Health and
Safety Executive, UK bzw. IBM, US) zu dem Fazit, dass es anhand dieser Daten im Moment
keine positive Beweislage fiir einen arbeitsplatzabhingigen messbaren Anstieg des Risikos fur
Krebs oder spezielle Krebsformen in der Halbleiterindustrie gibt. Umgekehrt gibt es aber auch
keinen Beweis, der ein erhéhtes Risiko ausschlieit. Wichtig fiir eine Begrenzung der Exposition
ist die Erfassung der einwirkenden Stoffe und der realen Konzentration am Arbeitsplatz,

besondere Beachtung sollte man komplexen Gemischen zukommen lassen (Cullen e @/, 2001).

1.2 Analytische und toxikologische Untersuchungen

1.2.1  Chemisch-analytische Charakterisierung

Bei allen analytisch erfassten organischen Verbindungen aus dem oben beschriebenen
Plasmaverfahren handelt es sich um hoch- oder perchlorierte, teilweise stickstoffhaltige
Kohlenwasserstoffe. Nachgewiesen wurden aliphatische, offenkettige und cyclische, gesittigte
und ungesittigte, aromatische und heterocyclische Verbindungen, hiufig mit stickstoffhaltigen
funktionellen Gruppen. Durch die chemischen Analysen wurden Pentachlorpropionitril und
Hexachlorbenzol als analytische Leitsubstanzen identifiziert. Diese Stoffe wurden in allen
untersuchten Abprodukten regelmifBig in hohen Konzentrationen nachgewiesen und aus diesem
Grund als analytische Leitsubstanzen definiert. Zusitzlich fand man in héheren Konzentrationen
Chloroform, Trichloracrylnitril, Dichlormethoxytriazin, Hexachlormethylpyrazin,

Octachlorcyclopenten sowie 60 weitere chlorierte Verbindungen.

Eine genauere Aufschliisselung der identifizierten organischen Inhaltsstoffe des untersuchten

komplexen Stoffgemisches erfolgt im Kapitel 2.1.5.
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1.2.2  Toxikologie komplexer Stoffgemische

Nur wenige der im komplexen Stoffgemisch enthaltenen Einzelverbindungen sind toxikologisch
gut charakterisiert, zur Mehrzahl der Verbindungen liegen keine Angaben vor (vgl. 1.2.3). Zudem
erfolgten die Testungen der bisher untersuchten halogenierten Kohlenwasserstoffe immer in
Form von Einzelkomponenten. Bislang stehen kaum toxikologische Daten zu Stoffgemischen

zur Verfiigung.

Auch White, 2002 betont in seinen Untersuchungen zu komplexen Gemischen aus
polycyclischen aromatischen Kohlenwasserstoffen, dass eine Risikobewertung von komplexen
Umweltproben darunter leidet, dass nur unzureichende Literaturdaten zur Toxizitit der einzelnen
Komponenten vorhanden sind und ein Mangel an Wissen tiber das Verhalten der Substanzen im
komplexen Gemisch besteht. Das Informationsdefizit tiber die Verhaltensweisen der toxischen
Substanzen im Gemisch resultiert aus der Annahme, dass sich die erwarteten Effekte der
Einzelsubstanzen im Gemisch summieren, d.h. keine synergistischen oder antagonistischen
Effekte auftreten (EPA, 1989). Obwohl diese Annahme durch die Untersuchungen zur
allgemeinen Toxizitit unterstiitzt wird (Malich e# a/., 1998; McCarty and Mackay, 1993; Smyth e7
al., 1969; Swartz et al., 1995), beschreibt die Literatur das Verhalten von gentoxischen Substanzen
in komplexen Gemischen karg und zeitweise widerspriichlich. In einigen Arbeiten wird
postuliert, dass kombinierte Effekte von gentoxischen Substanzen in einfachen Gemischen (mit
zwei oder drei Komponenten) oft eine Addition darstellen (Somani ef al, 1981; Taylor e al.,
1995). Im Gegensatz dazu, kommen andere Untersuchungen zu dem Schluss, dass kombinierte
Effekte nicht die blofe Summation einzelner Substanzeffekte darstellen. Zum Beispiel haben
Ogawa et al., 1985 gezeigt, dass die Kombination von Quercitin mit aromatischen Aminen
groBere Effekte als die erwartete Summe der Effekte der einzelnen Komponenten hervorruft
(Synergismus). Umgekehrt fand Salamone e a/, 1979, dass die Mutagenitit einer Mixtur, die
Benz(«)Pyren (B(x)P) und Benz(rst)pentaphen enthilt, weniger als die erwartete Summe der
Effekte auslost (Antagonismus). Einige Autoren (Donnelly ez a/, 1990; Hermann, 1981) haben
auch demonstriert, dass viele nicht-mutagene Substanzen (z.B. Anthrazen, Naphathalen) die
Effekte von mutagenen Substanzen (z.B. B(x)P) modulieren koénnen (Verstirkung oder

Minderung).

Auch in einer Studie fur die Enquéte-Kommission des Deutschen Bundestages von Bolt e 4/,
1993 wird beschrieben, dass es bei Expositionen gegentber Stoffgemischen haufig zum

Auftreten von Kombinationswirkungen kommt.

Laut Feron ef al., 1995 gehort die Evaluierung chemischer Gemische zu den Hauptaufgaben der

Toxikologie. Die Autoren fordern daher in ihrem Artikel ,,Toxicology of chemical mixtures:
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challenges for today and the future” schon 1995 fir die Zukunft eine schrittweise Substitution
der unrealistischen FEinzelkomponenten-orientierten Untersuchungen hin zu realistischen
(Iebensorientierten) gemischbezogenen Untersuchungen. Aus diesem Grund erscheint es
besonders wichtig, Verfahren und Modelle zur Erfassung von toxikologischen /
gentoxikologischen Leitsubstanzen und Kombinationswirkungen in chemisch-komplex
zusammengesetzten Gemischen zu entwickeln. Dabei definiert man den Stoff als toxikologische

Leitsubstanz, der in den toxikologischen Untersuchungen am haufigsten Schiden verursacht.

Aus der chemisch-analytischen Zusammensetzung des in dieser Arbeit untersuchten Gemisches

sind Interaktionen mit grof3er Sicherheit zu erwarten. Die folgenden Moglichkeiten sind denkbar:

e Die Wirkung einer Verbindung wird in Anwesenheit einer zweiten abgeschwicht

(Antagonismus).

e Die Wirkung einer Verbindung wird in Anwesenheit einer zweiten Verbindung verstirkt

(Synergismus).
Es wire theoretisch auch denkbar, dass sich

e die einzelnen Verbindungen in keiner Weise beeinflussen, d. h., sie wirken unabhingig

voneinandet.

Im Organismus kénnen Kombinationswirkungen durch die Resorption und Biotransformation
infolge verdnderter enzymatischer und nichtenzymatisch vermittelter Reaktionen zustande

kommen.

Altere Ubersichten iiber verfiigbare Konzepte und Methoden zur Toxizititstestung komplexer
Gemische wurden vom ,,Committee on Methods for the In Vivo Toxicity Testing of Complex
Mixtures” des National Research Council (USA) in einer Monographie zusammengestellt (NRC,
1988) sowie von Cassee ¢f al., 1998 publiziert.

Zu den bekannten akuten und chronischen Wirkungen halogenierter Kohlenwasserstoffe zihlen

u. a. Leberschidigungen, Nervenschidigungen sowie kanzerogene und mutagene Wirkungen.

Die Resultate aus den fritheren toxikologischen Analysen des in dieser Arbeit untersuchten
komplexen Stoffgemisches aus halogenierten Kohlenwasserstoffen im Rahmen des
Verbundprojektes ,,Gesundheitliche Risiken durch Plasmaitzprozesse in der Halbleiterindustrie®
(Bauer et al, 1995) fuhrten zu der FEinschitzung, dass die Vielstoffgemische aus
Plasmaitzprozessen tiber ein schwaches bis mittleres allgemeintoxisches und iiber ein erhebliches

gentoxisches und embryotoxisches Potential verfiigen.
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Im zitierten Verbundprojekt zielten die toxikologischen Untersuchungen im Tierexperiment auf
die Targetorgane Leber, Herz, Niere, Magen und Lunge. Im gentoxikologischen Bereich wurden
m wvivo in  Eukaryonten erhohte Werte an  Schwester-Chromatid-Austauschen,
Chromosomenaberrationen und erhéhte Mikrokernraten in polychromatischen Erythrozyten der
Ratte erfasst. Auch der Flugelmosaiktest an Drosophila zeigte eine deutliche gentoxische
Wirkung des untersuchten komplexen Stoffgemisches. Im Ames-Test wurden erhohte
Riickmutationsraten bei Prokaryonten beobachtet (Bauer ¢ al., 1992a; Bauer 7 al, 1996; Bauer ez
al., 1992b).

1.2.3  Toxikologie von Einzelsubstanzen des untersuchten komplexen Stoffgemisches

Die beobachteten Wirkungen des komplexen Stoffgemisches lassen sich nicht zwangsliufig aus
den vorliegenden chemisch-analytischen Daten erkliren. Die Wirkschwellen fiir toxische Effekte
der Verbindungen mit bekannter Wirkung, wie Tetrachlorethylen und Hexachlorbutadien-1,3
(Gruppe 3B mit begriindetem Verdacht auf ein kanzerogenes Potential (DFG, 2003) oder
Hexachlorbenzol (nach TA Luft zu behandeln wie krebserzeugende Stoffe Klasse 4), liegt z. T.

erheblich oberhalb der in unserem Gemisch analytisch nachgewiesenen Werte (vgl. Tab. 3).

Zu den bekannten Wirkmechanismen halogenierter Kohlenwasserstoffe gehoren zum einen
Membranschidigungen durch die Bildung freier Radikale, die in die Fettsduresynthese eingreifen.
Diese Radikale sind auch in der Lage, kovalente Bindungen mit den Nukleinsauren, insbesondere
mit den Nukleobasen, einzugehen und dadurch die DNA zu schiadigen. Weitere DNA-
Verinderungen entstehen durch die Initiation hochreaktiver Intermediate der halogenierten
Kohlenwasserstoffe nach Kopplung an Glutathion und weiteren enzymatischen Schritten. Zum
anderen fihrt die Bildung von Kohlenmonoxid zur Blockierung des Himoglobins. Zusitzlich
zihlen mutagene und kanzerogene Effekte durch die Bildung von Epoxiden zu den bekannten
Wirkungen halogenierter Kohlenwasserstoffe. Epoxide sind Molekdle, die bei ausreichender
elektrophiler Reaktivitit spontan mit den nukleophilen Zentren der DNA reagieren (Forth ez al,
2001).

Fir komplexe Stoffgemische gibt es keine MAK-, BAT-, TRK — Werte oder andere Grenzwerte.
Diese gelten stets fur einzelne Substanzen. Von den analytisch erfassten Verbindungen des
Gemisches sind einige wenige in der MAK-Liste und in den gesetzlichen Regelungen zum

Immissionsschutz enthalten. Daraus lassen sich aber keine Richtwerte fiir komplexe Gemische

ableiten. In der MAK-Liste sind folgende Stoffe enthalten (DFG, 2003):
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Hexachlorbenzol, BAT-Wert: 150 mg/l, es besteht die Gefahr der Hautresorption,

kanzerogen nach 4, fruchtschadigend nach D

e Hexachlorbutadien, kein MAK-Wert, es besteht die Gefahr der Hautresorption,

kanzerogen nach 3B
e Hexachlorcyclopentadien, kein MAK-Wert, es besteht die Gefahr der Hautresorption
e Hexachlorethan, MAK-Wert: 1 ml/m?3

e Pentachlorethan, MAK-Wert: 5 ml/m?

Zur tberwiegenden Zahl der Komponenten sind tberhaupt keine toxikologischen Daten
ver6ffentlicht oder es sind nur sehr alte Literaturdaten verfiigbar. Insbesondere zu den

stickstofthaltigen Verbindungen fehlen derartige Angaben.

1.2.4  In vitro Zytotoxizitit und Gentoxizitit des komplexen Stoffgemisches in unterschiedlichen

Saugerzellkultursystemen

Die im Tiermodell erfassten Effekte gaben ein allgemeines Bild tiber das gentoxische Potential
des hier untersuchten komplexen Gemisches, erlaubten jedoch keine konkreten Aussagen zur Art
der Schidigung der DNA. Aullerdem waren die Ergebnisse aus den 7z vivo-Systemen nicht ohne
weiteres auf den Menschen tdbertragbar. Hierzu bedurfte es laut McGregor, 1990,
weiterfiihrender  Untersuchungen auf 7z wiro-Ebene in  humanen Systemen. Diese
Untersuchungen waren Gegenstand meiner Diplomarbeit (Miller, 2000), auf der die vorliegende

Arbeit aufbaut.

Ausgehend von den Ergebnissen der durchgefithrten Zytotoxizitits- und Vitalititstests zu Beginn
meiner Diplomarbeit wurden die Parameter fur die Testung der Gentoxizitit des komplexen

Stoffgemisches (Behandlungsroutine, Testkonzentrationen, Behandlungszeitraum) festgelegt.

Wahrend der iz vitro-Charakterisierung durch Gentoxizititstestung (Comet Assay und
Mikrokerntest) wurden Informationen zur DNA-Schidigung in Rattenhepatozyten, humanen

Lymphozyten und humanen Bronchialepithelzellen gewonnen.

Im Verlauf der Gentoxizititstestung gelang es mit Hilfe des Comet Assays an tierischen und vor
allem an humanen Primirzellkulturen, den Nachweis der konzentrationsabhingigen Auslosung
von DNA-Einzelstrangbriichen zu erbringen und damit einen wichtigen Hinweis auf die
molekularen Ursachen fur die tierexperimentell erhobenen Befunde zur Gentoxizitit des

Stoffgemisches zu erhalten.
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Auch die konzentrationsabhingige Induktion von Chromosomenaberrationen in humanen
Lymphozyten, die durch signifikant erhéhte Mikrokernraten belegt wurde, ist ein weiterer Beweis
fir das vom komplexen Stoffgemisch ausgehende gentoxische Gefihrdungspotential fiir den

Menschen.

Es konnte gezeigt werden, dass der alkalische Comet Assay an humanen Lymphozyten, NHBEZ
und Rattenhepatozyten eine dul3erst empfindliche Methode zum Nachweis von DNA-Schiden in
Einzelzellen ist und in Kombination mit dem 7z vitro-Mikrokerntest an humanen Lymphozyten

Aussagen zum gentoxischen Gefihrdungspotential komplexer Stoffgemische ermoglicht.

1.3 Zellkultursysteme

Bei den ausgewiahlten 7 vitro-Systemen handelt es sich neben Primirzellkulturen um eine humane
und eine tierische Tumorzelllinie, die aufgrund der Anforderung spezieller Genmutationstests
eingesetzt werden mussten (vgl. 2.2.6). Als Primirzellkultursysteme kamen die schon zuvor
erfolgreich  eingesetzten  humanen  Lymphozyten und die normalen  humanen
Bronchialepithelzellen sowie zwei tierische Primirzellkultursysteme zum Einsatz: die schon
verwendeten — Rattenhepatozyten und  kryokonservierte ~ Schweinehepatozyten.  Diese
Untersuchungen an Leberzellen wurden auf Grund der besonderen metabolisierenden
Fahigkeiten der Hepatozyten gewihlt, Uber die andere primire Zellkultursysteme nur

unzureichend verfigen.

Die Auswahl der Zellkultursysteme erfolgte entsprechend der Zuordnung der Toxizitit einer
Reihe von Substanzen und komplexen chemischen Gemischen zu entsprechenden

Targetorganen.

Die Primirzellen wurden ausgewihlt, weil sie im Vergleich zu Tumorzelllinien iiber physiologisch

relevante Spezifitit und Sensibilitit verfiigen.
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1.4 Aufgabenstellung

Das komplexe Stoffgemisch aus halogenierten Kohlenwasserstoffen, welches als Abfallprodukt
wihrend der Plasmaidtzverfahren in der Halbleiterindustrie entsteht, verursacht sowohl 7z vivo als

auch zn vitro gentoxische Schaden.

Die Hauptaufgabe der Arbeit bestand darin, die toxikologischen Leitsubstanzen in dem
untersuchten komplexen Stoffgemisch zu ermitteln. Dazu sollten zuerst die durch GC-MS
Technik hergestellten Fraktionen des komplexen Stoffgemisches auf ihr strangbruch-
induzierendes Potential mit Hilfe des alkalischen Comet Assays und auf das
Chromosomenaberrationen-auslésende Potential mittels Mikrokerntest untersucht werden. Im
Anschluss sollten die Komponenten der Fraktion mit den meisten Hinweisen auf gentoxische

Effekte in den gleichen Testsystemen gepriift werden.

Die begleitende Analytik sollte die Basis fiir die Herstellung von Modellgemischen bieten sowie
mogliche lagerungsbedingte Veridnderungen in der chemischen Zusammensetzung der

Fraktionen aufzeigen.

Um die Kombinationswirkungen der Einzelkomponenten des komplexen Stoffgemisches
aufzukliren, sollten 2-Komponenten-Stoffgemische aus den Einzelsubstanzen des komplexen
Stoffgemisches hergestellt werden und auf ihr strangbruch-induzierendes Potential im Comet

Assay getestet werden.

Die Untersuchungen zur Reparatur der DNA-Strangbriiche in humanen Lymphozyten sollten die
biologische Relevanz der im Comet Assay nachgewiesenen Effekte sowie die Sensitivitit des

verwendeten Protokolls aufzeigen.

Die Ergebnisse zur Gentoxizitit des untersuchten komplexen Stoffgemisches sollten durch den
Einsatz neuer Testsysteme verifiziert werden, um weitere Riickschliisse auf die Art der
Schidigungen der DNA der Zellen ziehen zu kénnen. Hierzu sollte das Spektrum der durch das
komplexe  Stoffgemisch  induzierten — Mutationen im  Maus-Lymphoma-TK " -Assay

molekulargenetisch analysiert werden.

Zur Erfassung strangbruchinduzierender Eigenschaften des komplexen Stoffgemisches sollte ein
zusatzliches Primirzellsystem neu etabliert werden, bei welchem auf den Zusatz von S9-Mix
verzichtet werden kann. Entsprechend der Targetorgane der Toxizitit und Ergebnissen aus
fritheren Untersuchungen sollte ein Protokoll zur serum-freien Kryokonservierung von
Schweinehepatozyten und zur anschlieBenden Kultivierung der Zellen entwickelt werden. In

diesem Rahmen sollten leberspezifische Eigenschaften, wie Proliferationsfihigkeit,
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Fremdstoffmetabolismus, die Harnstoffproduktion und die Expression leberspezifischer Gene
validiert werden. Die kryokonservierten Hepatozyten sollten auf den Einfluss toxischer
Substanzen im Rahmen des in dieser Arbeit untersuchten komplexen Stoffgemisches hin
untersucht werden. Es sollte die Eignung der Zellen fir den Einsatz im Comet Assay und seine
Fahigkeit zur Generierung reproduzierbarer Ergebnisse mit Gemischen verschiedener

chemischer Zusammensetzung tberpriift werden.

Ein weiteres Ziel war die Validierung aller hier eingesetzten Testsysteme zur Erfassung
gentoxischer Wirkungen beziiglich ihrer Anwendbarkeit auf komplex zusammengesetzte

chemische Gemische.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Gerate und Materialien

Gentoxikologische Untersuchungen

Kamera

CO,-Brutschrank, Function Line

Comet Assay Auswertesoftware, Komet 4.0 Software

Deckgliser (24 x 60 mm)
Elektrophoresekammer, Horizontal-Midi-Gel
Elektrophoresekammer, mini

Elektrophorese Power Supply, Phero-STAB 0652
Firbekuvetten

Fluoreszenzmikroskop Modell E 600
Fluorimeter, Fluoroskan Ascent FL
Fuchs-Rosenthal-Zihlkammer
Geldokumentationssystem, GeneGenius
LeucoSep® Rohrchen

Lichtmikroskop, invers Modell CK 40
Objekttriger fully frosted

Programmierbarer Kryoautomat
Reaktionsgefille 1,5 ml

Reaktionsgefille PCR 0,5 ml

Schittler Modell Rocky 3d

Serologische Plastikpipetten 5, 10, 25, 50 ml
Spektrophotometer, Ultrospec 2100 pro
Sterilbank Modell HeraSafe

Thermocycler, Mastercycler personal und gradient
Thermomixer, compact

Zell- und Gewebekulturplatten, Plastikware
Zentrifuge Modell Biofuge 13

Zentrifuge Modell Megafuge 1.0R
Zentrifugenrohrchen 15 ml

Zentrifugenrohrchen 30 ml

BFI Optilas, Puchheim

Heraeus, Hanau

Kinetik Imaging Ltd, Liverpool, UK

Menzel, Braunschweig
Molecular-Bio-Products
Biotec-Fischer, Reiskirchen
Biotec-Fischer, Reiskirchen
Roth, Karlsruhe

Nikon, Dusseldorf
Thermo-Labsystems, Dreieich
Roth, Karlsruhe

VWR, Darmstadt

Greiner, Frickenhausen
Olympus, Hamburg
Menzel, Braunschweig
Consarctic, Stockstadt
Roth, Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg
Schiitt, Géttingen

TPP, Trasadingen, Schweiz
Amersham, Freiburg
Heraeus, Hanau
Eppendort, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
TPP, Trasadingen, Schweiz
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

TPP, Trasadingen, Schweiz
TPP, Trasadingen, Schweiz
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Chemisch-analytische Untersuchungen
Gewinde-Schraubgliser 2 ml

Septumschraubkappen mit Septum (Teflon/Silikon)
Mikrofldschchen 4 ml

Septumkappe mit Septum (Teflon/Butyl)
ul-Dosierspritzen 1000, 500, 100, 50, 10 ul (Hamilton)

Analysenwaage Explorer

Analysegerite und Bedingungen

Agilent Technology, Boblingen
Agilent Technology, Boblingen
Rettberg, Goéttingen

Rettberg, Gottingen

VWR, Darmstadt

Ohaus, GieBen

PERKIN-ELMER GC Autosystem mit FID, Autosampler und Turbochromauswertesystem
Trennsdule:  HP-5MS, 30 m x 0,25 mm ID x 0,25 um df

Injektor: 270 °C, splitlos 1 min
Detektor: FID, 270 °C
Trigergas: N,, 100 kPa

Programm: 50 °C (1 min), 6 K/min - 280 °C (3 min)

GC-MS HP GC 6890 mit HP 5973 MSD und Autosampler HP 6890 der Firma AGILENT
Trennsdule:  HP-5MS, 30 m x 0,25 mm 1.D. x 0,25 um df

Injektor: 270 °C, splitlos 0,75 min
Detektor: full-scan (m/e 45-800) bzw.

SIM (ausgewihlte Target- und Qualifiermassen)

Transferline 280 °C,

Quelle 230 °C,

Quadrupol 150 °C
Tragergas: He

Programm: 500 C (1 min), 6 K/min - 280 °C (3 min)

Saturn 2000 GC/MS/MS der Firma VARIAN

Trennsdule:  CP-SIL 8 CB low bleed MS (Chrompack),

30 m x 0,25 mm L.D. x 0,25 um d;

Injektor: 270°C, splitlos 0,75 min
Detektor: Ton Trap full SCAN und SIM
Tragergas: He

Programm:  50"C (1 min), 6 K/min - 280°C (3 min)
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2.1.2  Chemikalien, Fertigmedien, Reagenzien

Gentoxikologische Untersuchungen

Acridinorange

Agarose LMA, SeaPlaque®
Agarose, Standard EEO
Ameisensiure
Amethopterin

Aroclor 1254
Benz(a)Pyren

Blood Urea Nitrogen Kit
BSA

CaCl, (anhydr.)
Collagenase Typ I
Collagen R-Losung
Cytidin

Cytochalasin B

Dicumarol (3,3-Methylen-bis-(4-hydroxycoumarin))
DMEM

DMSO

DNase I

DNA-Standard 100 bp ladder (1pg/ul)
EDTA

EGTA

Eisessig

EMS

epith—o-ser®
Erdnussél
Ethoxyresorufin
Ethanol
Ethidiumbromid
FKS
Gentamycin

Glucose, Monohydrat

SIGMA, Minchen
peqlab, Erlangen
SERVA, Heidelberg
Fluka, Neu-Ulm
Fluka, Neu-Ulm
UltraScientific, Wesel
Fluka, Neu-Ulm
SIGMA, Miinchen
Paesel + Lorei, Hanau
SIGMA, Munchen
Worthington, LLakewood, NJ, US
SERVA, Heidelberg

VWR, Darmstadt

Aldrich, Minchen

SIGMA, Miinchen

Invitrogen, Karlsruhe

SERVA, Heidelberg

SIGMA, Miinchen

Promega, Mannheim

SIGMA, Miinchen

VWR, Darmstadt

VWR, Darmstadt

Schenkung, Institut fir Genetik

Halle

ol

CC-Pro, Neustadt
Universititsapotheke
SIGMA, Miinchen
VWR, Darmstadt
SIGMA, Minchen
CC-Pro, Neustadt
Biochrom, Betlin

SERVA, Heidelberg
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Glucose-6-Phosphat

B3-Glucuronidase/ Arylsulfatase (Helix pomatia)

L-Glutamin

Glyzin

H,O,

Heparin (Liquemin)
HEPES
Hypoxanthin

Insulin

Intetleukin-2, human (hIL.-2) rekombinant

Isopropanol

KCl
Kaliumdihydrogenphosphat
L15-Medium

LSM® Separationsmedium
B-Mercaptoethanol
Magnesiummethoxidmethylcarbonat
MEM

Methanol

Mg(Cl,

MgCl, x 6 H,0O

MgSO, x 7 H,0O

M-MLV RT und PCR-Kit
MMC

MMS

Natriumacetat

NaCl

NADP

Na-EDTA

Na,HPO,

NaOH

Na,PO, x 2 H,0O

Na,PO, x 7 H,0O

Natrium Acetat

Na-Pyruvat

SERVA, Heidelberg
Roche, Mannheim
SIGMA, Miinchen
SERVA, Heidelberg
VWR, Darmstadt
Roche, Mannheim
SERVA, Heidelberg
VWR, Darmstadt
SIGMA, Minchen
Roche, Mannheim
VWR, Darmstadt
VWR, Darmstadt
VWR, Darmstadt
CC-Pro, Neustadt
MP Biomedicals, Eschwege
VWR, Darmstadt
VWR, Darmstadt
SIGMA, Minchen
VWR, Darmstadt
VWR, Darmstadt
Aldrich, Munchen
SIGMA, Miinchen
Promega, Mannheim
VWR, Darmstadt
Fluka, Neu-Ulm
VWR, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
SERVA, Heidelberg
Aldrich, Munchen
VWR, Darmstadt
VWR, Darmstadt
VWR, Darmstadt
VWR, Darmstadt
VWR, Darmstadt
VWR, Darmstadt
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PBS, Dulbecco, ohne Ca® und Mg**

PCR 2 x Mastermix
Penicillin/Streptomycin
Percoll (1,077)
Pferdeserum, hitzeinaktiviert
Phytohdmagglutinin
Pentobarbital
Pentoxyresorufin

Primer

RNase Off

RPMI 1640 mit Glutamax 1
RPMI 1640, Pulver
6-Thioguanin

Thymidin

Tris

Triton X-100

Biochrom, Berlin

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

CC-pro, Neustadt
Biochrom, Berlin
CC-pro, Neustadt
SIGMA, Miinchen
SIGMA, Miinchen
SIGMA, Miinchen

MWG, Ebersberg bei Miinchen

Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Biochrom, Berlin
SIGMA, Miinchen
VWR, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
SIGMA, Miinchen

TRIZOL® Invitrogen, Karlsruhe
Trypanblau Biochrom, Betlin

Urea Nitrogen Kit SIGMA, Minchen
Chemisch-analytische Untersuchungen

Trichlortriazin (Cyanurchlorid) Aldrich, Miinchen
Hexachlor-1,3-butadien (Pestanal) Riedel-de Hien, Seelze
Hexachlorcyclopentadien Ehrensdorfer, Augsburg
Pentachlorpyridin Fluka, Neu-Ulm
Pentachlorbenzol (Pestanal) Riedel-de Hien, Seelze
Hexachlorbenzol Fluka, Neu-Ulm
Octachlorcyclopenten TCI, Portland, OR, US

5,6-Dibromacenaphthen
Dichlormethan (Acros)
Methanol (Uvasol)

Aceton (Uvasol)
Essigsaureethylester (Acros)
Technische Gase

Stickstoff 5.0

Aldrich, Munchen
Fisherscientific, Schwerte
VWR, Darmstadt
VWR, Darmstadt

Fisherscientific, Schwerte

Linde AG, Wiesbaden
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Wasserstoff (FID) 3.0 Linde AG, Wiesbaden
Pressluft (FID) 10-40 Linde AG, Wiesbaden
Helium 5.0 Linde AG, Wiesbaden

2.1.3  Medien, Losungen und Puffer

Alle Kulturmedien wurden steril filtriert und falls nicht anders angegeben vor der Filtration auf
einen pH von 7,5 eingestellt. Die Lagerung der Medien erfolgte bei 4°C, die Verwendungsdauer

betrug 4 Wochen. Angaben in Klammern bezeichnen Endkonzentrationen.

Kultur humaner peripherer Lymphozyten
Kulturmedium: 450 ml RPMI 1640,

1 ¢ NaHCO;,

50 ml FKS, hitzeinaktiviert (10 %),

5 ml Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml)
Einfriermedium: 360 ml RPMI 1640,

1 ¢ NaHCO,,

1,75 pl Mercaptoethanol,

40 ml DMSO (8 %),

100 ml FKS, hitzeinaktiviert (20 %),

5 ml Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml)
Auftaumedium: 420 ml RPMI 1640,

1 ¢ NaHCO,,

1,75 pl Mercaptoethanol,

75 ml FKS, hitzeinaktiviert (15 %),

5 ml Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml)
Kultur NHBEZ

Kulturmedium: 500 ml epith—o—ser®+ Supplement,

25 mg Gentamycin,

Transportmedium: L15-Medium (Pulver) in aqua dest.



2 Material und Methoden

Isolierung von Hepatozyten
Rattenhepatozyten:
Praperfusionspuffer: 120 mM NaCl,
(pH 7,35) 4,8 mM KCI,
1,2 mM MgSO, x 7TH,0,
1,2 mM KH,PO,,
24,4 mM NaHCO,,
250 uM EGTA in aqua dest.
Collagenasepuffer: 120 mM NaCl,
(PH 7.5) 4,8 mM KCI,
1,2 mM MgSO, x 7TH,0,
1,2 mM KH,PO,,
24,4 mM NaHCO;,
15 mM HEPES,
4 mM CaCl, x 2H,0,
137 U/ml Collagenase Type I in aqua dest.
Schweinehepatozyten:
Priperfusionpuffer 1: 10 mM HEPES,
(pH 7,0) 142 mM NaCl,
6,7 mM KCI,
1 mM EGTA,
1 mM Glucose in aqua dest.
Priperfusionspuffer 2: Priperfusionpuffer 1 ohne EGTA
Collagenasepuffer: 25 mM HEPES,
(pH 7,0) 123 mM NaCl,
6,7 mM KCI,
4,8 mM CaCl, x 2H,0,
5 mM Glucose,
0,5 % BSA,
33350 U/1 DNase I,
143000 U/1 Collagenase Type I in aqua dest.
Waschpuffer zur Hepatozytenisolierung:
(pH 7,4) 20 mM HEPES,
120 mM NaCl,
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4,8 mM KCl,

1,2 mM MgSO, x 7H,0,
1,2 mM KH,PO,,

0,4 % BSA in aqua dest.

Alle Puffer wurden 30 min mit Carbogen begast und steril filtriert.

Behandlungs- und Einsaatmedium:

Medium zur Kryokonservierung:

Auftaumedium:

Percollgradient:
Beschichtung:

500 ml MEM,

350 mg NaHCO;,

5 ml Insulinlésung (Endkonzentration: 500 ng/ml),
500 ul Gentamycinlésung (Endkonzentration: 50 pg/ml)
Waschpuffer,

5 mM Glucose,

3 mM Glyzin

7,5 % DMSO

Waschpuffer,

5 mM Glucose,

3 mM Glyzin

Verhiltnis Percoll (1,077) : 10 x PBS = 9:1

6 ng Collagen R/cm? Kulturschale

Das HGM fur die Kultivierung von Ratten- und Schweinehepatozyten wurde nach der Methode

von Runge ¢z al, 1999 hergestellt.

Das konditionierte Medium von Nichtparenchymzellen der Leber zur Kultivierung von

kryokonservierten Hepatozyten wurde nach einer Methode von Ries ¢ a/., 2000 gewonnen.

MHI1C1 Zellkultur und Krvokonservierung

Kulturmedium:

Einfriermedium:

DMEM,
10 % FKS
DMEM,

10 % FKS
10 % DMSO
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TK6-Zellkultur, Klonierunesassay und HPRT-T'est

Kulturmedium:

CHAT-Medium:

THC-Medium:

Positivkontrolle EMS:

HPRT-Test/T-Zell Klonierung
HPRT-Medium-Basis:

HPRT-Medium:

HPRT-Medium-Selekt:

Stamml6sung 6-Thioguanin:

450 ml RPMI 1640,

1 ¢ NaHCO;,

1,75 pl Mercaptoethanol,

50 ml FKS, hitzeinaktiviert (10 %),
5 ml Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml)
Kulturmedium,

FKS, hitzeinaktiviert (15 %),

10 uM Cytidin,

200 uM Hypoxanthin,

0,2 uM Aminopterin,

17,5 uM Thymidin

Kulturmedium,

FKS, hitzeinaktiviert (15%),

10 uM Cytidin,

200 uM Hypoxanthin,

10 uM Thymidin

Kulturmedium fir TKG6-Zellen,
200 uM EMS

425 ml RPMI 1640,

75 ml FKS, hitzeinaktiviert (15 %),
150 mg L-Glutamin,

55 mg Na-Pyruvat,

1 ¢ NaHCO,;,

1,75 pl B-Mercaptoethanol
HPRT-Medium-Basis,

100 U/ml rekombinantes humanes Interleukin 2

0,5 %o-iges PHA

HPRT-Medium,

2 pg/ml 6-Thioguanin

1 mg/ml 6-Thioguanin in 0,01 M NaOH

Stammloésung wurde frisch hergestellt.
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Stamml6sung PHA:

Einfriermedium:

Feederzellenmedium:

45 mg in 5 ml aqua dest.

87 ml HPRT-Medium-Basis,

5 ml FKS, hitzeinaktiviert (5 %),

8 ml DMSO (8 %)

Medium wurde frisch hergestellt.

445 ml RPMI 1640,

150 mg L-Glutamin,

50 ml FKS, hitzeinaktiviert (10 %),

5 ml Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml)

1.5178Y Zellkultur und Maus—LVmphorna—TK” ~Assay

RPMI-5:

RPMI-10:

RPMI-20:

THMG-Medium:

THG-Medium:

TFT-Stamml6sung:
RPMI-20se::

MMS-Stamml6sung:

Positvkontrolle MMS:

(Test ohne S9-Mix)
B(x) P-Stamml6sung:

475 ml RPMI-1640 mit Glutamax-1,
25 ml Pferdeserum, hitzeinaktiviert
450 ml RPMI-1640 mit Glutamax-1,
50 ml Pferdeserum, hitzeinaktiviert
400 ml RPMI-1640 mit Glutamax-1,
100 ml Pferdeserum, hitzeinaktiviert
50 ml RPMI-10

500 ul Thymidin (0,3 mg/ml),

5 ml Hypoxanthin (50 ug/ml),

50 ul Methothrexat (0,1 mg/ml),
500 ul Glycin (0,75 mg/ml)

50 ml RPMI-10

500 ul Thymidin (0,3 mg/ml),

5 ml Hypoxanthin (50 ug/ml),

500 wl Glycin (0,75 mg/ml)

0,3 mg/ml TFT in aqua dest.
RPMI-20,

3 ng/ml TFT

10 ml RPMI-5

7,7 ul Methylmethansulfat (1000 pg/ml)
RPMI-5,

10 pg/ml Methylmethansulfat
DMSO,

150 pg/ml B(x)P
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Positivkontrolle B(a)P:
(Test mit S9-Mix)
KC10,15 M:

TBE Puffer
5x TBE (pH 8,0)

1 x TBE

RPMI-5,
1,5 pg/ml B(o)P
11,2 mg/ml KCl in aqua dest.

25ml 0,5 M EDTA

27,5 g Borsdure

54,45 ¢ Tris in 1,01 aqua dest.
200 ml 5 x TBE

800 ml aqua dest.

Der Puffer wurde als Laufpuffer fiir Agarosegele zum Nachweis von PCR-Produkten eingesetzt.

Comet Assay
Lyselosung (pH 10):

Alkalischer

Elektrophoresepuffer (pH 13):

Neutraler

Elektrophoresepuffer (pH 9):

Neutralisationspuffer (pH 7,5):

Firbung:

Mikrokern Test

Soerensen-Puffer:
Losung 1:
Losung 2:

10 mM Tris

2,5 mM NaCl

100 mM Na-EDTA in aqua dest.
1 % Triton X-100

10 % DMSO frisch hinzugegeben.
1 mM Na-EDTA

300 mM NaOH in aqua dest.

100 mM Tris

300 mM Na-Acetat in aqua dest.
pH Wert mit Fisessig eingestellt.
0,4 mM Tris in aqua dest.

20 pg/ml Ethidiumbromid in aqua dest.

1,19 g/ml Na,HPO, x 2 H,O (0,06 M) in aqua dest.
0,91 g/ml KH,PO, (0,06 M) in aqua dest.

Fir einen pH 6,8 wurden jeweils 50 ml von Losung 1 und 2 gemischt.

Acridinorangefirbel6sung:

Fixativ:

1 Teil 0,24 mM Acridinorange-Losung + 15 Teile
Soerensen-Puffer (Arbeitslosung)

Methanol : Eisessig = 3: 1
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Extrametabolisierendes Syvstem: S9-Mix

Phosphatstammlésung: A: 4,804 ¢ KH,PO, in 100 ml aqua dest.
B: 6,286 g Na,HPO, x 2 H,0O in 100 ml aqua dest.
19,6 ml von Losung A und 80,4 ml von Lésung B wurden gemischt, auf einen pH-Wert von 7,4

eingestellt und die Phosphatstammlésung autoklaviert.

Magnesiumchlorid: 406,51 mg MgCl,x 6 H,O in 50 ml aqua dest.
Kaliumchlorid: 615 mg KCl in 50 ml aqua dest.

NADP: 726 mg NADP in 20 ml aqua dest.
Glucose-6-Phosphatlsung: 304 mg Glc-6-P in 20 ml aqua dest.

Die Losungen wurden durch Mikrofiltration sterilisiert.

Nachweis der Cvtochrom P450 Aktivitat

Dicumarol-Stammlésung (10 mM): 33,6 mg Dicumarol in 10 ml aqua dest.
Einsatz im Medium: 1:1000 Verdinnung.

Natriumacetat-Puffer (0,1 M): 0,82 g Na-Acetat in 100 ml aqua dest.
pH=4,5
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2.1.4 Primer

Primer zur Bestimmung der Expression leberspezifischer Gene

Protein Primername Sequenz (5°— 3") PCR- Accession-
Produkt (bp) |Nr.

CYP1A1 CyplAlfwd |CCAATGTCATCTGTGCCAT 380 AB052254
CyplAlrev | TGTGTCAAACCCAGCTCC

PCK PEPCKfwd |GGCCGCACCATGTATG 398 X92720
PEPCKrev | AGGATCAGCATGTGCTC

CPS CPStwd CTGTAAAAGCCATGAAGG 399 AF437511
CPSrev CAATGGTGTCTGCTGCC

Albumin ALBfwd GATGTCTTCCTGGGCA 645 X12422
ALBrev CTTGGGCTTGTGTTTCAC

Transferrin | TFNfwd GTGGCCTTTGTCAAGCA 565 X12386
TFNrev CTCCATCCAAGCTCATG

AFP AFPfwd AGAGCCAAGGCACTGCCAAG 132 AY120900
AFPrev TCAAGGCCATCAGCTCAGGG

GAPDH GAPDHfwd | GACCCCTTCATTGACCTC 797 AF017079
GAPDHrev | GCAATGCCAGCCCCAG

Tabelle 1. Primerpaare fiir die RT-PCR-Analyse leberspezifisch exprimierter Gene. Alle Primer
wurden aus den Daten der NCBI-Genbank ermittelt. Fur Albumin wurde der Primer auf die
Sequenz fiir Ratte und Mensch abgestimmt.
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Primer fir die LOH-PCR im Maus-Lymphoma-Assay

Primername Sequenz (5= 37)

D11.Agll.fwd AGGGAGGTGCCTGGCTAACTGACCGCA
D11.Agll.rev GCGGCACACGGAGTGATACTTGTCGGC
D11.Mit67.fwd AAAAAAAAAAAGTTCAAGGCTGG
D11.Mit67.rev GGAACTCAACTCCTAGAACTTCTG
D11.Mit21.fwd GAGAGCTCTTTCACACTTGAAGG
D11.Mit21.rev CAGAAAGGCTCCTACCTCAGG
D11.Mit29.fwd TTGAGGCATGAGGGGATTAG
D11.Mit29.rev TTTCCGTCATTGCTAAAGGG
D11.Mit63.fwd GCCCACAACTTTGTGTCCTT
D11.Mit63.rev TTGACCATGCTCCTCATCAG

Tabelle 2. Primerpaare fir die LOH-PCR im Maus-Lymphoma-Assay (Jackson, 1999; Speit and
Merk, 2002).

2.1.5 Untersuchungsmaterial
Als komplexe Stoffgemische werden in der Toxikologie Mehrkomponentengemische bezeichnet,
die in Produktionsprozessen oder in der Umwelt entstehen, wobei die Konzentrationen der

einzelnen Komponenten im Allgemeinen gering sind.

Komplexes Stoffgemisch

Das in der vorliegenden Arbeit untersuchte komplexe Stoffgemisch (Zusammensetzung vgl. Tab.
3) wurde in einer Konzentration von 1 mg/ml in 0,5 % DMSO suspendiert. In Vorversuchen
(Muller ez al., 2002) erwies sich die 0,5%-ige DMSO-L6sung als optimale Konzentration zur
Suspension des Stoffgemisch. Die im Hdéchstfall verwendete Konzentration von 56 uM wirkte
nicht toxisch bzw. gentoxisch auf die eingesetzten Zellen. Diese wurde als Kontrolle des
Losungsvermittlers, sogenannte Vehikelkontrolle, in jedem Experiment mitgefthrt. Die

Stamml6ésung des komplexen Stoffgemisches wurde vor jedem Experiment frisch angesetzt.
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Name der Verbindung Gehaltin 25 ¢ Fraktion #1 Fraktion #2 | Fraktion #3
Gemisch [mg] [mg] [mg] [mg]
Tetrachlorethen 0,022 0,002 nn nn
Dichloracrylnitril 0,047 0,012 nn nn
Trichloracrylnitril 3,0 1,1 0,06 0,005
Pentachlorethan 0,015 0,007 nn nn
Hexachlorethan 0,215 0,1 0,003 nn
Pentachlorpropionitril 14,50 4,2 2,1 nn
Trichlortriazin 1,075 0,027 0,13 0,017
Pentachlormethacrylnitril 0,115 nn 0,05 nn
Hexachlorbutadien 1,3 0,1 nn 0,05 0,006
Hexachlorpropen 0,042 nn 0,015 nn
Dichlormethoxytriazin 0,65 1,5 1,1 0,03
Pentachlorallylnitril 0,217 nn 0,036 0,028
t-Pentachlorcrotnitril 0,25 nn 0,08 0,04
Dichlorhydroxytriazin 0,045 nn 0,025 0,013
Tetrachlorpyrazin 0,825 nn 0,66 nn
Hexachlorcyclopentadien 0,01 nn nn 0,063
Dichlortriazin-2-amin 0,207 nn nn 0,074
Heptachlorbutyronitril 0,004 nn nn 0,001
Pentachlorpyridin 2,225 nn nn 1,2
Pentachlorbenzol 0,024 nn nn 0,013
o-Tetrachlorcyanopyridin 0,002 nn nn 0,001
m-Tetrachlorcyanopyridin 0,017 nn nn 0,01
Octachlorpropan 0,525 nn nn 0,17
Octachlorcyclopenten 1,075 nn nn 0,04
o-Heptachlorpicolin 1,075 nn nn 0,43
m-Heptaclorpicolin 2,225 nn nn 0,61
Hexachlorbenzol 3,250 nn nn 1,8

Tabelle 3. Detektierbare Inhaltsstoffe des komplexen Stoffgemisches und der Fraktionen #1,
#2 und #3. nn — nicht nachweisbar

Fraktionen

Die Fraktionen des komplexen Stoffgemisches wurden durch gaschromatographische Trennung

hergestellt (Bauer, 1997). Die Zusammensetzung der Fraktionen ist der Tabelle 3 zu entnehmen.

Die Fraktionen lagen in Dichlormethan (DCM) gel6st vor. Deshalb wurden die Fraktionen zur

Testung auch weiter in DCM verdiinnt. Die Fraktionen wurden bei einer Temperatur von -80°C

gelagert und die Verdinnungen fiir die Testung wurden frisch vor jedem Experiment hergestellt.
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Gaschromatographische Untersuchungen der Fraktion #3

Die Charakterisierung der Fraktion #3 erfolgte mit der freundlichen Unterstiitzung von
Frau Dr. Kraus, Institut fiir Analytik und Umweltchemie der Martin-Luther-Universitit Halle.
Die Trennung der Fraktion #3 erfolgte gaschromatographisch unter massenspektrometrischer
Detektion im full scan mode, d.h. alle Inhaltstoffe wurden erfasst, im ausgewihlten Ionenmodus
(SIM) sowie zum Test auch unter Verwendung eines FID. Die fiir die Quantifizierung im SIM-

Modus verwendeten GC-MS-Parameter sind in Tab. 4 angegeben.

Zur Optimierung der Trennung der Fraktion #3 wurden verschiedene Methoden- bzw.
Geriteparameter variiert, um eine ausreichende Abtrennung und Quantifizierung der

interessierenden Komponenten bei moglichst geringer Laufzeit zu ermoglichen.

Substanz Retentionszeit [min] | Target Ion (m/z) | Qualifier Ionen (m/z)
Trichlortriazin 8,6 183 185,187,122
Hexachlorbutadien 11,55 225 223,227, 260
Hexachlorcyclopentadien | 14,21 237 235,239, 272
Pentachlorpyridin 17,85 251 249, 253, 216
Pentachlorbenzen 18,11 250 248, 252, 215
Octachlorcyclopenten 20,27 309 307,272, 274
Dibromacenaphthen (Ist) | 28,815 312 310, 314, 152

Tabelle 4. Parameter zum GC-MS- Monitoring der analysierten Chlorkohlenwasserstoffe

Die Referenzverbindungen wurden nach moglichst hohem Reinheitsgrad ausgewihlt. Um die
Kalibrierfunktion zu ermitteln, wurden von den verfiigbaren Standards Stammlésungen und
entsprechende Verdinnungen in Dichlormethan tber den nach Angaben friherer
Untersuchungen zu erwartenden Konzentrationsbereich hergestellt. Die Target- bzw. Qualifier

Ionen wurden tber ihr Masse/Ladung-Verhaltnis (m/z) detektiett.

Einzelsubstanzen

Um Riickschliisse zu den toxikologischen/gentoxikologischen Leitsubstanzen ziehen zu kénnen,
wurden die verfiigharen Einzelsubstanzen in den Konzentrationen getestet, die in den chemisch-

analytischen Untersuchungen der Fraktionen ermittelt wurden (vgl. Tab. 5).
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Substanz getestete Menge [ng]
Inhalt in 0,16 mg/ml Fraktion #3
Hexachlotbenzol 16,752
Hexachlorbutadien 0,056
Hexachlorcyclopentadien 0,5856
Octachlorcyclopenten 5,952
Pentachlorbenzol 0,1216
Pentachlorpyridin 11,168
Trichlortriazin 0,1584

Tabelle 5. Getestete Einzelsubstanzen. Die Mengenangabe entspricht dem Inhalt in 0,16 mg/ml
Fraktion #3.

Die Konzentration 0,16 mg/ml der Fraktion #3 wurde aufgrund der Ergebnisse aus den

Vorversuchen zu den Fraktionen des komplexen Stoffgemisches gewihlt (vgl. 3.1.2.2).

Priparation und gaschromatographische Uberpriifung der Modellgemische

Zur Identifizierung der toxikologischen Leitsubstanzen und mdoglicher Kombinationswirkungen
der Substanzen wurden 2-Komponenten-Modellgemische aus den Finzelsubstanzen in den
Konzentrationen der Fraktion #3 hergestellt. Als Losungsvermittler wurde wiederum DCM
eingesetzt. Die Priaparation der Modellgemische erfolgte mit freundlicher Unterstiitzung von

Frau Dr. Kraus, Institut fir Analytik und Umweltchemie der Universitat Halle.

Die Modellgemische wurden in 5 ml MaBkolbchen bzw. 4 ml-Vials mit pl-Dosierspritzen aus
Stammlosungen hergestellt. Die Stammlosungen wurden durch Einwiegen der jeweiligen
Verbindungen in MaBkolben, Auffillen mit DCM und anschlieBender Herstellung der benétigten
Verdunnungen pripariert. Von den Gemischen wurden jeweils ca. 250 ul in GC-Vials zur
gaschromatographischen Analyse und ca. 500 ul in verschraubbare Eppendorftubes fir den
Toxizititstest Uberfuhrt (Tab. 6). Als geeignete Analysenmethode fir die zu detektierenden
Verbindungen und die zu erwartenden niedrigen Konzentrationen erwies sich die Gas-
Chromatographie/Massenspektroskopie (GC-MS). Da fur den Toxizititstest moglichst keine
weiteren Verunreinigungen in den Gemischen sein durften, konnte fir die Quantifizierung nur
die externe Standardkalibration genutzt werden. Fir die Kalibration wurde von den zu
bestimmenden Verbindungen wiederum Stammlésungen sowie entsprechende Verdiinnungen in

Dichlormethan hergestellt, im SIM-mode vermessen und die Kalibrierfunktionen erstellt.



2 Material und Methoden

Mix # Substanzen Zielkonzentrationen der
Modellgemische
[ug/ml]
Mix 01 Hexachlorbutadien 0,05
Trichlortriazin 0,1
Mix 02 Hexachlorbutadien 0,05
Hexachlorcyclopentadien 0,5
Mix 03 Hexachlorbutadien 0,05
Pentachlorpyridin 10
Mix 04 Hexachlorbutadien 0,05
Hexachlorbenzol 149
Mix 05 Hexachlorbutadien 0,05
Pentachlorbenzol 0,1
Mix 06 Hexachlorbutadien 0,05
Octachlorcyclopenten 5
Mix 07 Octachlorcyclopenten 5
Hexachlorbenzol 13,9
Mix 08 Octachlorcyclopenten 5
Pentachlorbenzol 0,1
Mix 09 Octachlorcyclopenten 5
Trichlortriazin 0,13
Mix 10 Trichlortriazin 0,1
Pentachlorbenzol 0,076
Mix 11 Trichlortriazin 0,1
Pentachlorpyridin 0,96
Mix 12 Hexachlorcyclopentadien 0,5
Pentachlorpyridin 9,4
Mix 13 Octachlorcyclopenten 5
Pentachlorpyridin 9,1
Mix 14 Octachlorcyclopenten 5
Hexachlorcyclopentadien 0,48
Mix 15 Hexachlorcyclopentadien 0,5
Trichlortriazin 0,13
Mix 17 Hexachlorcyclopentadien 0,5
Hexachlorbenzol 14,27
Mix 18 Pentachlorpyridin 10
Pentachlorbenzol 0,11
Mix 19 Pentachlorpyridin 10
Hexachlorbenzol 15,18
Mix 20 Pentachlorbenzol 0,1
Hexachlorbenzol 13,9
Mix 21 Trichlortriazin 0,1
Hexachlorbenzol 10,57

Tabelle 6. 2-Komponenten-Modellgemische (Stammldsungen).

Die Konzentrationen der Stammldsungen wurden so berechnet, dass die Endkonzentrationen im

Toxizititstest, der Konzentration der Substanzen in 0,16 mg/ml Fraktion #3 entsprachen.
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2.1.6  Zellkultursysteme

Primirzellkultursysteme

Wiahrend fritherer Arbeiten wurde das komplexe Stoffgemisch an primiren humanen peripheren
Lymphozyten, NHBEZ und Rattenhepatozyten getestet und die Behandlungsparameter an
diesen Zellen optimiert (Muller et al., 2002). Daher wurden diese auch in den hier dargestellten

Studien angewendet.

Am  Beispiel des komplexen = Stoffgemisches wurden weiterhin  kryokonservierte

Schweinehepatozyten auf ihre Verwendbarkeit in toxikologischen Untersuchungen getestet.

Die peripheren Lymphozyten (vgl. 2.2.1.1) gehoéren zu den am besten verfliigbaren menschlichen
Zellen, da sie relativ einfach aus Blutproben isoliert werden konnen, und stellen daher ein
besonders verbreitetes System in der Gentoxizititstestung dar (Tawn and Holdsworth, 1984). Sie
wurden im Hinblick auf eine Standardisierung der Tests und einen mdglichen Einsatz fir

Untersuchungen an Probanden eingesetzt.

Humane Bronchialepithelzellen (vgl. 2.2.1.2), deren Kultur am Institut fir Umwelttoxikologie in
Halle erfolgreich etabliert und die von dieser Einrichtung freundlicherweise zur Verfigung
gestellt wurden, gelten als sensibles und besonders geeignetes humanes Modellsystem fir
Untersuchungen von vor allem inhalativ in den Organismus aufgenommene Substanzen und

Gemischen (Stock, 2002).

Ratten- und kryokonservierte Schweinehepatozyten (vgl. 2.2.1.3 und 2.2.1.4) wurden wegen ihrer
besonderen Metabolisierungsfahigkeiten eingesetzt. Sie sind in der Lage, eine Substanz wie im
intakten Organismus ohne Zusatz von weiteren Metabolisierungssystemen zu verstoffwechseln.
Die anderen hier getesteten Zellkultursysteme verfligen unzureichend tber diese

Metabolisierungsfihigkeiten.

Zelllinien

Zellen der lymphoblastoiden humanen RK]J-853-Linie wurden als Feederzellen fir die humanen
petipheren Lymphozyten im HPRT-Test/T-Zell Klonierung verwendet. Mit freundlicher
Unterstiitzung von Dr. Gerlach wurden die Zellen im Zentrum fiir Radiologie Halle mit 40 Gy vy-

bestrahlt und so inaktiviert.

Im HPRT-Test, im Test zur Klonierungsfihigkeit und wihrend der Untersuchungen zum

strangbruchinduzierenden Potential des komplexen Stoffgemisches kamen TKO6-Zellen zum
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Einsatz. Die TK6-Zellen sind humane lymphoblastoide Zellen, die in einer Suspensionskultur
wachsen. Diese Zellen wurden ausgewihlt, um eine Ubertragbarkeit der Ergebnisse aus den
Untersuchungen auf den Menschen zu ermdoglichen. Diese Zelllinie wurde freundlicherweise von

Prof. Tates, Leiden, Niederlande, zur Verfugung gestellt.

Wiahrend der Studien mit kryokonservierten Hepatozyten kamen als Kontrollen MH1C1-Zellen
(ATCC #CCL-144) zum Einsatz. Bei dieser Linie handelt es sich um Rattenhepatomzellen. Die

Zellen wachsen adhirent auf der Plastikoberfliche der Kulturgefil3e.

Die Induktion von Mutationen am Thymidinkinase-Lokus und die Analyse des
Mutationsspektrums des komplexen Stoffgemisches wurden an der Maus-Lymphoma-Zelllinie
15178Y TK'" 3.7.2.C durchgefiihrt. Die Zelllinie 1.5178Y stammt von weiblichen DBA/2-
Miusen ab, in denen leukdmische Tumore durch 3-Methylcholanthren induziert wurden (Clive e#
al., 1983). Durch Methylmethansulfonat-Behandlung wurden aus 1.5178Y-Zellen TK”/-Mutanten
isoliert und spontane TK"/-Revertanten gewonnen. Fin Klon dieser TK"-Revertanten (3.7.2.C)
wurde fiir die Entwicklung des Maus-Lymphoma-TIK "/ -Assays eingesetzt (Ubersicht bei Clive ez
al., 1987). Diese Zelllinie ist zytogenetisch sehr gut charakterisiert (Sawyer ez al, 1985). Der #-
Lokus liegt heterozygot vor (Clements, 2000) und ist distal auf Chromosom 11 lokalisiert, wobei
die beiden Chromosomen 11 durch einen Zentromerdimorphismus unterschieden werden
kénnen. Das nichtfunktionelle TK™-Allel ist dabei auf dem Chromosom 11 mit dem kleineren
Zentromer (11a) lokalisiert, das Chromosom 11 mit dem groBeren Zentromer (11b) trdgt das
funktionelle TK"-Allel (Hozier e al., 1982). Diese Zelllinie wurde freundlicherweise von Herrn

Pascal Stadelmann, Novartis, Schweiz, zur Verfigung gestellt.

Alle Zelllinien waren frei von Mycoplasma-Kontaminationen, wie durch DAPI-Firbung tiberprift

wurde.
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2.2 Methoden
2.2.1  Zellkultursysteme
2.2.1.1 Periphere humane Lymphozyten

Isolierung und Kultivierung peripherer humaner Lymphozyten

Die Isolierung erfolgte aus mit Leukozyten angereicherten Humanblutfraktionen, dem
sogenannten ,,Buffy coat”. Diese wurden von der Einrichtung fiir Transfusionsmedizin des

Klinikums zur Verfigung gestellt.

Vorbereitend wurden je 10 ml Separationsmedium (LSM®), in 50 ml LeucoSep® Rohrchen geftllt
und fir 1 min bei 900 x g zentrifugiert. Je 30 ml ,,Buffy coat® wurden mit einer Pipette mit 60 ml
PBS gemischt. Dabei wurde darauf geachtet, keine Luftblasen zu erzeugen, da dies zu einer
Konglutination der Erythrozyten fithren und sich diese dann nicht abzentrifugieren lassen
wurden (Mduller ez al, 2001). Je 22,5 ml des Blutgemisches wurden auf die vorbereiteten
LeucoSep® Rohrchen verteilt und 25 min bei 800 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis
0,5 cm oberhalb des weillen Lymphozytenrings mit einer Pipette abgesaugt und verworfen. Die
Lymphozytenringe wurden vorsichtig aufgenommen, in zwei 50 ml Réhrchen gepoolt und mit
dem doppelten Volumen an PBS gewaschen. Nach einer 10-minttigen Zentrifugation bei 800 x g
wurde der Uberstand abgesaugt und das Pellet in 10 ml PBS nochmals gewaschen. Die
Suspension wurde anschlieBend 13 min bei 130 x g zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt,
verworfen und das Pellet in jeweils 40 ml Kulturmedium fir Lymphozyten (vgl. 2.1.3)
resuspendiert. Nachdem jeweils 7 ml der Suspension in 25 cm® Gewebekulturflaschen eingesit
wurden, erfolgte eine Priinkubation der Zellen iiber 24 h im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO,,.
Dabei hefteten sich Monozyten und Granulozyten an den Flascheninnenwinden an und konnten
so abgetrennt werden. Nach 24 h wurde die Suspension vorsichtig aus der Flasche in ein
15 ml Zentrifugenréhrchen uberfihrt. Nach nochmaliger Zentrifugation mit 100 x g fir 5 min
und Resuspension des Pellets in Lymphozytenkulturmedium wurde die Zellzahl bestimmt und
die Suspension in 3 ml Gewebekulturréhrchen mit einer Dichte von 1 x 10° Zellen pro ml im
Brutschrank bei 37°C und 5 % CO, kultiviert. Auf diese Weise wurden auch kryokonservierte

Lymphozyten nach dem Auftauen (siche unten) kultiviert.

Fir den Einsatz der Zellen im Mikrokerntest (vgl. 2.2.5) wurde der Zellkultur nach einer Stunde
Inkubation im Brutschrank PHA in der Endkonzentration 2 ng/ml zugesetzt, um die Zellteilung

anzuregen. Dann wurden die Zellen weiterkultiviert.
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Der Ausschluss der Monozyten und Granulozyten ist fir den Mikrokerntest erforderlich,
wihrend im Comet Assay (vgl. 2.2.4) die gesamte Lymphozytenfraktion oder auch Vollblut
eingesetzt werden kann (De Meo ez al., 1991; Frenzilli e al., 1997; Plappert ez al., 1995).

Kryokonservierung und Auftauen von peripheren humanen Lymphozyten

Die Kryokonservierung der Lymphozyten erfolgte unmittelbar nach ihrer Isolierung aus dem
Vollblut. Das Zellpellet wurde nach dem letzten Waschschritt in Einfriermedium (4°C)
(vgl. 2.1.3) resuspendiert. Die Zelldichte betrug 1 x 10"Zellen/ml. Die Zellsuspension wurde in
1,8 ml Kryorohrchen verteilt und 2 min bei 100 x g zentrifugiert. Die Lymphozyten befanden
sich jetzt als weiches Pellet auf dem Boden des Kryoréhrchens und wurden von ca. 1,5 ml
Medium bedeckt. Um die zytotoxische Wirkung des DMSO beim Auftauvorgang moglichst
gering zu halten, wurde vom Medientiberstand noch ca. 1 ml abgesaugt. Die Kryoréhrchen
wurden fiir 1 h bei -30°C und fiir 24 h bei -80°C tiefgefroren, che sie zur Lagerung in flissigen

Stickstoff uberfuhrt wurden.

Das Auftauen erfolgte rasch in PBS (37°C). Es wurde auf jedes R6hrchen 1 ml PBS pipettiert. So
wurde das Pellet angetaut und gleichzeitig vom Boden gelost. Das Rohrchen wurde mit einer
schnellen Bewegung in ein mit 40 ml PBS gefilltes Zentrifugenréhrchen ausgeleert. Die
Lymphozyten wurden resuspendiert und bei 100 x g fir 5 min abzentrifugiert. Der zweite
Waschschritt erfolgte mit 40 ml PBS. Nach der funfminiitigen Zentrifugation bei 100 x g wurde

das Zellpellet in Auftaumedium (vgl. 2.1.3) resuspendiert und in Kultur genommen (siche oben).

2.2.1.2  Normale humane Bronchialepithelzellen

Das Gewebe zur Anlage einer Kultur von NHBEZ wurde aus Resektaten von Patienten
gewonnen, die sich auf Grund eines Bronchialkarzinomes, pulmonaler Metastasen eines
extrabronchopulmonalen Primarkarzinomes oder einer inflammatorischen Genese einer Lob-

oder Pneumektomie unterziehen mussten.

Das Lungengewebe wurde im Operationssaal in Empfang genommen, dreimal kurz in sterilem

PBS gewaschen und in gekiihlter Form in L.15-Medium zur Aufarbeitung transportiert.

Die Aufarbeitung erfolgte unter sterilen Bedingungen. Das Bronchialsegment wurde vom tibrigen
Lungengewebe mechanisch mit Hilfe von Scheren und Pinzetten, befreit und in ca. 5 mm?” Stiicke

zerschnitten. Auch Knorpelspangen wurden aus dem auszusienden Material entfernt. Die
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Bronchusteilchen wurden mit der epithelialen Seite nach oben auf die Platten aufgebracht, 5 min

angetrocknet und mit 5 ml epith—o—ser® Medium uberschichtet.

Um den auswachsenden Zellen eine optimale Anheftung an die Plastikoberflichen der
Kulturschalen zu ermdglichen, wurden die Platten im Vorfeld der Priparation mit einem Medium

beschichtet, das Medium enthielt als Anheftungsbestandteile Fibronectin und Kollagen.

Das serumfreie Medium (epith—o—ser®) in dem die NHBEZ kultiviert wurden, ist mit
proliferationsférdernden Zusitzen, wie epidermalem Wachstumsfaktor, Rinderepiphysenextrakt
und Insulin supplementiert. Nach ca. 3 Wochen stellte sich die NHBEZ-Kultur als

subkonfluenter Monolayer dar und konnte in Experimenten eingesetzt werden.

2.2.1.3 Rattenhepatozyten

Die Isolierung von primiren Hepatozyten erfolgte aus Lebern ca. 200 g schwerer minnlicher
Wistar-Ratten durch 7z sizu Perfusion mit Collagenase (modifiziert nach von Berry and Friend,
1969, und Seglen, 1976). Die Ratten wurden bei einem 12 h Tag-Nacht-Rhythmus mit freiem

Zugang zum Standard Haltungsfutter fir Ratten (Altromin, Lage) und Wasser gehalten.

Die Tiere wurden durch intraperitoneale Injektion von Pentobarbital (5 mg/100 g Kérpergewicht)
narkotisiert. Um eine Koagulation des Blutes zu vermeiden, wurden in Narkose intravends
1 ml Heparinlésung pro 250 g Kérpergewicht injiziert. Danach wurde der Bauchraum erdffnet.
Nach zweifacher Ligatur der leberversorgenden Gefil3e und Finlegen eines Katheters wurde mit der
Organperfusion der Leber begonnen. Die durch die Collagenase-Perfusion vereinzelten
Hepatozyten konnten durch einfaches Ausschiitteln der Leber im Waschpuffer aus dem
Organverband gewonnen werden. Die Hepatozyten wurden in 50 ml Roéhrchen dreimal in
Waschpuffer gewaschen und 5min bei 4°C und 52 x g abzentrifugiert. AnschlieBend wurde die
Vitalitit der Zellen mit Hilfe des Trypanblautests bestimmt (vgl. 2.2.8). Sie lag bei >95 %. Die

Zelldichte wurde mit serumfreiem MEM auf 1 x 10" Zellen/ml eingestellt.

Kryokonservierung von Rattenhepatozyten

Aus der Zellsuspension der frisch priparierten Rattenhepatozyten wurden 6x 10" Zellen
entnommen und bei 4°C und 52 x g 5 min abzentrifugiert. Das Zellpellet in 12 ml Medium zur
Kryokonservierung (vgl. 2.1.3) resuspendiert und so auf Kryoréhrchen verteilt, dass sich in einem
Kryordhrchen jeweils 1 ml Kryomedium mit 5x10° Zellen befand. Das Medium zur
Kryokonservierung (Kryomedium) enthielt als kryoprotektive Substanzen 7,5 % DMSO und 3 mM
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Glyzin (Southard, 2002). Die Kryorohrchen wurden in einen programmierbaren Kryoautomaten
Uberfithrt und nach einem an die Methode von Hengstler ¢ a/, 2000 angepassten Programm (siche
unten) eingefroren. Nach Ablauf des Programms wurden die KryorShrchen ab einer Temperatur

von -150°C aus dem Kryoautomat in einen Tank mit fliissigem Stickstoff verlagert.

Schema des automatisierten Einfrierprogramms zur Kryokonservierung von Hepatozyten:
Starttemperatur: 0°C

nach RUN wird diese Temperatur 1 min gehalten

Temperaturerniedrigung 2,0 °C/min bis -8°C

Temperaturerniedrigung 7,0 °C/min bis -33°C

diese Temperatur wird 2 min gehalten

Temperaturerthéhung 2,5°C/min bis -28°C

diese Temperatur wird 2 min gehalten

Temperaturerniedrigung 2,0°C/min bis -86°C

Freier Fall der Temperatur

Auftauen und anschlieBende Kultur kryokonservierter Rattenhepatozyten

Die Kryorohrchen wurden schnell im Wasserbad (37°C) erwirmt, wobei das Eis nicht ganz
schmelzen sollte, und dann mit Schwung in ein 50 ml Zentrifugenrohrchen ausgeleert. Im ersten
Schritt wurden tber 2 min 10 ml des Auftaumediums (vgl. 2.1.3) zur Zellsuspension pipettiert
und im zweiten Schritt 10 ml des Auftaumediums eine Minute lang hinzupipettiert. Die
Suspension wurde bei 4°C, 52 x g, 5 min zentrifugiert und das Pellet ganz vorsichtig durch
Schwenken in 1 ml Auftaumedium resuspendiert und mit einer abgeschnittenen Pipettenspitze
auf den Percollgradienten (vgl. 2.1.3) aufgetragen. Mit der restlichen Zellsuspension, einige pl, im
Zentrifugenrohrchen wurde der erste Trypanblautest (vgl. 2.2.8) nach dem Auftauen
vorgenommen. Die Dichtegradientenzentrifugation wurde bei 200 g, 4°C, 20 min zur Entfernung
toter Hepatozyten durchgefiihrt (Chesne and Guillouzo, 1988), um die Uberlebensrate in der
anschlieBenden Kultur zu optimieren. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen in 1 ml
MEM resuspendiert, gezahlt und die Vitalitit durch den Trypanblautest bestimmt (vgl. 2.2.8). Die
Zellen wurden in einer Dichte von 3 x 10° Zellen/ml ausgesit. Das Aussaatmedium bestand aus
MEM, das zu gleichen Teilen mit konditioniertem Medium von Nichtparenchymzellen der Leber

(nach Ries ez al., 2000) gemischt wurde. Nach 4 h wurden die Zellen fir 24 h in Medium aus
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50 % HGM (Runge ez al., 1999) und 50 % konditioniertem Medium von Nichtparenchymzellen

der Leber weiterkultiviert.

2.2.1.4 Schweinehepatozyten

Schweinehepatozyten wurden aus Lebern von 30-35 kg schweren und 12-16 Wochen alten
Schweinen pripariert. Um eine Koagulation des Blutes zu vermeiden, wurden dem anisthesierten
Tier 2,5 ml Heparinlosung intravends injiziert. Nach der Resektion der Leber wurde diese sofort mit
ciskaltem L15-Medium blutfrei gesptilt. Wihrend dieser Perfusion wurden die Vetletzungen am
Leberstiick zugeniht. Danach wurde das Leberstiick zum Transport auf Eis gelagert und zur
weiteren Aufarbeitung ins Labor gebracht. Die Hepatozyten wurden dann in einer
Zweischrittperfusion bei 37°C isoliert. Die Perfusion startete mit dem Priperfusionspuffer 1 fir
15 min bei einer Durchflussrate von 50 ml/min, gefolgt von Priperfusionspuffer 2 fir 15 min bei
gleicher Durchflussrate. Zur Desintegration des Lebergewebes wurde die Perfusion mit einem
collagenasehaltigen Puffer fir 15 min bei gleicher Durchflussrate fortgeftihrt. Die nachfolgenden
Schritte wurden entsprechend der Methode zur Isolierung von Rattenhepatozyten (vgl. 2.2.1.3)

unter einer Sterilbank ausgefiihrt.

Kryokonservierung von Schweinehepatozyten

6 x 10" Zellen wurden aus der fertigen Zellsuspension nach der Isolierung entnommen und mit
der doppelten Menge MEM aufgefillt, in eine 25 cm? Kulturflasche umgefillt und 30 min im
Brutschrank bei 37°C inkubiert. Aller 10 min wurde die Schale geschwenkt. Diese Vorinkubation
der Zellen erhoht die Anheftungsrate nach dem Auftauen (Alexandre ez a/, 2002; Houle ef al.,
2003; Silva ez al, 1999). Nach der Vorinkubation wurden die Schweinehepatozyten 5 min bei
52 x g und 4°C abzentrifugiert und der Einfrierprozess wie bei Rattenhepatozyten (vgl. 2.2.1.3)

beschrieben fortgesetzt.

Auftauen und anschlieBende serumfreie Kultur kryokonservierter Schweinehepatozyten

Der Prozess des Auftauens entspricht dem der Rattenhepatozyten (siche oben).

Die anschlieBende Kultivierung erfolgte 4 h mit einem Gemisch aus 50 % MEM und

50 % konditioniertem Medium von Nichtparenchymzellen der Schweineleber, danach fir

24hmit 50 % HGM und 50 % konditioniertem Medium von Nichtparenchymzellen der
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Schweineleber. Die weitere Kultivierung erfolgte bis zur Konfluenz der Zellen mit 100 % HGM,

wobei aller 24 h ein Medienwechsel vorgenommen wurde.

Nachweis der Proliferation kultivierter kryokonservierter Schweinehepatozyten

Die Proliferation der Hepatozyten wurde vom zweiten bis zum fiinften Kulturtag (konfluenter
Monolayer) durch Bestimmung der Zellzahl ermittelt. Dazu wurden die Hepatozyten mit einem
Gemisch aus Trypsin und Collagenase vom Boden der Kulturschale abgelost und die Anzahl der

Zellen in einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer bestimmt.

Harnstoffbestimmung

Ausdifferenzierte Hepatozyten synthetisieren Harnstoff als Endprodukt des Stickstoff-
Stoffwechsels. Das Medium wurde aller 24 h gewechselt und der Harnstoff in 50 pl des
Kulturiiberstands nachgewiesen. Die Harnstoffkonzentration wurde mit dem Blood Urea
Nitrogen Kit nach Anleitung der Herstellerfirma bestimmt. Die Methode beruht auf dem

colorimetrischen Nachweis des Stickstoffatoms im Harnstoff nach Crocker, 1967.
Prinzip des Tests: Diacetyl Monoxime + Harnstoff = roter Farbstoff + Hydroxylamin

Die Harnstoffkonzentration ist direkt proportional zur Intensitit des gebildeten
Farbstoffkomplexes. Die Intensitit des Farbstoffes wird spektrophotometrisch bei einer
Wellenlinge von 540 nm gemessen. Die Quantifizierung des Harnstoffs erfolgte durch Vergleich
der Absorptionen mit einer Standardkurve. Die Standards wurden im Konzentrationsbereich von

06,25 bis 100 nmol mit HGM hergestellt.

Die Harnstoffsyntheserate wurde als nmol x 10" Zellen x 24 h™' berechnet.

Cyvtochrom P450 Aktivitat

Die 7-Ethoxyresorufin-O-deethylase-Aktivitit (EROD), katalysiert von CYP1A1, und die der
Pentoxyresorufin-O-dealkylase (PROD), katalysiert von CYP2B1, wurden direkt in intakten
kultivierten kryokonservierten Schweinehepatozyten nach der Methode von Lubet e a/, 1985
bestimmt. Die Messung erfolgte nach der Inkubation mit 8 uM Ethoxyresorufin bzw.
Pentoxyresorufin fir 2 h. Zum Medium wurde wahrend der Inkubation jeweils 1 mM Dicumarol
zugefligt, um die weitere Verstoffwechselung des entstandenen Resorufins zu verhindern. 75 ul
der Probe aus dem Uberstand der Zellen wurden mit 0,15 ul B-Glucoronidase + Arylsulfatase

und 25 pul Natriumacetat-Puffer versetzt und bei 39°C unter Schiitteln inkubiert. Nach
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2hwurden 200 ul 96 %-igem Ethanol zugesetzt und die Reaktionsgefile 10 min bei
1000 x g zentrifugiert, um denaturiertes Protein aus der Losung zu entfernen. 150 ul der Probe
wurden in schwarze 96-well Platten pipettiert und die Fluoreszenz bei 530 nm
Anregungswellenlinge und 590 nm Emission im Fluoroskan Ascent FL Fluorimeter detektiert.
Die Resorufinmenge wurde anhand einer Standardkurve mit Resorufin im Konzentrationsbereich
von 0,5 bis 10 pmol in HGM quantifiziert. Die CYP-Aktivitit wurde als pmol x 10*Zellen” x h

berechnet.

RT-PCR leberspezifischer mRNAs

Zum Nachweis leberspezifischer mRNA in 48 h kultivierten zuvor kryokonservierten
Schweinehepatozyten wurde die RNA nach der vom Hersteller fiir den Gebrauch von TRIZOL”
beschriebenen Methode isoliert. Die reverse Transkription erfolgte nach der Anleitung der Firma
Promega: 1 ug RNA wurde fiir 3 min auf 70°C erhitzt und sofort auf Eis abgekiihlt. 5 ul des M-
MLV RT 5x Reaktionspuffers, 2 ul der ANTP (jedes 10 mM), 1 pl Random Hexanucleotidprimer,
0,5 ul RNasin, 0,3 ul M-MLV RT (60 U Endkonzentration) und DEPC-H,O ad 15 pl wurden zur
denaturierten RNA hinzu pipettiert. Das Reaktionsgefi3 wurde vorsichtig geschwenkt, fur
45 min bei 42°C inkubiert und anschlieBend fir 3 min auf 95°C erhitzt. Die cDNA wurde bis
zum Gebrauch bei -20°C gelagert. Die cDNA der leberspezifischen mRNA Albumin (ALB),
Cytochrom P450 Subtyp 1A1 (CYP1A1l), Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase (PCK),
Carbamoylphosphat-Synthetase (CPS) und Transferrin (TFN) wurden durch 30 PCR-Zyklen bei
einer Annealingtemperatur von 52°C amplifiziert. GAPDH wurde als interner Standard in
28 Zyklen bei einer Annealingtemperatur von 56°C amplifiziert. Die Expression von Albumin
(ALB) und Alpha-Fetoprotein (AFP) wurde zusitzlich nach 24 h, 48 h, 72 h und 96 h der Kultur
bestimmt. Die Amplifikation des AFP erfolgte durch 20 Zyklen bei einer Annealingtemperatur

von 61°C. Die eingesetzten Primerpaare sind in Tab. 1 zusammengefasst.

2.2.1.5 Konditioniertes Medium von Nichtparenchymzellen der Leber

Das konditionierte Medium von Nichtparenchymzellen der Leber der jeweiligen Versuchstierart
wurde nach einer Methode von Ries ¢z a/., 2000 gewonnen. Die Nichtparenchymzellen wurden
mit 50% konditioniertem Medium und 50% HGM ohne Wachstumsfaktoren serumfrei kultiviert,
der Medienwechsel erfolgte aller 48 h. Nach 6, 8 und 10 Kulturtagen wurde der 48 h-

Medieniiberstand abgenommen und nach Sterilfiltration als konditioniertes Medium verwendet.
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2.2.2  Testparameter

Zellkultursysteme

Die Suspensionskulturen von humanen Lymphozyten, TK6-Zellen und L5178Y-Zellen wurden
abzentrifugiert, gezihlt und in dem die Testsubstanzen in unterschiedlichen Konzentrationen

enthaltenden frischen Kulturmedium resuspendiert.

Die adhirenten Zellkulturen von NHBEZ und Rattenhepatozyten wurden vor der einstiindigen
Behandlung 5 min zur Ablésung von der Plastikoberfliche trypsiniert, abzentrifugiert, gezahlt
und in einem Reaktionsgefil mit dem die Testsubstanzen in den Testkonzentrationen

enthaltenden Kulturmedium versetzt.

Bei den kryokonservierten Schweinehepatozyten erfolgte die Behandlung gleich nach dem

Auftauen in dem mit den Testsubstanzen versetzten Kulturmedium.

Negativ- und Vehikelkontrollen

Als Negativkontrolle wurden unbehandelte Zellsuspensionen im Kulturmedium verwendet. Die

Zellen wurden in den Testansitzen genauso behandelt wie alle anderen Proben.

Die Zellsuspensionen der Vehikelkontrollen wurden immer mit der héchsten eingesetzten

Konzentration des jeweiligen Losungsvermittlers behandelt.

Positivkontrollen

Im alkalischen und neutralen Comet Assay kam das DNA-strangbruchinduzierende H,O, in den

Konzentrationen 300 mM bzw. 40 uM als Positivkontrolle zum Einsatz.

Die Substanz MMC (0,5 M), die in der Lage ist, Chromosomenaberrationen auszulosen, wurde

als Referenzmutagen im Mikrokerntest verwendet.

Im HPRT-Test und Koloniebildungstest wurde das Mutagen EMS (200 uM) als Positivkontrolle

angewandt.

Mit den mutagenen Substanzen MMS und B(«)P wurden im MLA die Positivkontrollen ohne S9-
Mix bzw. mit S9-Mix durchgefithrt. Dabei kam B(x)P bei der Zugabe von S9-Mix zur
Anwendung, da diese Substanz ein indirekt wirkendes Mutagen ist und erst nach Metabolisierung

mutagen wirkt.
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Behandlung

Wihrend der Behandlung der Zellen mit dem komplexen Stoffgemisch, den Fraktionen,
Einzelsubstanzen oder Modellgemischen wurden die Zellkulturflaschen oder Reaktionsgefil3e im
Brutschrank bei 37°C inkubiert. Aufgrund von Daten aus fritheren Untersuchungen (Miiller,
2000) wurden unterschiedliche Behandlungszeiten gewihlt, diese sind daher bei der Beschreibung

der jeweiligen Methode bzw. in den Ergebnissen angegeben.

Konzentrationen der Testsubstanzen

Die Konzentrationen der Testsubstanzen wurden gemil} international akzeptierter Prifrichtlinien
(EPA, 1986; EWG, 1986; Miltenburger, 1993; OECD, 1983) gewihlt, in denen gefordert wird,
dass bei 7z witro Studien zur Gentoxizitit zur FErfassung von Konzentrations-Wirkungs-
Bezichungen mindestens drei verschiedene ansteigende Substanzkonzentrationen einzusetzen
sind. Zusatzlich wird gefordert, die hochste Testkonzentration so zu wihlen, dass sich die

Mitoseaktivitat in den behandelten Zellen auf 50 % reduziert.

Die in friheren Untersuchungen (Miller, 2000) erhobenen Daten zur Zytotoxizitit und die
daraus resultierenden Testkonzentrationen des komplexen Stoffgemisches stellten die Basis fur
die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Studien dar. Die Konzentrationsbereiche wurden

dabei entsprechend der Sensitivitit der verwendeten Zellkultursysteme angepasst.

Comet Assay

Der alkalische Comet Assay wurde an humanen Lymphozyten, NHBEZ, Rattenhepatozyten

und kryokonservierten Schweinehepatozyten durchgefihrt.

Im neutralen Comet Assay wurden ebenfalls humane Lymphozyten und zusitzlich TK6-Zellen
verwendet. Die Zahl der behandelten Zellen lag zwischen 10.000 und 50.000 Zellen/Probe. In
beiden Test-Protokollen wurden nur Zellsuspensionen eingesetzt, die nach der Behandlung eine

Vitalitat von > 85 % aufwiesen.

Das komplexe Stoffgemisch wurde in allen vier Primarzellkultursystemen im alkalischen Assay
und in humanen Lymphozyten und TKG6-Zellen im neutralen Comet Assay charakterisiert. Der

Konzentrationsbereich betrug 0,005 mg/ml bis 0,32 mg/ml.

Die Fraktionen des komplexen Stoffgemisches wurden nur im alkalischen Comet Assay in
humanen Lymphozyten, NHBEZ und Rattenhepatozyten gepriift. Der auf den Ergebnissen mit

dem komplexen Gemisch basierende Konzentrationsbereich war 0,08 mg/ml und 0,16 mg/ml.
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Die Einzelsubstanzen und Zwei-Komponenten-Modellgemische wurden aufgrund der Datenlage
ebenfalls nur im alkalischen Comet Assay getestet, wobei als Zellsystem nur noch humane

Lymphozyten eingesetzt wurden.

Bei der Ermittlung der Testkonzentration wurde der Gehalt der jeweiligen Komponente(n) in
0,16 mg/ml der Fraktion #3 zu Grunde gelegt, da sich diese Konzentrationsstufe in allen

Testsystemen als gentoxisch wirksam und nicht zytotoxisch erwiesen hatte.

Mikrokerntest

Der in vitro-Mikrokerntest ist direkt an die Verwendung von Lymphozyten als Testsystem
angepasst, daher wurden die Untersuchungen ausschlieflich an diesen Zellen durchgefiihrt. Die
getesteten Konzentrationen betrugen fiir das komplexe Stoffgemisch 0,01 mg/ml — 0,32 mg/ml
und fur die Fraktionen des komplexen Stoffgemisches 0,16 mg/ml (Begrindung siche oben). Die
Einzelsubstanzen wurden in den Konzentrationen getestet, in der sie in 0,16 mg/ml der Fraktion

#3 enthalten waren.

Die folgenden drei Tests wurden nur mit dem komplexen Stoffgemisch vorgenommen.

Genmutationstests

Der HPRT-Test wurde mit humanen Lymphozyten und TKO6-Zellen durchgeftihrt. Die

Verwendung der Zellen basierte auf den Literaturdaten von Albertini ef /., 1982 bzw. Furth e al,
1981. Der eingesetzte Konzentrationsbereich betrug 0,01 mg/ml bis 0,32 mg/ml.

Der Maus-Lymphoma-Assay wurde mit 1.5178Y TK"" 3.7.2.C-Zellen, einer speziell dafiir
entwickelten Zelllinie, ausgefiihrt (vgl. 2.1.6). Der untersuchte Konzentrationsbereich lag wie im

HPRT-Test fiir das komplexe Stoffgemisch 0,01 mg/ml — 0,32 mg/ml.

Koloniebildungsfihigkeit
Im Test zur Koloniebildungsfihigkeit wurden TKO6-Zellen verwendet. Der getestete

Konzentrationsbereich betrug fir das komplexe Stoffgemisch 0,01 mg/ml — 0,16 mg/ml.
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2.2.3  Das externe Metabolisierungssystem S9-Mix

Nicht alle gentoxischen Substanzen wirken direkt gentoxisch, viele Stoffe werden erst durch ihre
Metabolisierung gentoxisch; sie wirken indirekt. Da die meisten 7z vitro-Kulturen nicht Gber die
erforderliche Enzymausstattung zur Metabolisierung verfigen, wie sie im intakten

Siugerorganismus zu finden ist, muss bei der iz witro-Testung ein  externes

bl

Metabolisierungssystem eingesetzt werden, wodurch eine dem Sdugerorganismus annihernd

vergleichbare Stoffwechselsituation geschaffen wird.

Gatehouse ¢7 al., 1990 gibt die Leber als das geeignetste Organ fiir die Gewinnung eines externen
Metabolisierungssystems an. In der Leber, dem Hauptstoffwechselorgan fiir exogene und
endogene Substrate, werden CYP Enzyme besonders stark exprimiert. Diese Enzyme spielen
cine wichtige Rolle bei der Giftung bzw. Entgiftung von Fremdstoffen im Korper. Sie
metabolisieren lipophile Fremdstoffe durch Oxidation zu hydrophilen Produkten, die vom

Korper ausgeschieden werden kénnen (Dekant and Vamvakas, 1994).

Eine vermehrte Expression von verschiedenen Cytochromen kann durch die Gabe von
Induktoren, z. B. Aroclor, einem Gemisch polychlorierter Biphenyle, ausgelost werden. Dies
findet Anwendung bei der Herstellung der so genannten S9-Fraktion aus Rattenleber zur
Praparation des S9-Mixes. Der S9-Mix zeichnet sich durch einen hohen Gehalt an Enzymen des
CYP Systems aus. Dieser S9-Mix wurde schon bei friheren Untersuchungen zum Ames-Test mit

Salmonella t. angewandt (Bauer ¢ al., 1995).

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die enzymatische Leberaktivierung durch das Gemisch aus
polychlorierten Biphenylen, welches in der Literatur als Aroclor 1254 bezeichnet wird (Czygan ez
al., 1973). Aroclor ist der gebrduchlichste Induktor, mit dessen Hilfe die Identifizierung eines
breiten Spektrums von Mutagenen und Promutagenen ermoglicht wird (Ames ez al., 1975; Czygan

et al., 1973).

Die Wahl des S9-Mix und dessen Aktivierung sollte in Abhingigkeit der zu untersuchenden
Substanzen erfolgen, da unterschiedliche Stoffgruppen unterschiedliche Enzymsysteme
induzieren. So aktiviert S9-Mix aus Hamstern eine Anzahl von N-Nitrosaminen effektiver als S9-
Mix aus Rattenlebern. Aroclor-S9-Mix kann durch einen S9-Mix aus PB/B-NF induzierten
Lebern (CYP2B1, CYP2B2 und CYP1A1) ersetzt werden (Lewis, 1996). Es kénnen auch andere

Organe, z. B. die Lunge, zur Herstellung des S9-Mix verwendet werden.

Das hier untersuchte komplexe Stoffgemisch und seine Fraktionen enthielten zahlreiche

halogenierte Kohlenwasserstoffe ohne bekannte gentoxische Wirkung, fiir die es keine Hinweise
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auf ein bevorzugtes Aktivierungssystem gibt. Aroclor wurde gewihlt, weil hierzu bereits

umfangreiche Daten aus Genmutationstests zur Verfugung standen (Bauer 7 a/., 1995).

Leberaktivierung und Herstellung der S9-Fraktion

Vor der Applikation wurde Aroclor in Erdnussél (Czygan ez al., 1973) in einer Konzentration von
200 mg/ml gelost. Einer minnlichen Wistarratte mit einem Mindestgewicht von 250 g wurden
funf Tage vor Versuchsbeginn 500 mg/kg Aroclor 1254 ip. injiziert. Funf Tage nach der
Behandlung wurde die Ratte getotet und die Bauchdecke im Abdominalbereich sofort unter
sterilen Bedingungen eréffnet. Nach dem Ausbluten wurde die Leber entnommen und bei 4°C
in 0,15 M steriler KCI-Losung aufbewahrt. Die Leber wurde anschlieBend gewogen, zerschnitten
und pro g mit 3 ml 0,15 M steriler KCl-Losung versetzt. Dieses Gemisch wurde homogenisiert
und in sterilen Plastikzentrifugenréhrchen 10 min bei 4°C mit 6000 x g zentrifugiert. Der so
gewonnene Uberstand (S9-Fraktion) wurde in sterile Kryordhrchen verteilt und bis zur weiteren

Verwendung bei —80°C gelagert.

Herstellung und Finsatz des S9-Mix

Vor Testbeginn wurde aus der S9-Fraktion der S9-Mix hergestellt:

Anteile am S9-Mix in der Reihenfolge der Zugabe (vgl. 2.1.3):

1. Phosphatstamml&sung 30 %
2. Kl 20 %
3. MgCl, 20 %
4. S9-Fraktion 10 %
5. NADP 10 %
6. Glc-6-P 10 %

Die Reihenfolge musste ecingehalten werden, um Auskristallisierungsprozesse einzelner

Komponenten zu verhindern. NADP, Glc-6-P und die §9-Fraktion wurden auf Eis aufgetaut.

Die Versuchsabliufe des Comet Assays und des MLA wurden durch den Einsatz des S9-Mix
nicht wesentlich beeinflusst (vgl. 2.2.4 und 2.2.7).

Den Zellsuspensionen wurde S9-Mix wihrend der Inkubation mit den Testsubstanzen in einer
Konzentration von 10 % zugesetzt. Die Behandlungsdauer betrug im Hochstfall 3 h, da S9-Mix

allein zytotoxisch und gentoxisch wirken kann. Bei lingeren Behandlungszeiten mit dem
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Testgemisch erfolgte die Zugabe fir 3 h am Ende der Inkubationsphase (Madle and Obe, 1980;
Tafazoli and Kirsch-Volders, 19906).

Validierung des S9-Mix

Die Validierung des S9-Mix erfolgte im MILA unter Einsatz von B(«)P. Die Substanz B(x)P wirkt

nur nach Metabolisierung gentoxisch.

2.24 Comet Assay

Seit Ostling and Johanson, 1984 zum ersten Mal die Methode der Einzelzell-Gelelektrophorese
publizierten, verbreitete sie sich innerhalb kirzester Zeit in vielen Laboren, die sich mit Schiden
an DNA, deren Reparatur und Gentoxizititstestung befassten (Ross ez al., 1995). Der Test findet
auf Grund seiner Sensitivitat, seiner Einfachheit in der Durchftihrung, der Unabhingigkeit von
Zellzyklen (Olive et al, 1990) und der Eignung fir alle kultivierbaren Zellkultursysteme (Pool-
Zobel and Leucht, 1997) hiufige Anwendung. Der Hauptvorteil besteht in der Moglichkeit
Effekte an Einzelzellen beobachten zu koénnen und so die Menge des einzusetzenden

Zellmaterials zu minimieren.

Yendle e al., 1997 beschrieb Faktoren, die Einfluss auf die Linge der Kometenschweife nehmen
und die die Ergebnisse bei falsch gewiahlten Methodenansitzen beeinflussen bzw. verfilschen
konnen. Besonders zur Relaxationszeit der DNA besteht grof3e Variabilitit. Deshalb wurden in
der vorliegenden Arbeit fir alle Zellkultursysteme die gleichen Versuchsbedingungen im
neutralen bzw. alkalischen Comet Assay angewendet. Diese konnen jedoch variiert werden

konnen, falls im Test schwer reproduzierbare oder gar keine Ergebnisse erfasst werden koénnen.

2.24.1 Alkalischer Comet Assay

Der alkalische Comet Assay dient zum Nachweis von DNA-Einzelstrangbrichen, zu einem
geringen Prozentsatz auch von DNA-Doppelstrangbriichen und AP-Stellen. Der Test stellt einen
Indikatortest fur die Erfassung gentoxischer Wirkungen dar. Er beruht auf der Fihigkeit der
DNA, im elektrischen Feld zu wandern. Werden die Zellen einer alkalischen Lyse unterzogen
und anschlieBend fiir eine definierte Zeit einem alkalischen Puffer ausgesetzt, kommt es einerseits
zur  Trennung der DNA-Doppelstringe, andererseits werden alkalisensitive DNA-

Verinderungen, wie z.B. AP-Stellen, in Strangbriiche umgewandelt. Da DNA in eukaryontischen
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Zellen hochspiralisiert im Zellkern vorliegt 16sen Strangbriiche in der DNA das Supercoiling und
bewirken eine Entspannung der DNA. Die negativ geladenen DNA-Fragmente kénnen sich nun
im elektrischen Feld zur Anode bewegen. Je mehr DNA-Schiden in Form von Strangbriichen
oder alkalisensitiven Stellen auftreten, desto weiter wandert die DNA im elektrischen Feld. Die
DNA wird nach Zelllyse, Relaxationszeit und Elektrophorese durch Anfirbung mittels eines
spezifischen Fluoreszenzfarbstoffes, z. B. Ethidiumbromid, im Fluoreszenzmikroskop in Form
eines Kometen sichtbar. Wahrend bei ungeschadigter DNA nur der runde Zellkern sichtbar wird,

ist die Linge des ,,Kometenschweifs* ein Maf3 fiir die DNA-Schidigung.

Durchfithrung

Speziell aufgeraute Objekttrager wurden mit 1 ml 1 % NMP-Agarose iiberzogen. Diese Schicht
wurde nach kurzem Antrocknen wieder abgekratzt und mit einer Grundschicht
von 300 ul 0,6 % NMP-Agarose tiberschichtet, mit einem Deckglas iiberdeckt und die Agarose

ohne direkten Kontakt tber Eis, zum Erstarren gebracht.

Nach der Entfernung des Deckglases folgte die Uberschichtung mit der Zellschicht. Dazu
wurden 10000 - 50000 behandelte Zellen (vgl.2.2.2) in 85 ul 37°C warmer 0,5 % LMP-Agarose
resuspendiert und auf den vorbeschichteten Objekttriger aufgebracht, mit Deckglas abgedeckt
und 10 min Gber Eis gelagert. Mit einer Deckschicht aus 85 ul 0,5 % LMP-Agarose wurden die
Zellen tberschichtet. Die Objekttrager wurden wiederum 10 min tber Eis gelagert und nach der
Entfernung des Deckglases fir 1 h in der Lyselosung bei 4°C inkubiert. Die Lyse dient zur
Freilegung der DNA aus dem Kern. Die Objekttriger wurden danach in die
Elektrophoresekammer eingebracht, welche im FEisbad stand, und 1 him stark basischen
Elektrophoresepuffer vorinkubiert, der bewirkte die Relaxation der DNA. Die Elektrophorese
erfolgte 30 min bei 300 mA (0,7 V/ cm). Um falsch positive Ergebnisse zu vermeiden, wurde die
Elektrophorese unter strenger Temperaturkontrolle durchgefithrt, da eine Temperaturerh6hung
auch die DNA-Migration steigert (Speit ef al., 1999). Nach Abschluss der Elektrophorese wurden
die Objekttrager mit Neutralisationspuffer bei Raumtemperatur abgespilt und iber Nacht im
Kihlschrank in Neutralisationspuffer gelagert. Die Firbung erfolgte mit Ethidiumbromid, einem

Fluoreszenzfarbstoff, der in DNA interkaliert (McKelvey-Martin ez /., 1993).

Als Positivkontrolle wurden die Zellen mit H,O, in der Endkonzentration von 300 uM behandelt
(Singh ez al., 1988).
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Die Durchfihrung des Comet Assay musste weitestgehend im Dunkeln oder bei Rotlicht
erfolgen, um zusitzliche Schidigungen oder Photoreparatur der DNA durch Lichtenergie
auszuschlieBen (Singh ez a/, 1988).

Auswertung

Die  Auswertung  erfolgte sofort nach der Firbung mit einem  NIKON
Auflichtfluoreszenzmikroskop Modell E 600, Filtersatz G2A (Anregungswellenlingen 510 —
560 nm/Sperrfilter 595 nm), 100 W UV-Lampe. Die Kometenlinge wurde mit Hilfe einer

Kamera und eines speziell dafiir entwickelten Softwaresystems gemessen.

Um falsch positive Ergebnisse auszuschlieSen, wurden nur Zellen ausgewertet, die deutlich iiber
eine Kometenkopf- und -schwanz -Region verfigten (siche Abb. 1). Es wurden pro Objekttrager
50 Kometenschweife ausgemessen (Hanelt ez al, 1997). Dabei wurden Randbereiche des
Objekttrigers ausgespart, da sich dort Kometen befinden, die eine unspezifische DNA-Migration
aufweisen. Es wurden mindestens 2 Objekttriger pro Konzentration der Testsubstanz aus

mindestens zwei voneinander unabhingigen Experimenten ausgewertet.

Abbildung 1. Mikroskopische Aufnahmen (400-fache Vergroflerung) von A) intakter DNA aus
unbehandelten NHBEZ und B) fragmentierte DNA aus mit 300 uM behandelten NHBEZ im
Comet Assay.

Der Grad der Schidigung der DNA kann in verschiedenen Parametern angegeben werden. Tice
et al., 2000 machen in den ,,Guidelines for in vitro and in vivo genetic toxicology testing* die
Anmerkung, dass es sehr viele verschiedene Auswerteparameter fur die DNA Schidigung gibt.
Die metrische Auswertung erfasst die Linge der DNA-Migration in um (Tice e# al, 2000). Thr
liegt die Auffassung zugrunde, dass die Linge der Migration direkt proportional zur
Fragmentgrof3e ist und sich proportional zum Grad der Schadigung durch Strangbriche und AP-
Stellen und indirekt proportional zum Ausmall von DNA-Crosslinks verhilt. In fritheren
Untersuchungen (Miller, 2000) wurde die Kometenschweiflinge in um (DNA-Migration) als
Maf fir die DNA-Schidigung gewihlt. Da die vorliegende Arbeit auf diesen Studien aufbaut,
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wurde diese Auswertung auch hier gewihlt, um die Vergleichbarkeit der Konzentrations-

Wirkungsbeziehungen der getesteten Substanzen zu gewihtleisten.

Das Tail Moment, von Olive ¢f al., 1990 beschrieben, ist eine weitere Moglichkeit, die DNA-
Schidigung metrisch auszudriicken. Es ist das Produkt aus der mittleren DNA-Migration und der
relativen Fluoreszenzdichte im Kometenschweif. Diese Darstellung wird in der Literatur sehr
hiufig, besonders im Zusammenhang mit der rechnergestiitzten Auswertung, benutzt (Tice ef al,

2000). In der vorliegenden Arbeit wird es fiir die Berechnung der Reparaturkapazitit verwendet

(vgl. 2.2.4.3).

2.2.4.2  Neutraler Comet Assay

Singh and Stephens, 1997, erreichten mit dem ,,neutralen” Comet Assay Protokoll eine sehr gut
reproduzierbare Sensitivitit beim Nachweis von Doppelstrangbriichen. Anders als im alkalischen
Comet Assay, der hauptsichlich Einzelstrangbriiche nachweist, zeigte der neutrale Comet Assay
dass durch das komplexe Stoffgemisch auch ein nicht unerheblicher Teil Doppelstrangbriiche
ausgelost wurde. Die Validierung des Tests erfolgte durch die Behandlung der humanen
Lymphozyten mit 40 uM H,O,. Wasserstoffperoxid verursacht an der DNA nur
Einzelstrangbriiche (Wojewodzka e al, 2002), somit dirfen im Neutralen Test keine

Kometenschweife nachzuweisen sein.

Im neutralen Comet Assay wurde als Laufpuffer Tris-Acetat, pH 9 verwendet. Die Lyse erfolgte
mit 1 % Triton X. Die Objekttriger wurden nach der Lyse fir 20 min in diesem Puffer (4°C)
dquilibriert und anschlieBend die Elektrophorese im gleichen Puffer fir 60 min
bei 12V (0,41 V/cm) und 50 mA durchgefithrt. Auch hier erfolgte die Elektrophotrese im
Eiswasserbad. Aufgrund der Tatsache, dass unter den gewihlten Bedingungen tberwiegend
Doppelstrangbriiche nachweisbar waren, zeigte sich nach der Behandlung der Zellen im

Vergleich zum alkalischen Comet Assay eine kompaktere Form der Kometen.

2.24.3 DNA-Reparaturstudien mit Hilfe des alkalischen Comet Assays

Die Messung der Kometenschweiflingen nach unterschiedlichen Reparaturzeiten erfolgte nach
einer modifizierten Methode von Harreus e a4/, 2001; Visvardis e al, 1997. Ziel dieser
Untersuchungen war es, die DNA-Reparatur in humanen Lymphozyten nach der Behandlung mit

dem komplexen Stoffgemisch bzw. den Fraktionen quantitativ zu beschreiben und Unterschiede
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im Reparaturverhalten der Zellen nach verschiedenen Behandlungszeiten bzw. zwischen den

Fraktionen aufzuzeigen. Abbildung 2 erldutert schematisch das Prinzip des Tests.

Schidigung
\ /
M T T >
0 min 30 min 90 min Reparaturzeit
nach Schidigung

Abbildung 2. Schematische Darstellung der Kometenschweiflinge nach Schidigung der DNA
durch komplexes Stoffgemisch und nachfolgenden unterschiedlichen Reparaturintervallen. Die
Fragmentierung der DNA, die in der Ausdehnung und Intensitit des Kometenschweifes sichtbar
wird, verringert sich mit zunehmender Reparaturzeit. (nach Harreus e a/., 2001)

Zu jedem Reparaturzeitpunkt wurden neben der behandelten Probe, auch unbehandelte Zellen

als Negativkontrolle und mit dem jeweiligen Losungsvermittler behandelte Zellen als

Vehikelkontrollen mitgefihrt.

Durchfithrung

Die DNA-Reparaturstudien wurden mit 10.000 humanen Lymphozyten nach einstiindiger bzw.
24-stiindiger Behandlung in je einem ml Kulturmedium mit 0,04 mg/ml des komplexen
Stoffgemisches und mit 0,04 mg/ml der Faktionen #1, #2 und #3 durchgefithrt. 5 min vor Ende
der Behandlung wurden die Zellen 5 min bei 100 x g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt und die Zellen in 1 ml Kulturmedium aufgenommen. Die Reaktionsgefid3e wurden fur
0 min; 5 min; 10 min; 20 min; 30 min; 60 min; 90 min und 120 min nach Beendigung der
Behandlung im Wasserbad bei 37°C inkubiert. 5 pl der Zellsuspension wurden zum jeweiligen
Zeitpunkt entnommen und fir den Vitalititstest mit Trypanblau verwendet. Nur
Zellsuspensionen mit mindestens 85% vitalen Zellen wurden in den Comet Assay einbezogen.
Der Rest der Zellsuspension wurde kurz abzentrifugiert, in LMP-Agarose aufgenommen und auf
dem Objekttriger ausplattiert. Die Objekttrager mit den Zellen wurden bis zum Start der Lyse
ohne direkten Kontakt auf einer Eisoberfliche im Kiuhlschrank gelagert, um eine weitere
Reparatur der DNA zu verhindern. Die weitere Behandlung und die Auswertung der

Objekttriger erfolgten wie unter 2.2.4.1 beschrieben.
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Auswertung

Das Ausmal} der DNA-Schidigung wurde mit der Kometenschweiflinge beschrieben [um)].

Zur Berechnung der Reparaturkapazitit der Zellen wurde das Tail Moment herangezogen.
Behandelte Zellen mit einem Tail Moment >2 (Olive and Banath, 1993) galten als unbeschidigt.
Die Reparaturkapazitit wurde berechnet aus dem Quotienten ungeschidigter Zellen nach 20 min
Reparatur und ungeschidigter Zellen in der Negativkontrolle (modifiziert nach Harreus e al.,

2001).

Ungeschidigte Zellen in % nach 20 min

Reparaturkapazitit ,, ., = Reparatur

Ungeschidigte Zellen in % der Negativkontrolle

2.2.5 Mikrokerntest

Bei dem Mikrokerntest handelt es sich um einen Gentoxizititstest zum Nachweis von
Chromosomenaberrationen (Chromosomenmutationstest). Mikrokerne bestehen aus falsch
verteilten Chromosomenbruchstiicken oder ganzen Chromosomen, die bei der Zellteilung nicht
in die Tochterzellen integriert werden. Das betrifft vor allem kinetochorlose Fragmente, kann
aber auch Ergebnis der Brickenbildung dizentrischer Elemente sein (Madle e 4/, 1993). Sie
kondensieren in der darauf folgenden Interphase zu einem oder mehreren Mikrokernen. Wie
Zellkerne besitzen Mikrokerne eine Kernmembran. Mikrokerne kénnen nur wihrend der Mitose
sichtbar werden. Fir die nachfolgend beschriebenen Untersuchungen wurde der sogenannte 7
vitro Cytokineseblock-Mikrokerntest eingesetzt, der sich durch den Einsatz von Cytochalasin B
etwas von dem frither durchgefihrten 7z vivo Mikrokerntest unterscheidet (Bauer ez 4/, 1995). Der
in der vorliegenden Arbeit verwendete Test erlaubte keine Unterscheidung zwischen strukturellen
und numerischen Chromosomenaberrationen, da durch den Cytokineseblock-Mikrokerntest auch
die zu Genommutationen fithrenden Klastogene und Spindelgifte, erfasst werden (Lang and

Madle, 1993; Miller ¢z /., 1997).

Die wichtigste Voraussetzung fiir den Einsatz von Zellen im 7z vitro Mikrokerntest ist deren
Proliferationsfihigkeit. Dabei wird die Zellteilung in der Anaphase der Mitose mit Hilfe von
Cytochalasin B verhindert, welches in den Aufbau der Mikrofilamente des Spindelapparates der
Zelle eingreift und somit die zytoplasmatische Trennung nach der Kerntrennung blockiert
(Fenech and Morley, 1986; Romagna, 1993). Die DNA der Kerne kann mit
Fluoreszenzfarbstoffen angefirbt werden. Somit lassen sich sowohl doppelkernige Zellen als

auch Mikrokerne unter dem Fluoreszenzlicht sichtbar machen.
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Miller ez al., 1997 erwihnt die gute Einsatzfahigkeit von Lymphozyten fir den Mikrokerntest, da
sie durch Phytohiamagglutinin zur Proliferation angeregt werden koénnen (Preston, 1985). Der
Mikrokerntest kann im Zuge von Zulassungsverfahren von Chemikalien etc. den geforderten
Chromosomenaberrationstest zur Charakterisierung der gentoxikologischen Eigenschaften

ersetzen (Miller ef al., 1997; Surralles and Natarajan, 1997).

Durchfithrung

Der Mikrokerntest wurde zum Nachweis von durch das komplexe Stoffgemisch hervorgerufenen
Chromosomenaberrationen verwendet. Es wurden die Fraktionen und Einzelsubstanzen
untersucht, um mogliche toxikologische Leitsubstanzen zu identifizieren. Nach der Isolierung
wurden die Lymphozyten zunichst nach dem beschriebenen Verfahren (2.2.1.1) kryokonserviert
und spiter nach Bedarf aufgetaut, wobei gleiche Chargen fur unterschiedliche Versuchsansitze zu
nutzen waren. Das war wichtig, da einige Autoren eine Abhingigkeit des Auftretens von
Mikrokernen vom Zellalter beschrieben haben (Fenech and Motley, 1986; Surralles and
Natarajan, 1997).

Die Lymphozyten wurden 20 h in phytohdamagglutininhaltigem Medium kultiviert, danach wurde,
wie bei Sgura ef al, 1997 beschrieben, das Stoffgemisch in verschiedenen Konzentrationen
zugegeben und die Zellkultur weitere 24 h im Brutschrank gehalten. Nach 44 h schloss sich
die 24-stindige ~ Behandlung  der  Zellen mit  Cytochalasin = B-Losung in  der
Endkonzentration 3 ug/ml an (Fenech and Motley, 1985). Danach wurden die Zellen bei 425 x g
fir 10 min abzentrifugiert, der Uberstand verworfen, das Pellet in 2 ml PBS resuspendiert und
die Lymphozyten nochmals bei 425 x g fur 10 min zentrifugiert. Das gewaschene Pellet wurde
in 1 ml Fixativ  resuspendiert und 5 min bei 200 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in wenigen Tropfen Fixativ aufgenommen. Mit Hilfe einer
Transferpipette wurde die Zellsuspension auf einen sauberen Objekttriger iibertragen und an der
Luft getrocknet. Die Positivkontrolle wurde mit 0,5 M MMC durchgefiihrt (Surralles and
Natarajan, 1997).

Auswertung

Zur Auswertung wurden die Objekttriger wie folgt gefirbt: Die angetrocknete Zellsuspension
wurde mit der Arbeitslésung tberschichtet und 3 min bei Raumtemperatur angefiarbt (Hayashi ez
al., 1983). Danach wurden die Priparate dreimal im Soerensen-Puffer 2 min lang gewaschen.

Uber die Zellen wurde ein Tropfen Puffer gegeben und ein Deckglas aufgelegt. Die Auswertung
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erfolgte sofort mit dem NIKON Auflichtfluoreszenzmikroskop Modell E 600, Filtersatz G2A
(Anregungswellenlingen 510 - 560 nm/Sperrfilter 595 nm). Pro Objekttriger wurden 1.000
doppelkernige Zellen ausgewertet. Die Haufigkeit des Auftretens von Zellen mit Mikronuklei
wurde als Mikrokernrate bestimmt, sie gibt das Maf3 der Chromosomenschidigung wieder. Jedes
Experiment wurde zweimal unabhingig voneinander durchgefiihrt. Grundlage der Auswertung
war die unterschiedliche Fluoreszenz von DNA und RNA im angeregten Zustand: DNA
fluoresziert griin, RNA rot. Die Mikrokerne waren demnach im Priparat als kleine griin-
fluoreszierende Punkte neben bzw. zwischen Doppelkernen sichtbar. Die Auswertekriterien

wurden aus der Arbeit von Fenech, 2000 tibernommen.

2.2.6  Nachweis von Genmutationen

In Genmutationstests werden vererbbare Funktionsinderungen erfasst. Vererbbarkeit und
Funktionsinderung sind dabei Aspekte von unmittelbarer toxikologischer Relevanz (Glatt, 1993).
Fir die Beurteilung, ob Stoffe moglicherweise kanzerogene Figenschaften besitzen, ist es

unabdingbar, dass Befunde aus Mutagenititstests vorliegen (Lang and Madle, 1993).

2.2.6.1 HPRT-Test

Ein Test, der zur Gruppe der Genmutationstests gehort, ist der HPRT-Test. HPRT steht fir
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase. Dieses Enzym spielt im Purinstoffwechsel der
Zelle eine Rolle. Sie aktiviert Guanin-Analoga zu toxischen Metaboliten, die auch in
Nukleinsduren eingebaut werden und so als Zellgift wirken. Fine zellulire Resistenz gegen
Guanin-Analoga ist immer auf den Funktionsverlust oder eine eingeschrinkte Funktion der
HPRT zuriickzufiihren. Ursache hierfiir ist eine Mutation im X-chromosomalen Strukturgen /prz
oder in dessen Regulatorregion. Die Zelle ist trotzdem lebensfihig, da sie in der Lage ist, Purin de

novo zu synthetisieren. Auf dieser Eigenschaft beruht das Prinzip des HPRT-Tests.

Als Substrat wird den Zellen Thioguanin angeboten, das in Zellen mit intakter HPRT
metabolisiert wird und als Zellgift wirkt. Zellen die keine intakte HPRT besitzen, metabolisieren

Thioguanin nicht und haben einen Uberlebensvorteil, so dass sie in Kultur proliferieren.

Das System ist sehr gut charakterisiert, das heute bekannte Mutationsspektrum umfasst u.a.
hunderte verschiedener Punktmutationen, aber auch vollstindige Deletionen, die auch aul3erhalb
des HPRT-Gen liegen konnen (Glatt, 1994). Sehr groflie Deletionen, die weit tber den

Genbereich des HPRT-Gens hinausgehen, werden aufgrund ihrer mdglichen zytotoxischen
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Wirtkung nicht erfasst (Wu e al, 1998). Beim Menschen haben Stérungen der HPRT
pathophysiologisch beim Lesch-Nyhan-Syndrom und bei der Gicht im hoheren Alter Bedeutung,.

2.2.6.1.1 HPRT-Test an humanen Lymphozyten/T-Zell Klonierung

Durchfihrung

Die humanen peripheren Lymphozyten wurden, wie in Kapitel 2.2.1.1 beschrieben, isoliert.
Danach erfolgte ein Priming der Lymphozyten mit 1 pg/ml PHA im Kulturmedium, um die
Zellteilung anzuregen. Die Lymphozyten wurden danach 1 h mit dem komplexen Stoffgemisch
behandelt (vgl. 2.2.2). Nach der Behandlung wurden die Lymphozyten in PBS gewaschen und in
zwei  Untersuchungsgruppen aufgeteilt. FEine Gruppe diente zur Ermittlung der
Klonierungseffizienz unter nichtselektiven Bedingungen, d.h. ohne Zusatz von Thioguanin. Mit
Hilfe der anderen Gruppe sollte eine Mutantenselektion unter Thioguaninzusatz erfolgen, um die
Mutantenfrequenz zu bestimmen. Die Tests wurden nach der Methode von Hittner und
Mitarbeitern konzipiert und durchgefithrt (Huttner and Holzapfel, 1996; Huttner e a/, 1995).
Als Positivkontrolle wurde EMS in einer Konzentration von 200 uM eingesetzt (Steen ef i,

1997b).

Ermittlung der Klonierungseffizienz unter nichtselektiven Bedingungen (CE)

Um die Zytotoxizitit des komplexen Stoffgemisches nach der Behandlung zu ermitteln und die
Uberlebensrate der Zellen nach 14 Tagen Kultur zu erfassen, wird die Klonierungseffizienz der

Z.ellen bestimmt.

Die Lymphozyten wurden in HPRT-Medium-Basis auf eine Dichte von 5.000 Zellen/ml
eingestellt. Die Feederzellen RK] 853 wurden aufgetaut und zweimal mit PBS gewaschen und bei
200 x g 10 min abzentrifugiert. Fiir eine Mikrotiterplatte im 96-well-Format wurden pro well 10*
Feederzellen in 200 ul HPRT-Medium (vgl. 2.1.3) eingesetzt. Fir die CE Bestimmung wurden
zwei Platten eingesetzt, eine mit 5 Lymphozyten/well plus 10* Feederzellen/well und die zweite
mit 2 Lymphozyten/well plus 10* Feederzellen/well. Die Lymphozyten und die Feederzellen
wurden in HPRT-Medium sorgfaltig vermischt und mit einer Mehrkanalpipette ausplattiert. Die
Platten wurden anschlieBend mit Frischhaltefolie umwickelt und fiir 14 Tage bei 37°C und 5 %
CO, inkubiert. Die Inkubation etfolgte mit 100 U/ml rekombinantem humanem Interleukin-2

(Branda and Albertini, 1995).
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Ermittlung der Mutantenfrequenz unter selektiven Bedingungen (MF)

Fir die Thioguaninselektion wurden finf Mikrotiterplatten je im Test eingesetzter Konzentration
des komplexen Stoffgemisches verwendet. Jede Platte enthielt 2 x 10* Lymphozyten, jedoch keine

Feederzellen. Die Selektion erfolgte in HPRT-Medium-Selekt (vgl. 2.1.3).

Auswertung
Dazu wurden die Platten 14 Tage bei 37°C und 5 % CO, inkubiert und dann unter dem

Mikroskop ausgewertet. Erfasst wurden die bewachsenen wells der Platte, also die positiven

Klone.

HPRT-Test an TK6-Zellen

Der Test wurde nach einer Methode von Furth ez a/, 1981 durchgefihrt.

Vorbereitung

Die TK6-Zellen wurden nach dem Auftauen 6 Tage in Medium kultiviert und vor Beginn des
Experiments 2 Tage in CHAT-Medium, um das Auftreten spontaner Apr~-Mutanten zu
reduzieren. Danach wurden die Zellen 24 h vor Behandlungsbeginn in THC-Medium kultiviert.

Die Zelldichte wurde jeden Tag auf 5 x 10° Zellen/ml eingestellt.

Durchfiihrung

Bei der gleichen Zelldichte erfolgte die einstiindige Behandlung der Zellen in Kulturmedium, das
mit im Test eingesetzten Konzentrationen von 0,01 mg/ml bis 0,32 mg/ml an komplexem
Stoffgemisch versetzt war. Als Positivkontrolle diente 200 uM EMS. Nach der Behandlung
wurden die Zellen abzentrifugiert und mit PBS gewaschen. Ein Teil der Zellen wurde gleich fir
die Zytotoxizititsbestimmung in Mikrotiterplatten kultiviert und der andere Teil wurde in
normales Kulturmedium eingesit und 10 Tage weiterkultiviert, da sich der Phianotyp der
Mutanten im Aprt erst nach 6-10 Tagen ausprigt. Die Zelldichte wurde tiglich auf 5x 10°

Zellen/ml eingestellt.

Die Klonierungseffizienz wutrde in zwei 96-well-Mikrotiterplatten, die jeweils 2-3 Zellen/well
enthielten, bestimmt. Die Mutantenfrequenz wurde in mit 2 pg/ml Thioguanin versetztem
Kulturmedium bestimmt. Es wurden vier Mikrotiterplatten mit je 4 x 10" Zellen/well je

Konzentration der Testsubstanzen angesetzt.
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Auswertung

Die Platten wurden 14 Tage im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO, inkubiert und danach

wurden die bewachsenen wells unter dem Mikroskop ausgezihlt.

2.2.6.2 Maus-Lymphoma-Assay

Der Maus-Lymphoma-TK "/ -Assay gehért auch in die Gruppe der Genmutationstests. Er findet
aufgrund der Moglichkeit, damit neben Genmutationen auch Chromosomenmutationen
nachzuweisen, eine immer weitere Verbreitung zum Screening von Chemikalien (Cole ef al.,
1999). Dieser Test findet deshalb auch Anwendung zum Nachweis mutagener Wirkungen von
neuen oder unbekannten Substanzen in der chemischen und pharmazeutischen Industrie
(Mitchell ef al., 1997). In diesem Test werden Mutationen nachgewiesen, die zum Funktionsausfall
des autosomalen TK-Gens in fithren. Der Test beruht auf der Fihigkeit der Zellen, nach einem
Funktionsausfall der TK mit TFT zu proliferieren. TFT ist ein Thymidinanalogon, das in Zellen

mit intakter TK als Zellgift wirkt.

Der Test verfiigt tiber eine hohe Sensitivitit, wobei Kontrollen fir pH-Wert und Osmolalitit
berticksichtigt werden missen und eine getrennte Erfassung grofler und kleiner Kolonien
erfolgen muss (Li e al, 1991). Der Nachweis kleiner Kolonien gibt Hinweise auf Deletionen im

Gen (Blazak et al., 1980).

Vorbereitung

Nach dem Auftauen der Zellen wurden diese 7 Tage in RPMI-10 kultiviert, bis die
Generationszeit etwa 12 h betrug. Bei der Kultivierung von L5178Y-Zellen wurde darauf
geachtet, dass die Zelldichte unter 1,5 x 10° Zellen/ml blieb. Zu diesem Zeitpunkt musste die
spontane Mutationsrate iberprift werden. Hierbei wurde in zwei 96-well-Mikrotiterplatten die
Klonierungseffizienz und in vier Platten die Mutantenfrequenz (siche unten) bestimmt. Die
Mutantenfrequenz  sollte  zwischen  60x10° und 300x 10° liegen und  die
Klonierungseffizienz > 50 % sein. Lag die Mutantenfrequenz durch Akkumulation von Mutanten
hoher, wurde eine Abtrennung der tk”- und tk”" -Mutanten durch Selektion durchgefiihrt. Die
Zellen wurden dazu 24 hin THGM Medium kultiviert und danach noch zwei Tage in THG
Medium (Honma ez al., 1999).
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Durchfithrung

Die Zellen wurden 1 h mit dem komplexen Stoffgemisch in den Konzentrationen 0,01; 0,02 und
0,04 mg/ml behandelt. Spiter wurden die Konzentrationen deutlich reduziert (0,00075; 0,001,
0,005; 0,01 mg/ml), da sich die hohen Konzentrationen in Vorversuchen als zytotoxisch
erwiesen. Die Tests wurden mit und ohne Zusatz von S9-Mix durchgefiihrt. Bei der
Positivkontrolle ohne S9-Mix wurden die Zellen mit 100 pg/ml MMS behandelt und unter
Zusatz von S9-Mix wurde die Positivkontrolle mit 1,5 pg/ml B(«)P durchgefithrt. Die
Behandlung der Zellen (5,3 x 10° Zellen/ml) erfolgte in 9,5 ml RPMI-5, welches mit den
jeweiligen Konzentrationen des komplexen Stoffgemisches versetzt wurde. Bei der Testung ohne
S9-Mix wurden dem Ansatz noch 500ul 0,15M KCI-Losung, bei der Testung mit
extrametabolisierendem System 500 ul S9-Mix zugefiigt. Die Inkubation erfolgte im Brutschrank
bei 37°C auf ecinem Taumler, der die KulturrGhrchen leicht bewegte. Am Ende der
Behandlungszeit wurden die Zellen 5 min bei 200 x g abzentrifugiert und danach in einer Dichte
von 2x10° Zellen/mlin RPMI-10 resuspendiert. Ein Teil wurde zur Bestimmung der
Klonierungseffizienz nach der Behandlung verwendet. Da sich der Phinotyp der #-Mutanten

erst nach 48 h ausprigt, wurde der andere Teil der Zellsuspension 2 Tage weiterkultiviert.

Bestimmung der Zytotoxizitit nach der Behandlung/Klonierungseftizienz

Von jeder Behandlungsgruppe wutde ein Aliquot der Zellsupension mit RPMI-20 auf 8 Zellen/ml
verdunnt. Je 200 ul der verdinnten Zellsuspension wurden in jedes well von zwei 96-well-
Mikrotiterplatten mit Rundbéden pipettiert, das ergibt statistisch 1,6 Zellen/well. Die Platten
wurden anschliefend fur 7 Tage im Brutschrank inkubiert. Zur Auswertung der absoluten
Klonierungseffizienz nach der Behandlung wurde die Anzahl der wells mit lebenden Klonen

bestimmt (abs. CE).

Bestimmung der Mutantenfrequenz unter selektiven Bedingungen

Die Kulturen wurden zwei Tage nach der Behandlung mit 99 ml RPMI-20 auf 10* Zellen/ml
verdinnt. Nun wurde 1 ml einer 300 pg/ml TFT-Losung zugegeben. Mit der Mehrkanalpipette
wurden 200 ul Portionen dieser Zellsuspension in jedes well von vier Mikrotiterplatten mit flachen

Béden verteilt (2000 Zellen/well). Diese Platten wurden 14 Tage im Brutschrank bei 37°C inkubiert
(ME).
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Bestimmung der Klonierungseffizienz nach 2 Tagen Expressionszeit

Zur Berechnung der relativen Klonierungseffizienz war es notwendig, die Klonierungseffizienz der
Zellen zwei Tage nach der Behandlung unter nichtselektiven Bedingungen zu erfassen. Von jeder
Behandlungsgruppe wurde eine Zellsuspension von 8 Zellen/ml in 200 pl Portionen auf zwei
Mikrotiterplatten mit Rundboden verteilt (1,6 Zellen/well). Diese Platten wurden 14 Tage im
Brutschrank bei 37°C inkubiert. Bei der Auswertung wurden die bewachsenen wells der

Mikrotiterplatten ausgezihlt (CE2).

Auswertung

Nach der Inkubation der Platten im Brutschrank wurden folgende Parameter bestimmt:

- Anzahl der wells ohne Kolonien zur Bestimmung der Gesamt-Mutantenfrequenz,

- Anzahl der wells ohne grofle Kolonien (= 1/3 des well-Durchmessers) zur Bestimmung
der Mutantenfrequenz fiir grof3e Kolonien,

- Anzahl der wells ohne kleine Kolonien (< 1/3 des well-Durchmessers) zur Bestimmung

der Mutantenfrequenz fiir kleine Kolonien.

Bilder mit Beispielen von wells mit groflen bzw. kleinen Kolonien sind in Abb. 3 gezeigt.

e

Abbildung 3. Mikroskopische Bilder von wells mit A) einer grof3en Kolonie, B) einer gro3en und
einer kleinen Kolonie und C) mit nur einer kleinen Kolonie bei der Auswertung des MLA. (50-
fache VergroB3erung)

Zur Berechnung der Klonierungseffizienzen wurden folgende Formeln verwendet:

- [y

abs. CE = 6

EW = Anzahl der leeren wells pro 96-well-Platte
TW = Anzahl der wells pro Platte (=96)

1,6 = theoretisch ausgesite Anzahl der Zellen pro well
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rel. CE = abs. CEBChandlung
abs. CEKontrolle

Die Mutantenfrequenz (MF) gibt die Anzahl der Zellen mit einem TEFT-resistenten Phanotyp

pro 10° iberlebende Zellen wieder:

2000

abs. CE2

x 10°

MF =

EW = Anzahl der wells ohne Kolonien pro 96-well-Platte

TW = Anzahl der wells pro Platte (=96)

abs. CE 2 = absolute Klonierungseffizienz zum Zeitpunkt der Selektion

2000 = theoretisch ausgesite Anzahl der Zellen pro well

Zur Berechnung der Mutantenfrequenz fiir kleine bzw. grof3e Kolonien wurde die Anzahl der

wells ohne kleine bzw. grof3e Kolonien als EW in die Formel eingesetzt.

Molekulare Analyse TEFT-resistenter Kolonien zum Nachweis des Verlusts der Heterozvootie auf

Chromosom 11

Um die Mechanismen, die zum Ausfall der Enzymaktivitit der Thymidinkinase gefiihrt haben,
niher zu charakterisieren, wurde das Ausmal} des LOH an funf polymorphen Markern: D77.4g/1,
D11Mit67, D11Mit29, D11Mit21, D11Mit63 analysiert.

Vorbereitung

Fir die molekulare Analyse von spontan entstandenen TFT-resistenten Zellen wurden L5178Y-
Kulturen aufgetaut und 6 Tage in RPMI-10 kultiviert. AnschlieBend wurden 8 Mikrotiterplatten
mit je 2000 Zellen pro well in 200 pl RPMI-20se angesetzt und fiir 14 Tage im CO2-Brutschrank
inkubiert. Die Mikrotiterplatten wurden auf positive Klone tberpriift und pro Platte wurden je
sieben kleine und sieben grof3e Kolonien isoliert. Dazu wurden wells ausgewihlt, die jeweils nur
eine kleine oder grofle Kolonie enthielten. Zur Isolierung wurden das Medium und die Zellen im
well mit einer Pipette durchmischt, in eine 6-well-Platte mit 5 ml RPMI-20sa tiberfithrt und im
COz2- Brutschrank fir 2-3 Tage inkubiert. Die isolierten Zellkolonien wurden anschlieBend in
25 cm?-Flaschen in  selektivem Medium weiter kultiviert. Bei geeigneter Zellzahl

(<1 x 10° Zellen/ml) wurden die Zellen geerntet und in TRIZOL. aufgenommen.
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Fir die Gewinnung von induzierten TFT-resistenten Zellen wurden Kolonien aus den Platten fur
die Mutantenselektion ausgewahlt. Die Isolierung der Kolonien und die Expansion der Zellen

erfolgte wie bei den spontan entstandenen TFT-resistenten Zellen.

Durchfiihrung

DNA Isolierung

Die Isolierung der DNA wurde aus TRIZOL geernteten Zellen nach Vorschrift der Firma
Invitrogen vorgenommen. Die DNA wurde in 100 ul 8mM NaOH Puffer bei pH = 8 gel6st und
bei 4°C gelagert.

PCR zur Analyse der polymorphen Marker auf Chromosom 11

Eine sogenannte ,touchdown“-PCR wurde zur Analyse der polymorphen Marker auf den
Chromosomen 11 durchgefihrt. Die Annealing-Temperatur zur spezifischen Anlagerung der
PCR-Primer wurde so gewahlt, dass in der PCR nur die gewutnschten, polymorphen DNA-
Bereiche amplifiziert wurden (Liechty e al, 1998; Speit and Merk, 2002).

Marker Position auf Chr. 11 [cM] | PCR-Produktgro3e von | PCR-Produktgrof3e
Chr. 11a von Chr. 11b
D11.Agl1 78,0 440 bp 523 bp
D11Mit67 57,0 134 bp 150 bp
D11M:z29 40,0 140 bp 160 bp
D11M:r21 20,0 157 bp 174 bp
D11Mit63 2,0 151 bp 163 bp

Tabelle 7. Zuordnung der PCR-Produkte zu den untersuchten polymorphen Marker auf den
Chromosomen 11a und 11b.

Schema der PCR-Reaktionsansitze zur Analyse aller Marker:
12,5 pl 2 x PCR Master Mix (#K0171, Fermentas)
0,5 ul Primer Marker.fwd (10 pmol/ul)
0,5 pl Primer Marker.rev (10 pmol/ul)
10,0 ul template-DNA
nukleasefreies Wasser ad 25 pl.
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Zur Amplifikation des LOH-Markerbereiches D77.4g/7 wurde das folgende PCR Programm

verwendet:
2min 94°C | —p | 2 Zyklen: —» | 7x 2 Zyklen:
20 s 94°C 20 s 94°C
20 s 72°C 20 s 71°C-65°C a
20 s 72°C 20 s 72°C

a = -1°C/Doppelzyklus

v

5 min 72°C <4— | 25 Zyklen:
20 5 94°C
20 s 65°C
20 s 72°C

Zur Amplifikation der LOH-Markerbereiche D771Mit67, D11Mit29, D11M:t21 und
D11M:it63 wurde das folgende PCR-Programm verwendet:

2min 94°C | —p | 2 Zyklen: —» | 7x 2 Zyklen:
205 94°C 20 s 94°C
20 s 61°C 205 60°C-52°C a
20s72°C 20s72°C
a = -1°C/Doppelzyklus

v

5 min 72°C <4— | 25 Zyklen:
20 5 94°C
20 s 50°C
20 s 72°C

Auswertung

Zur Analyse der Amplifikationsprodukte des Markers D77.4¢/1 wurden nach der PCR
4 ul Ladepuffer und 12 pl PCR-Produkt gemischt, auf ein 1,5 %-iges Agarosegel (NEEO)
aufgetragen und eine 45-minttige Elektrophorese bei 80 V durchgefihrt. 12 ul der
Amplifikationsprodukte der Marker D77Mit67, D11Mit29, D11Mit21 und D71Mit63 wurden
nach der PCR ebenfalls mit 4 ul Ladepuffer versetzt, auf ein 2 %-iges Agarosegel (NEEO)
aufgetragen und durch eine 90-minitige Elektrophorese bei 200 V getrennt. Ein Verlust der
Heterozygotie wurde dann festgestellt, wenn im Bandenspektrum der PCR nur ein PCR-Produkt

zu erkennen wat.
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2.2.7  Bestimmung der Zytotoxizitit durch Koloniebildungsfihigkeit

Ein weiterer Test zur Uberpriifung der Zytotoxizitit einer Substanz besteht in der Fihigkeit von
Zellen, Kolonien als Maf3 fur die Proliferation und Vitalitit detr Zellen zu bilden. Dabei wird nach
der Behandlung mit der Testsubstanz eine definierte Zellzahl ausgesit und nach 10 Tagen die
Anzahl der Kolonien als MaB fiir das Uberleben der Zellen gezihlt. Dieser Test wurde mit TK6-

Zellen als Suspensionskultur in Mikrotiterplatten durchgefiihrt.

Durchfithrung

Die TK6-Zellen wurden nach dem Auftauen 6 Tage in Medium kultiviert, wobei die Zelldichte
jeden Tag auf 5x 10° Zellen/ml eingestellt wurde. Die 24-stiindige Behandlung der Zellen
erfolgte bei der gleichen Zelldichte in Kulturmedium, das mit den im Test verwendeten
Konzentrationen des komplexen Stoffgemisches (0,01 mg/ml bis 0,16 mg/ml) versetzt wat. Als

Positivkontrolle wurden die Zellen mit 200 uM EMS behandelt.

Nach der Behandlung wurden die Zellen abzentrifugiert, mit PBS gewaschen und in einer
Zelldichte von 13 Zellen/ml in Kulturmedium aufgenommen. Diese Zellsuspension wurde in
200 pl Portionen mit der Mehrkanalpipette auf zwei 96-well-Mikrotiterplatten verteilt, das ergibt

statistisch 2,6 Zellen/well.

Auswertung

Die Platten wurden 14 Tage im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO, inkubiert und anschlieend

unter dem Mikroskop ausgewertet. Gezihlt wurden die mit einer Kolonie bewachsenen wells.

Die Berechnung der PE erfolgte nach der Formel:

o (3

PE = 5

EW = Anzahl der leeren wells pro 96-well Platte
TW = Anzahl der wells pro Platte (=906)

2,6 = theoretisch ausgesite Anzahl der Zellen pro well
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Das relative Zelliiberleben der behandelten Zellen ergab sich aus dem Verhiltnis der PEs der

behandelten und der unbehandelten Zellen, und wurde wie folgt berechnet:

el PE = 5 PPBehandlung

abs. PEKontrolle

2.2.8 Bestimmung der Vitalitit mittels Trypanblautest

Durch den in dieser Arbeit eingesetzten Vitalititstest, die Trypanblaufirbung, lassen sich
Membranschidigungen nachweisen (Lindl and Bauer, 1994) und somit tote Zellen anfirben.

Der sauere Farbstoff Trypanblau dringt dabei durch die geschidigte Membran in tote Zellen ein
und bindet als Anion leicht an Proteine. Die héchste Aufnahmefihigkeit besteht bei einem pH

von 7,5.

Durchfihrung

Die Firbung der Zellen erfolgte mit 0,25 %-iger steriler angewarmter Trypanblaulosung, die im

gleichen Mengenverhiltnis eingesetzt wurde wie die Zellsuspension. Das Gemisch wurde ca.

3 min bei 37°C inkubiert.

Auswertung

Die Auswertung erfolgte sofort in einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer mit einem inversen
Lichtmikroskop. Gezahlt wurden alle ungefirbten Zellen und alle Zellen, welche tber eine leichte
bis tiefblaue Firbung verfiigten. Es wurde der prozentuale Anteil gefirbter Zellen mit

Membranschidigungen an der Gesamtzahl der Zellen ermittelt.

2.2.9  Statistik

Um signifikante Unterschiede zwischen den Werten im Comet Assay zu erkennen, wurde der

Student’s t-Test angewendet.

Die statistische Uberpriifung des Mikrokerntest erfolgte mit dem y* —Test. Unterschieden wurde

zwischen doppelkernigen Zellen ohne Mikrokern und doppelkernigen Zellen mit Mikrokern.

Fir alle anderen Experimente wurde der Mann-Whitney-U-Test eingesetzt.
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2.2.10 Ethikvotum

Das positive Votum der Ethikkommission zum Forschungsvorhaben ,,Gentoxizititstestung

komplexer Stoffgemische® ist datiert auf den 07.07.1999 (Vorsitz: Prof. Dr. Sziegoleit).

2.2.11 Tierversuche

Die Tierversuche zur Herstellung von S9-Fraktion aus Rattenlebern und zur Gewinnung von
Hepatozyten der Ratte und des Schweins zum Anlegen einer Primirzellkultur wurden nach
Antragstellung genehmigt.

Genehmigungsnummern: 15G16; K6M5; K61G1
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zur Identifizierung toxikologischer Leitsubstanzen und

gentoxischer Wirkungen des komplexen Stoffgemisches

3.1.1 Untersuchungen zum strangbruchinduzierenden Potential des komplexen Stoffgemisches

mit Hilfe des alkalischen Comet Assay

Der alkalische Comet Assay ist ein sensitiver Test zum Nachweis von Strangbriichen und
alkalilabilen Stellen in genomischer DNA anhand derer das gentoxische Potential einer Substanz

bestimmt werden kann.

Fir das komplexe Stoffgemisch, dessen Fraktionen und einzelne Substanzen sowie
Modellgemische wurden Konzentrations-Wirkungsbeziehungen mit unterschiedlichen primiéren

Zellkultursystemen erstellt.

3.1.1.1 Validierung des Auswertesystems mit dem komplexen Stoffgemisch

In friheren Arbeiten wurde der Einfluss des komplexen Stoffgemisches auf DNA-Schidigungen
in humanen Lymphozyten, NHBEZ und Rattenhepatozyten bestimmt (Miiller, 2000). Da in der
hier durchgefihrten Studie die Auswertemethodik (Software und Mikroskop) geindert wurde,
war es notwendig, die Untersuchungen zur Uberpriifung der Vergleichbarkeit zu wiederholen.
Die Untersuchungen wurden mit und ohne S9-Mix als externes Metabolisierungssystem
durchgefithrt und die DNA-Schidigung in Form von DNA-Strangbriichen in Abhingigkeit von

der Konzentration des komplexen Stoffgemisches bestimmt (Abbildung 4 bis 6).
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Abbildung 4. Abhingigkeit der DNA-Migration im Comet Assay von der Behandlung humaner
Lymphozyten mit unterschiedlichen Konzentrationen des komplexen Stoffgemisches (1h).
Negativkontrolle: unbehandelte Zellsuspension; Vehikelkontrolle: Zellsuspension mit dem
Losungsvermittler DMSO (56 uM) behandelt; Positivkontrolle:  Zellsuspension mit H,O,
(300 uM) behandelt. Mittelwerte + Standardabweichungen; * p < 0,001 im Vergleich zur

Negativkontrolle.
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Abbildung 5. Abhingigkeit der DNA-Migration im Comet Assay von der Behandlung von
NHBEZ mit unterschiedlichen Konzentrationen des komplexen Stoffgemisches (1h).
Negativkontrolle: unbehandelte Zellsuspension; Vehikelkontrolle: Zellsuspension mit dem
Losungsvermittler DMSO (56 uM) behandelt; Positivkontrolle: Zellsuspension mit H,O,
(300 uM) behandelt. Mittelwerte + Standardabweichungen; * p < 0,001 im Vergleich zur
Negativkontrolle.



3 Ergebnisse 71

60
*

50 A *
E
=
Y 40 -
g
st
=
o

*

E 30 .
S il
]
o 20 A
g
3
M *

10 i

0 <

¥ Y N\
& & 001 002 004 008 016 032 &
& o o
& &
X0 g .
& S Konzentration des N
s < komplexen Stoffgemisches [mg/ml]

Abbildung 6. Abhingigkeit der DNA-Migration im Comet Assay von der Behandlung von
Rattenhepatozyten mit unterschiedlichen Konzentrationen des komplexen Stoffgemisches (1h).
Negativkontrolle: unbehandelte Zellsuspension; Vehikelkontrolle: Zellsuspension mit dem
Losungsvermittler DMSO (56 uM) behandelt; Positivkontrolle:  Zellsuspension mit H,O,
(300 uM) behandelt. Mittelwerte + Standardabweichungen; * p < 0,001 im Vergleich zur
Negativkontrolle.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Kometenschweiflingen in allen Zelltypen proportional zur im
Test eingesetzten Menge des komplexen Stoffgemisches anstiegen. Es gab keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Versuchsansitzen mit und ohne S9-Mix, so dass das Stoffgemisch als
direkt gentoxisch zu charakterisieren ist (vgl. Abb. 4 und 5). Fir Rattenhepatozyten war keine
Zugabe von S9-Mix notwendig, da diese selbst iiber eine ausreichende Metabolisierungskapazitit
verfigen. Das als Vehikelkontrolle mitgefiihrte Losungsmittel DMSO (56 uM Endkonzentration)
l6ste keine DNA-Schidigungen aus. Dem gegentiber wurden in allen drei Zelltypen bereits bei
der niedrigsten im Test verwendeten Konzentration des komplexen Stoffgemisches im Vergleich
zur Negativkontrolle signifikant erhéhte DNA-Strangbruchraten ausgelost.

Diese hier erzielten Ergebnisse stimmen mit Daten fritherer Arbeiten Gberein (Miller, 2000).
Durch den Einsatz des neuen Auswertesystems und —verfahrens konnte eine deutliche Zunahme
der Auswertesensitivitit erreicht werden. Aus diesem Grund wurde fir die weitergehenden

Untersuchungen nur noch das in dieser Arbeit beschriebene Auswertesystem verwendet (vgl.

2.2.4).
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3.1.1.2 Induktion von DNA-Strangbriichen durch fraktioniertes komplexes Stoffgemisch

Um Hinweise auf die toxikologischen Leitsubstanzen des komplexen Stoffgemisches zu erhalten,
wurden drei verschiedene Fraktionen des Gemisches im Hinblick auf ihr Potential untersucht,
DNA-Strangbriiche  zu  induzieren. Die  Fraktionen wurden durch  priparative
Gaschromatographie hergestellt und sind analytisch sehr gut charakterisiert (vgl. 2.1.5). Der
alkalische Comet Assay wurde mit und ohne Zusatz von S9-Mix durchgefiihrt.

Humanlymphozyten wurden entweder 2 h mit je 0,08 mg/ml Fraktion (Abb. 7) oder 1 h mit der
doppelten Konzentration (Abb. 8) behandelt. Alle drei Fraktionen verursachten sowohl bei 0,08
mg/ ml als auch bei 0,016 mg/ ml signifikant erhéhte DNA-Strangbruchraten im Vergleich zur
Negativkontrolle. Die Fraktion #3 loste die hochste Anzahl an DNA-Strangbriichen aus. In
beiden Versuchsansitzen unterschied sich Fraktion #3 signifikant von Fraktionen #1 und #2
beziiglich der erh6hten gentoxischen Wirksamkeit. DCM in der Endkonzentration von 25 mM

als Vehikelkontrolle 16ste keine zusitzlichen DNA-Strangbriiche in Humanlymphozyten aus.
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Abbildung 7. Induktion von DNA-Strangbriichen (Comet Assay) in humanen Lymphozyten
nach zweistiindiger Behandlung mit den Fraktionen des komplexen Stoffgemisches, pro Fraktion
wurden 0,08 mg/ml eingesetzt. Negativkontrolle: unbehandelte Zellsuspension; Vehikelkontrolle:
Zellsuspension mit dem Losungsvermittler DCM (25 mM) behandelt. Mittelwerte =+
Standardabweichung; *p < 0,001 im Vergleich zur Negativkontrolle; ** p < 0,001 im Vergleich
zur Negativkontrolle und Fraktion 1; *** p < 0,001 im Vergleich zur Negativkontrolle und
Fraktionen #1 und #2.
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Abbildung 8. Induktion von DNA-Strangbriichen (Comet Assay) in humanen Lymphozyten
nach einstiindiger Behandlung mit den Fraktionen des komplexen Stoffgemisches, pro Fraktion
wurden 0,16 mg/ml eingesetzt. Negativkontrolle: unbehandelte Zellsuspension; Vehikelkontrolle:
Zellsuspension mit dem Losungsvermittler DCM (25 mM) behandelt. Mittelwerte +
Standardabweichung; *p < 0,001 im Vergleich zur Negativkontrolle; **p < 0,001 im Vergleich
zur Kontrolle und zu den Fraktionen #1 und #2.

Die Fraktionen wurden auch an NHBEZ getestet (Abbildungen 9 bis 11). Die 2-stiindige
Inkubation von NHBEZ mit jeweils 0,08 mg/ml der Fraktionen induzierte eine signifikante
Erhéhung von DNA-Strangbriichen (Abb. 9). Unter diesen Versuchsbedingungen konnte im
Gegensatz zu den Experimenten mit Humanlymphozyten kein Unterschied hinsichtlich der
gentoxischen Wirksamkeit zwischen den drei Fraktionen festgestellt werden. Erst nach
Applikation von 0,16 mg/ml wurde ein signifikanter Unterschied in der Wirksamkeit zwischen
Fraktion #1, #2 und #3 deutlich. Alle drei Fraktionen l6sten nach 1- bzw. 2-stiindiger
Behandlung mit 0,16 mg/ml in NHBEZ im Vergleich zur Negativkontrolle signifikant erhéhte
Kometenschweiflingen und damit erhéhte DNA-Schidigungen aus (Abb. 10 und 11). Dabei
l6ste Fraktion #3 im Vergleich zu Fraktion #1 und #2 signifikant stirkere gentoxische Effekte

aus.
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Abbildung 9. Induktion von DNA-Strangbriichen (Comet Assay) in NHBEZ nach zweistindiger
Behandlung mit den Fraktionen des komplexen Stoffgemisches, pro Fraktion wurden
0,08 mg/ml eingesetzt. Negativkontrolle: unbehandelte Zellsuspension; Vehikelkontrolle:
Zellsuspension mit dem Losungsvermittler DCM (25 mM) behandelt. Mittelwerte +
Standardabweichung; *p < 0,001 im Vergleich zur Negativkontrolle.
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Abbildung 10. Induktion von DNA-Strangbriichen (Comet Assay) in NHBEZ nach einstiindiger
Behandlung mit den Fraktionen des komplexen Stoffgemisches, pro Fraktion wurden
0,16 mg/ml eingesetzt. Negativkontrolle: unbehandelte Zellsuspension; Vehikelkontrolle:
Zellsuspension mit dem Losungsvermittler DCM (25 mM) behandelt. Mittelwerte +
Standardabweichung; *p < 0,001 im Vergleich zur Negativkontrolle; **p < 0,001 im Vergleich
zur Kontrolle und zu den Fraktionen #1 und #2.



3 Ergebnisse 75

70
* %
60 T

50 —

40 *

20 A

Kometenschweiflinge [um)]
w
o
|
—
i

10

& & & o <
o 48“\

Abbildung 11. Induktion von DNA-Strangbriichen (Comet Assay) in NHBEZ nach
zweistindiger Behandlung mit den Fraktionen des komplexen Stoffgemisches, pro Fraktion
wurden 0,16 mg/ml eingesetzt. Negativkontrolle: unbehandelte Zellsuspension; Vehikelkontrolle:
Zellsuspension mit dem Losungsvermittler DCM (25 mM) behandelt. Mittelwerte =+
Standardabweichung; *p < 0,001 im Vergleich zur Negativkontrolle; **p < 0,001 im Vergleich
zur Kontrolle und zu den Fraktionen #1 und #2.

Da in den Experimenten zur Charakterisierung des komplexen Stoffgemisches und der
Fraktionen in Humanlymphozyten und NHBEZ keine indirekten gentoxischen Effekte
nachweisbar waren, wurde bei der 2-stindigen Gabe von 0,16 mg/ml der Fraktionen auf den
Zusatz von S9-Mix als Metabolisierungssystem verzichtet (Abb. 11). DCM als Vehikelkontrolle

(25 mM Endkonzentration) wirkte nicht gentoxisch.

Auch in Rattenhepatozyten 16ste Fraktion #3 im Vergleich zu den anderen beiden Fraktionen

signifikant héhere DNA-toxische Effekte aus (Abb. 12).
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Abbildung 12. Induktion von DNA-Strangbriichen (Comet Assay) in Rattenhepatozyten nach
cinstiindiger Behandlung mit den Fraktionen des komplexen Stoffgemisches, pro Fraktion
wurden 0,16 mg/ ml  eingesetzt.  Negativkontrolle:  unbehandelte =~ Zellsuspension;
Vehikelkontrolle: Zellsuspension mit dem Loésungsvermittler DCM (25 mM) behandelt.
Mittelwerte + Standardabweichung; * p < 0,001 im Vergleich zur Negativkontrolle; ** p < 0,001
im Vergleich zur Negativkontrolle und zur Fraktion #1; *** p < 0,001 im Vergleich zur
Negativkontrolle und zu den Fraktionen #1 und #2.

Die Charakterisierung des DNA-strangbruchinduzierenden Potentials der drei Fraktionen des
Stoffgemisches ergab, dass alle Fraktionen Substanzen enthalten, die DNA-Schiadigungen in
Form von DNA-Strangbriichen in den ausgewahlten Testsystemen auslosten. Dabei verursachte
die Fraktion #3 in allen drei Testsystemen signifikant hohere Schiden im Vergleich zu den
Fraktionen #1 und #2. Aufgrund dieses Ergebnisses wurden in den nachfolgenden
Experimenten zur Identifizierung toxikologischer Leitsubstanzen im komplexen Stoffgemisch die
Komponenten der Fraktion #3 niher untersucht. Da sich die Ergebnisse der zwei verschiedenen
Konzentrationen und der verschiedenen Behandlungszeiten in allen drei Zellkultursystemen nicht
unterschieden, wurde die Behandlungszeit auf 1h und die Konzentration der im Test

eingesetzten Substanzen auf 0,16 mg/ml festgelegt.
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3.1.1.3 Identifizierung der Komponenten der Fraktion #3 durch chemisch-analytische

Untersuchungen

Die hier durchgefithrten gentoxikologischen Untersuchungen zeigten, dass die Fraktion #3
offensichtlich die Substanzen des komplexen Stoffgemisches mit dem grofiten gentoxischen
Potential beinhaltete. Aus diesem Grund sollten die in dieser  Fraktion enthaltenen
Einzelsubstanzen isoliert und identifiziert werden. Die Komponenten der Fraktion #3 wurden
bereits in einer friheren Untersuchung identifiziert (vgl. Tab. 3). Zur Erfassung moglicher
lagerungsbedingter Verdnderung der Zusammensetzung war eine erneute chemisch-analytische
Untersuchung der Fraktion notwendig. Verschiedene Methoden- bzw. Geriteparameter wurden
zur Optimierung der Trennung der Fraktion variiert, um eine ausreichende Abtrennung und
Quantifizierung der interessierenden Komponenten bei moglichst geringer Laufzeit zu
ermoglichen. Eine auch tber Retentionsindexbestimmung angestrebte Identifizierung weiterer
Komponenten gelang bislang nicht. Leider konnten nicht alle der in fritheren Untersuchungen in
der Fraktion #3 quantifizierten Komponenten als Vergleichssubstanz oder Standard fiir eine
Quantifizierung beschafft werden.

Die Messungen am GC-FID wurden bei héchster Empfindlichkeit durchgefiihrt. Diese reichte
jedoch nicht aus, um alle in der Fraktion #3 bzw. in Kalibrierlsungen enthaltenen Substanzen
und Konzentrationen zu detektieren. So konnten im interessierenden Konzentrationsbereich von
den 7  enthaltenen chlorierten  Kohlenwasserstoffen  lediglich 4 Verbindungen
(Hexachlorcyclopentadien, Pentachlorpyridin, Octachlorcyclopenten und Hexachlorbenzol)
sowie Dibromacenaphthen als interner Standard detektiert werden. Auflerdem schwankten die
Werte trotz Autosamplerbetrieb stark, so dass von weiteren Messungen mit FID abgesehen und
die Untersuchungen mittels GC-MS dutrchgefiihrt wurden. Die Abb. 13 zeigt ein GC/MSD-

Chromatogramm der Fraktion #3.
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Abbildung 13. Totalionenstromchromatogramm der Fraktion #3.

Die ermittelten Konzentrationsverhiltnisse der Komponenten zueinander entsprachen in den

meisten Fillen den bereits in friheren Analysen in der Fraktion #3 angegebenen

Konzentrationen, einige

jedoch,

z.B. Pentachlorbenzol

oder

Hexachlorbenzol,

zeigten

Abweichungen (vgl. Tab. 8). Da die vor einigen Jahren ermittelten Konzentrationen nicht mehr

den aktuellen Werten entsprachen wurde in den weiteren Untersuchungen mit den aktuellen

Konzentrationen der Fraktion #3 gearbeitet.

Substanz GC/ITD GC/MSD GC/MSD GC/MSD
Fruhere (SIM) (SIM) (SCAN)
Untersuchungen | Kalibration mit | Kalibration mit | Kalibration mit
ext. Standard | int. Standard int. Standard
Trichlortriazin 0,99 0,61 0,60 0,64
Hexachlorbutadien 0,35 0,08 0,08 0,10
Hexachlorcyclopentadien 3,66 1,60 1,56 1,79
Pentachlorpyridin 69,80 20,10 19,80 23,90
Pentachlorbenzol 0,76 0,16 0,15 0,17
Octachlorcyclopenten 37,20 n.b. n.b. 22,90
Hexachlorbenzol 104,70 27,50 27,10 35,20
Tabelle 8. Ergebnisse der Quantifizierung ausgewihlter chlorierter Kohlenwasserstoffe der

Fraktion #3 in mg/1 (n.b.- nicht bestimmbar)

3.1.14

Induktion von DNA-Strangbriichen durch Einzelsubstanzen der Fraktion #3

Um weitere Hinweise auf die toxikologischen Leitsubstanzen des hier untersuchten komplexen

Stoffgemisches zu erhalten, wurde das strangbruchinduzierende Potential der verfiigbaren
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Einzelkomponenten der Fraktion #3 mit Hilfe des Comet Assays an humanen Lymphozyten
charakterisiert.

Die Substanzen wurden in den jeweiligen Konzentrationen eingesetzt, in denen sie in der
Fraktion #3 bei Applikation von 0,16 mg/ml vorhanden waren. Diese Angaben waren nach

chemischer Analyse der Fraktion bekannt (fiir Konzentrationen vgl. Tab. 5).
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Abbildung 14. Abhingigkeit der DNA-Migration im Comet Assay nach einstiindiger Behandlung
humaner Lymphozyten von den in der Fraktion #3 vorhandenen, verfiigbaren Einzelsubstanzen.
Es wurden die Substanzen in den Konzentrationen getestet, in denen sie in 0,16 mg/ml der
Fraktion #3 des Stoffgemisches enthalten waren (vgl. Tab. 8). Negativkontrolle: unbehandelte
Zellsuspension; Vehikelkontrolle: Zellsuspension mit dem Loésungsvermittler DCM (25 mM)
behandelt. Mittelwerte + Standardabweichung; *p < 0,001 im Vergleich zur Negativkontrolle;

*p < 0,001 im Vergleich im Vergleich zur Negativkontrolle und zum Ergebnis ohne Zugabe von
S9 Mix

Alle Einzelkomponenten losten in der getesteten Konzentration signifikant erhohte DNA-
Schidigungen in humanen Lymphozyten im Vergleich zu den Negativkontrollen aus.
Hexachlorbutadien, Octachlorcyclopenten und Pentachlorbenzol bewirkten im Vergleich zu den
Ubrigen Substanzen in diesem Test die stirksten DNA-Schidigungen. Auf der Ebene der
Einzelkomponenten war auch eine Aktivierung zweier Substanzen des Gemisches durch das
extrametabolisierende ~ System  (§9-Mix)  zu  erkennen.  Pentachlorpyridin =~ und
Hexachlorcyclopentadien 16sten bei Zugabe von S9-Mix signifikant héhere DNA-Schiden im
Vergleich zu der Inkubation ohne S9-Mix aus (Abb. 14).
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Induktion von DNA-Strangbriichen durch 2-Komponenten-Modellgemische

3.1.15

Um Aufschluss tber die synergistischen bzw. antagonistischen Wirken der Einzelsubtanzen im

Gemisch zu erhalten, wurde das DNA-Strangbruch induzierende Potential der Modellgemische

im Comet Assay mit humanen Lymphozyten bestimmt. Die Konzentration der einzelnen

T

Substanzen entsprach dem Gehalt in 0,16 mg/ml der Fraktion #3.
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Abbildung 15. Abhingigkeit der DNA-Migration im Comet Assay von der Behandlung humaner

Lymphozyten mit den 2-Komponenten-Modellgemischen. Es wurden die Modellgemische in den

Konzentrationen getestet, in denen sie in 0,16 mg/ml der Fraktion #3 des Stoffgemisches

Vehikelkontrolle:

Zellsuspension;

unbehandelte
dem Losungsvermittler DCM (25 mM) behandelt.

Negativkontrolle:

waren.

enthalten

x
zur
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p

getesteten Modellgemische

alle
Negativkontrolle; * p < 0,005 im Vergleich zur Behandlung ohne S9 Mix.

Standardabweichung;
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Alle in dieser Konzentration getesteten Modellgemische 16sten in humanen Lymphozyten
signifikant erhéhte DNA-Schaden aus. Dabei waren die meisten gentoxischen Wirkungen der
getesteten Kombinationen deutlich geringer als die der Einzelstoffe. Bei dem Modellgemisch aus
Pentachlorpyridin und Hexachlorcyclopentadien bestitigten sich die Voruntersuchungen zur
indirekten Gentoxizitit. Nach Zugabe des externen Metabolisierungssystems wurden signifikant
hohere DNA-Schiadigungen registriert (Abb.15). Bei einigen Modellgemischen wurden aber auch
Entgiftungsreaktionen nach Zugabe des S9-Mix beobachtet. So wurden fiir die Modellgemische
aus Hexachlorbutadien und Hexachlorcyclopentadien, Pentachlorpyridin und Hexachlorbenzol
und Trichlortriazin im Gemisch mit Hexachlorbenzol bzw. Pentachlorbenzol signifikant
niedrigere Schiden nach Zugabe des S9-Mix beobachtet als ohne S9-Mix. Zusammenfassend
lisst sich sagen, dass tUberwiegend Gemische, die die Komponenten Octachlorcyclopenten,
Pentachlorpyridin und / oder Trichlortriazin enthielten, hiufiger DNA-Strangbriiche auslosten

als Gemische, die andere Komponenten enthielten.

3.1.1.6  Gaschromatographische Uberpriifung der 2-Komponenten Modellgemische

Um die Authentizitit der verwendeten Modellgemische sicher zu stellen, wurden die
Konzentrationen der Einzelsubstanzen in den  priparierten  Gemischen  durch
Gaschromatographie bestimmt. Es ergab sich, dass die gewiinschten Konzentrationen in guter

Anniherung erreicht wurden (Tab. 9).
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Mix # Substanzen Zielkonzentrationen der gemessene
Modellgemische Konzentration der
[ug/ml] hergestellten Gemische
[ug/ml]

Mix 01 Hexachlorbutadien 0,05 0,05

Trichlortriazin 0,1 0,075

Mix 02 Hexachlorbutadien 0,05 0,05
Hexachlorcyclopentadien 0,5 0,5

Mix 03 Hexachlorbutadien 0,05 0,05
Pentachlorpyridin 10 9,72

Mix 04 Hexachlorbutadien 0,05 0,045

Hexachlotbenzol 14,9 16,42

Mix 05 Hexachlorbutadien 0,05 0,058
Pentachlorbenzol 0,1 0,11

Mix 06 Hexachlorbutadien 0,05 0,05
Octachlorcyclopenten 5 5,77

Mix 07 Octachlorcyclopenten 5 5,23

Hexachlorbenzol 13,9 13,03

Mix 08 Octachlorcyclopenten 5 6,06
Pentachlorbenzol 0,1 0,1

Mix 09 Octachlorcyclopenten 5 5,75
Trichlortriazin 0,13 0,13

Mix 10 Trichlortriazin 0,1 0,08
Pentachlorbenzol 0,076 0,07

Mix 11 Trichlortriazin 0,1 0,08
Pentachlorpyridin 6,96 7,08

Mix 12 | Hexachlorcyclopentadien 0,5 0,34
Pentachlorpyridin 9,4 9,34

Mix 13 Octachlorcyclopenten 5 5,29
Pentachlorpyridin 9,1 8,8

Mix 14 Octachlorcyclopenten 5 4,36
Hexachlorcyclopentadien 0,48 0,83

Mix 15 | Hexachlorcyclopentadien 0,5 0,37
Trichlortriazin 0,13 0,24

Mix 17 | Hexachlorcyclopentadien 0,5 0,36

Hexachlorbenzol 14,27 16,83

Mix 18 Pentachlorpyridin 10 10,5
Pentachlorbenzol 0,11 0,11

Mix 19 Pentachlorpyridin 10 10,03

Hexachlorbenzol 15,18 13,93
Mix 20 Pentachlorbenzol 0,1 0,1
Hexachlorbenzol 13,9 14,4

Mix 21 Trichlortriazin 0,1 0,11
Hexachlorbenzol 10,57 9,62

Tabelle Ergebnisse der gaschromatographische Uberpriifung der Modellgemische.

Gegentiberstellung der Zielkonzentration und der nachgewiesenen Konzentrationen.
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3.1.2  Untersuchungen zum DNA-Doppelstrangbruch induzierenden Potential des komplexen

Stoffgemisches mit Hilfe des neutralen Comet Assay

Die Erfassung von DNA-Doppelstrangbriichen, die durch das komplexe Stoffgemisch ausgel&st
wurden, erfolgte mit dem neutralen Comet Assay, der sich methodisch vom alkalischen Comet
Assay nur in der Durchfihrung der Elektrophorese unterscheidet (vgl. 2.2.4.2). Der Nachweis
von DNA-Doppelstrangbriichen ist fiir die Aussage tiber das mutagene Potential des komplexen
Stoffgemisches von Bedeutung, da fiir diese Schiden an der DNA in der Zelle die

Reparaturprozesse schwieriger und unzuverlissiger sind als fir Einzelstrangbriiche.

3.1.2.1 Validierung des Testsystems

Humane Lymphozyten wurden mit Wasserstoffperoxid, das an der DNA nur Einzelstrangbriiche

auslost, behandelt und anschlieBend wurde die DNA-Migration im neutralen Comet Assay

beobachtet. Finzelstrangbriiche waren erwartungsgemal3 mit dem neutralen Comet Assay nicht

erkennbat.

Abbildung 16. Mikroskopische Aufnahmen (400-fache VergroBerung) humaner Lymphozyten im
neutralen Comet Assay. a) nach einstiindiger Behandlung mit 40 uM H,O,; b) Negativkontrolle
ohne Behandlung

Zum Vergleich wurde der Test einmal unter alkalischen zum anderen unter neutralen
Bedingungen durchgefithrt. Wahrend nach Wasserstoffperoxidbehandlung im alkalischen Comet
Assay an humanen Lymphozyten deutlich DNA-Einzelstrangbriiche nachweisbar waren, wurden
im neutralen Comet Assay keine Finzelstrangbriiche in Form von Kometenschweifen sichtbar

(Abb. 17). Der Test war damit validiert.
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Abbildung 17. Induktion von DNA-Schiadigung im alkalischen und neutralen Comet Assay nach
einstiindiger Behandlung von humanen Lymphozyten mit 40 uM H,O,.

3.1.2.2 Induktion von DNA-Doppelstrangbriichen durch das komplexe Stoffgemisch in TK6-
Zellen

Der Einfluss des komplexen Stoffgemisches auf das DNA-Doppelstrangbruch-induzierende
Potential wurde zuerst an der humanen lymphoblastoiden Zelllinie TK6 mit dem Ziel untersucht,
die Sensitivitit der Zellen gegentiber dem komplexen Stoffgemisch im neutralen Comet Assay zu
prifen. Das komplexe Stoffgemisch induzierte bereits ab der niedrigsten getesteten
Konzentration von 0,01 mg/ ml signifikant erhohte Raten an DNA-Doppelstrangbriichen. Die
Kometenschweiflinge nahm mit steigender Konzentration des komplexen Stoffgemisches zu
(Abb. 18). Hohere Konzentrationen als 0,08 mg/ml konnten nicht getestet werden, da die Zellen
ab einer Konzentration von 0,16 mg/ml iber eine Vitalitit von < 85 % verfiigten, so dass falsch-

positive Ergebnisse nicht hitten ausgeschlossen werden kénnen.
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Abbildung 18. Abhingigkeit der DNA-Migration im neutralen Comet Assay von der Behandlung
von TK6-Zellen mit ansteigenden Konzentrationen des komplexen Stoffgemisches.
Negativkontrolle: unbehandelte Zellsuspension; Vehikelkontrolle: Zellsuspension mit dem
Losungsvermittler DMSO (56 uM) behandelt. Mittelwerte + Standardabweichungen; * p < 0,001
im Vergleich zur Negativkontrolle.

3.1.2.3 Induktion von DNA-Doppelstrangbriichen durch das komplexe Stoffgemisch in

humanen Lymphozyten

Das komplexe Stoffgemisch 16ste auch in humanen Lymphozyten mit steigenden
Konzentrationen zunehmend DNA-Doppelstrangbriiche aus (Abb. 19). Da die Zytotoxizitit des
komplexen Stoffgemisches gegeniiber den humanen Lymphozyten nicht so stark ausgeprigt war
wie bei TKO6-Zellen (Abb. 18), konnte der getestete Konzentrationsbereich des komplexen
Stoffgemisches bis 0,32 mg/ml ausgedehnt werden. Die Sensitivitdt der humanen Lymphozyten

gegentiber dem komplexen Stoffgemisch war der der TK6-Zellen vergleichbar.
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Abbildung 19. Abhingigkeit der DNA-Migration im neutralen Comet Assay von der Behandlung
humaner Lymphozyten mit ansteigenden Konzentrationen des komplexen Stoffgemisches.
Negativkontrolle: unbehandelte Zellsuspension; Vehikelkontrolle: Zellsuspension mit dem
Losungsvermittler DMSO (56 pM) behandelt. Mittelwerte + Standardabweichungen; * p < 0,001
im Vergleich zur Negativkontrolle.

Ein direkter quantitativer Vergleich zwischen neutralem und alkalischem Comet Assay ist nicht
moglich, da sich beide Tests methodisch unterscheiden. Das wichtigste Resultat dieser
Untersuchungen war der Nachweis der konzentrationsabhingigen Induktion von DNA-

Doppelstrangbriichen in beiden getesteten Zellkultursystemen.
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3.1.3 Untersuchungen zur Induktion von Chromosomenmutationen mit Hilfe des

Mikrokerntests

Zum Nachweis aberrationsauslésender Effekte wurde der Mikrokerntest durchgefithrt. Dabei
wurden sowohl das Stoffgemisch als auch die Fraktionen und die Einzelsubstanzen in diesem
Test gepruft. Als MafB3 fir die Chromosomen-Schidigung wurden das Auftreten von
Mikrokernen in proliferierenden Humanlymphozyten beobachtet und die Mikrokernraten

bestimmt.

3.1.3.1 Validierung des Auswertesystems mit dem komplexen Stoffgemisch

Untersuchungen zum aberrationsauslésenden Potential des komplexen Stoffgemisches wurden
bereits friher durchgefithrt (Miller, 2000). Aufgrund des Wechsels des Auswertesystems mussten
die Studien wiederholt werden, um die Vergleichbarkeit der nach dem neuen System erhobenen

Daten mit denen aus fritheren Arbeiten zu gewihrleisten.

In primaren humanen Lymphozyten nahm der Anteil mikrokernhaltiger doppelkerniger Zellen
gegentiber der Negativkontrolle nach der Behandlung mit ansteigenden Konzentrationen des
komplexen Stoffgemisches zu. Bereits nach Gabe niedriger Konzentrationen, ab 0,02 mg/ml,
wurde eine signifikante Erhohung der Zahl mikrokernhaltiger Lymphozyten beobachtet. Die
Vehikelkontrolle mit DMSO in der Endkonzentration von 56 uM blieb ohne nachweisbare
Effekte. Die mitgefithrte Positivkontrolle von 0,5 M MMC l6ste wie erwartet signifikant erhéhte

Mikrokernraten im Vergleich zur Negativkontrolle aus (Abb. 20).

Diese Ergebnisse stimmen mit den Daten friherer Arbeiten uberein, so dass das neue

Auswertesystem im Weiteren fir die 7z vitro Mikrokernuntersuchung verwendet wurde.
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Abbildung 20. Abhingigkeit der Anzahl von Mikronuklei in humanen Lymphozyten von der
Behandlung mit ansteigenden Konzentrationen des komplexen Stoffgemisches. Negativkontrolle:
unbehandelte Zellsuspension; Vehikelkontrolle: Zellsuspension mit dem Losungsvermittler
DMSO (56 uM) behandelt; Positivkontrolle: Zellsuspension mit MMC (0,5 M) behandelt.
Mittelwerte + Standardabweichung; * p < 0,05 im Vergleich zur Negativkontrolle.
Mikrokernraten in %o angegeben, pro 1000 ausgezihlter doppelkerniger Zellen.

3.1.3.2 Induktion von Mikronuklei durch Fraktionen des komplexen Stoffgemisches

Um Aufschluss tiber die toxikologischen Leitsubstanzen zu erhalten, wurde der Einfluss der drei
Fraktionen des komplexen Stoffgemisches auf die Induktion von chromosomalen Aberrationen
in Humanlymphozyten nach Behandlung mit je 0,16 mg/ml Fraktion im Mikrokerntest
untersucht. Die beiden Fraktionen #2 und #3 l6sten eine gegeniiber der Negativkontrolle
signifikant erhéhte Chromosomenaberrationsrate aus, wobei Fraktion #3 die stirkste Wirkung
hatte. Fur Fraktion #1 konnte kein signifikanter Unterschied zur Negativkontrolle nachgewiesen
werden (Abb. 21). Da diese Ergebnisse die im alkalischen Comet Assay erhobenen Daten
bestitigten, lassen sie den Schluss zu, dass die Fraktion #3 die gentoxisch wirksamste Fraktion
ist. Daher wurde fur die weiteren Untersuchungen der Einzelkomponenten der Schwerpunkt auf

die in der Fraktion #3 enthaltenen Substanzen gelegt.
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Abbildung 21. Induktion von Mikronuklei in humanen Lymphozyten nach 24-stiindiger
Behandlung mit den Fraktionen des komplexen Stoffgemisches, pro Fraktion wurden
0,16 mg/ml eingesetzt. Negativkontrolle: unbehandelte Zellsuspension; Vehikelkontrolle:
Zellsuspension mit dem Loésungsvermittler DCM (25 mM) behandelt. Mittelwerte +
Standardabweichung; *p < 0,05 im Vergleich zur Negativkontrolle; ** p < 0,05 im Vergleich zur
Negativkontrolle und den Fraktionen #1 und #2. Mikrokernraten in %o angegeben (Anzahl pro
1000 ausgezihlter doppelkerniger Zellen).

3.1.3.3 Induktion von Chromosomenaberrationen durch Einzelsubstanzen der Fraktion #3

Im Hinblick auf die Identifizierung der toxikologischen Leitsubstanzen wurden im Mikrokerntest
humane Lymphozyten mit den verfigbaren Einzelkomponenten in den Konzentrationen
behandelt, in denen sie in 0,16 mg/ml der Fraktion #3 vorlagen (vgl. Tab. 5). Alle Komponenten
in den getesteten Konzentrationen induzierten gegeniiber den Kontrollen signifikant erhohte
Mikrokernraten in humanen Lymphozyten. Die Komponenten Hexachlorbutadien und
Pentachlorbenzol verursachten, verglichen mit den anderen Komponenten, die hochsten
Mikrokernraten (Abb. 22) und l16sten somit erhebliche Chromosomen-Schiden durch
Chromosomenaberrationen aus. Die Resultate weisen darauf hin, dass sich Hexachlorbutadien
und Pentachlorbenzol als die gentoxisch wirksamsten Komponenten der Fraktion #3

charakterisieren lassen.
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Abbildung 22. Induktion von Mikronuklei in humanen Lymphozyten nach 24-stundiger
Behandlung mit den in der Fraktion #3 vorhandenen verfiigbaren Einzelsubstanzen. Es wurden
die Substanzen in den Konzentrationen getestet, die in 0,16 mg/ml der Fraktion #3 des
Stoffgemisches  bestimmt  wurden.  Negativkontrolle:  unbehandelte  Zellsuspension;
Vehikelkontrolle: Zellsuspension mit dem Losungsvermittler DCM (25 mM) behandelt.
Mittelwerte + Standardabweichung; * p < 0,05 im Vergleich zur Negativkontrolle.
Mikrokernraten in %o angegeben (Anzahl pro 1000 ausgezihlter doppelkerniger Zellen).

3.1.4 Untersuchungen zur Reparatur in humanen Lymphozyten

Der zeitliche Verlauf der Reparatur von DNA-Schiden nach der Behandlung mit dem
Stoffgemisch bzw. den drei Fraktionen wurde in humanen Lymphozyten untersucht. Die
Untersuchungen dienen zur Erfassung moglicher unvollstindiger DNA-Strangbruch-
Reparaturen, aus denen bei Manifestation des Schadens Mutationen (z. B.

Chromosomenaberrationen) resultieren kénnten.

3.1.4.1 Reparatur nach Applikation von komplexem Stoffgemisch

Humane Lymphozyten wurden fiir 1 h oder 24 h mit 0,04 mg/ml des komplexen Stoffgemisches
behandelt und anschlieBend der Zeitverlauf der DNA-Reparatur im Comet-Assay verfolgt. In
den einstiindig mit komplexem Stoffgemisch behandelten Zellen wurde spitestens 120 min nach
Beginn der Reparatur keine signifikante Schidigung der DNA durch Briiche mehr nachgewiesen
(Abb. 23).
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Abbildung 23. Abhingigkeit der DNA-Migration im Comet Assay von der Reparaturzeit nach
einstindiger bzw. 24-stiindiger Behandlung humaner Lymphozyten mit 0,04 mg/ml des
komplexen Stoffgemisches. Negativkontrolle: unbehandelte Zellsuspension; Vehikelkontrolle:
Zellsuspension mit dem Losungsvermittler DMSO (56 uM) behandelt. Die Kontrollwerte waren
zu jedem Messpunkt gleich, angegeben wurde ein Durchschnitt aller Daten zu den jeweiligen
Zeitpunkten. Mittelwerte + Standardabweichungen; * p < 0,001 im Vergleich zur
Negativkontrolle.

Weder in den Negativ- noch in den Vehikelkontrollen wurden signifikant erhohte DNA-
Strangbriiche nachgewiesen. Im Gegensatz dazu wies die DNA in 24 h-behandelten Zellen noch
signifikant erhéhte DNA-Strangbruchraten nach 120 min Reparaturzeit auf, d.h. der DNA-
Reparaturapparat konnte nach 24-stindiger Behandlung mit komplexen Stoffgemisch nicht alle

gesetzten Schiden (Strangbriiche) beseitigen.

Da unvollstindig reparierte DNA-Briiche u.a. die Voraussetzung fiir Chromosomenaberrationen
sind, bestitigten die hier erfassten Daten die Resultate des Mikrokerntests. Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen zeigten ein erhebliches chromosomenaberrationsauslésendes Potential des

komplexen Stoffgemisches in 24 h-behandelten humanen Lymphozyten (vgl. 3.1.3).



3 Ergebnisse 92

3.1.4.2 Reparatur nach Applikation der Fraktionen

Humane Lymphozyten wurden fir 1 h mit jeweils 0,04 mg/ml der drei Fraktionen behandelt und
danach auf den zeitlichen Verlauf der DNA-Reparatur untersucht. Bei allen drei Fraktionen
wurde bereits nach 10 Minuten eine signifikante Abnahme der Kometenschweiflinge der
behandelten Zellen beobachtet. Die wies auf das Einsetzen von Reparaturprozessen hin.

30

—@— nach Behandlung mit Fraktion #1
25 —O— nach Behandlung mit Fraktion #2
—W%— nach Behandlung mit Fraktion #3

Negativkontrolle = 1,52 pm
Vehikelkontrolle = 0,9 um

Kometenschweiflinge [um]

Reparaturzeit [min]

Abbildung 24. Abhingigkeit der DNA-Migration im Comet Assay von der Reparaturzeit nach
einstindiger Behandlung von humanen Lymphozyten mit 0,04 mg/ ml der Fraktionen des
komplexen Stoffgemisches. Negativkontrolle: unbehandelte Zellsuspension; Vehikelkontrolle:
Zellsuspension mit dem Losungsvermittler DCM (25 mM) behandelt. Die Kontrollwerte waren
zu jedem Messpunkt gleich, angegeben wurde ein Durchschnitt aller Daten zu den jeweiligen
Zeitpunkten. Mittelwerte + Standardabweichungen; alle Werte (auller +, ~) p < 0,005 im
Vergleich zur Negativkontrolle; * p < 0,005 im Vergleich zum Schaden sofort nach der
Behandlung; ** p < 0,005 im Vergleich zu 5 min Reparaturzeit; + p < 0,005 im Vergleich zu 60
min Reparaturzeit; ~ p > 0,005 im Vergleich zur Fraktion #3.

Die durch die Fraktionen #1 und #2 ausgelosten DNA-Schidigungen waren nach 90 min
Reparaturzeit nicht mehr nachweisbar, die Daten unterschieden sich nicht signifikant von denen
der Negativ- und der Vehikelkontrollen. Die DNA-Schiadigungen nach einstiindiger Behandlung
mit Fraktion #3 hingegen waren auch nach 120 min noch nachweisbar, wobei sich die
Kometenschweiflingen nach 5 min Reparaturzeit bis zum Ende der Beobachtungszeit nicht
mehr signifikant dnderten (Abb. 24). Dieses Ergebnis bestitigte, dass sich die bioaktiven

Substanzen vorrangig in Fraktion #3 befanden.
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3.1.4.3 Berechnung der Reparaturkapazitit

Mit der Berechnung der Reparaturkapazitit besteht die Moglichkeit, DNA-Reparaturvorginge
quantitativ zu beschreiben und Unterschiede im Reparaturverhalten der Lymphozyten nach der
Behandlung mit dem komplexen Stoffgemisch und dessen Fraktionen darzustellen. Die
Reparaturkapazitit der Zellen sollte Hinweise auf mogliche Schidigungen des DNA-
Reparatursystems geben. Sie berechnen sich aus dem Quotienten ungeschadigter Zellen nach 20

min Reparatur und ungeschadigter Zellen in der Negativkontrolle (modifiziert nach Harreus ez al.,

2001).

Abbildung 25 zeigt den mittleren Prozentsatz der Lymphozyten unmittelbar nach der
Behandlung und nach 20 min Reparaturzeit, die ein Tail Moment von < 2 aufwiesen und als
ungeschadigt galten (vgl. 2.2.4.3). In der Negativkontrolle verblieben durchschnittlich 92 % der
Zellen ungeschidigt. Dieser Anteil war bei den Proben, die 1 h mit 0,04 mg/ml komplexem
Stoffgemisch behandelt wurden, auf 38 % reduziert. Nach 20 min Reparaturzeit waren 52 % der
Zellen ungeschidigt. Proben, die nach 24 h Behandlungszeit mit 0,04 mg/ml komplexem
Stoffgemisch untersucht wurden, wiesen unmittelbar nach der Behandlung einen Anteil von

30 % ungeschadigter Zellen auf, der nach 20 min Reparaturzeit auf 68 % stieg.
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Abbildung 25. DNA-Reparatur in humanen Lymphozyten. Mittelwerte = Standardabweichungen.
Dargestellt ist der Anteil ungeschadigter Lymphozyten mit einem Tail Moment < 2 nach
Kontrollinkubation, nach einstindiger bzw. 24-stiindiger Inkubation mit komplexem
Stoffgemisch und nach einstiindiger Inkubation mit den Fraktionen unmittelbar nach der
Behandlung und nach 20-miniitigem Reparaturintervall.
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Der Anteil ungeschiadigter Zellen betrug nach einstindiger Inkubation mit jeweils
0,04 mg/ml der Fraktionen #1, #2 und #3 zum Zeitpunkt 0 min 48 %, 68 % bzw. 22 %. Dieser

Anteil erh6hte sich nach einem Reparaturintervall von 20 min auf 68 %, 86 % bzw. 66 %.

Aus dem prozentualen Anteil ungeschidigter Zellen nach 20 min Reparaturzeit wurden die
Reparaturkapazititen errechnet. Die Reparaturkapazitit der Lymphozyten war nach einstindiger
Behandlung mit dem komplexen Stoffgemisch am geringsten. Die errechnete Reparaturkapazitat
der Lymphozyten war nach der Behandlung mit 0,04 mg/ml der Fraktion #2 hoher als nach
Behandlung mit den Fraktionen #1 und #3. Dies deutete darauf hin, dass in Fraktion #2 im
Vergleich zu #1 und #3 weniger bioaktive Substanzen bzw. diese in geringeren Mengen

enthalten sein kénnten (Tab. 10).

Behandlung ungeschadigte Zellen Reparaturkapazitit
Tail Moment < 2 (nach 20 min) (nach 20 min)

Negativkontrolle 92,9 %

komplexes Stoffgemisch 0,04 mg/ml

1 h Behandlungszeit 52 % 0,56

24 h Behandlungszeit 68 % 0,73

Fraktionen 0,04 mg/ml

F #1 (1 h Behandlungszeit) 68 % 0,73

F #2 (1 h Behandlungszeit) 86 % 0,92

F #3 (1 h Behandlungszeit) 66 %o 0,71

Tabelle 10. Darstellung der errechneten Reparaturkapazititen von humanen Lymphozyten nach
Behandlung mit komplexem Stoffgemisch und den Fraktionen #1, #2 und #3.

Die Berechnung der Reparaturkapazititen der humanen Lymphozyten nach Harreus ez a/, 2001
ergab mit Ausnahme bei einstiindiger Behandlung mit komplexem Stoffgemisch keine
signifikanten Unterschiede, so dass keine eindeutigen Hinweise auf ein unterschiedliches
Ausmal} der Schiadigung von Reparatursystemen der behandelten Zellen abgeleitet werden

konnen.
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3.1.5 Induktion von Genmutationen durch das komplexe Stoffgemisch

Die bisherigen Ergebnisse zeigten, dass das komplexe Stoffgemisch DNA-Doppel- und
Einzelstrangbriche  induzierte  und  sowohl  zytotoxische  Effekte  als  auch
Chromosomenmutationen verursachte.

Um die Haufigkeit von durch das komplexe Stoffgemisch ausgeldsten Mutationsereignissen in
der DNA zu erfassen, wurden Genmutationstests durchgefiihrt. Die folgenden Untersuchungen

dienten zur weiteren Charakterisierung der mutagenen Wirkung des komplexen Stoffgemisches.

3.1.5.1 Nachweis von Genmutationen im HPRT-Test

Der HPRT-Test wurde zunichst an humanen Lymphozyten durchgefiihrt, um im Hinblick auf
ein mogliches Biomonitoring fiir die humane Anwendung auf ein etabliertes Testsystem
zurickgreifen zu koénnen. Im  HPRT-Test werden durch die Bestimmung der
Mutantenfrequenzen Mutationshdufigkeiten im x-chromosomal lokalisierten HPRT-Gen erfasst.
Nach der Behandlung der Zellen mit komplexem Stoffgemisch wurde der Test wie unter 2.2.6.1
angegeben, durchgefihrt. Aufgrund der fehlenden Reproduzierbarkeit war weder nach 14, noch
nach 16 oder 20 Tagen Inkubationszeit eine Auswertung moglich. Auch nach Ricksprache mit
Prof. Bo Lambert von der Karolinska Universitit in Stockholm (Prisident der Nordic
Environmental Mutagen Society und Mitglied des National Toxicology Council and the Research
Board of the Swedish Cancer Society) und Anwendung des von ihm verwendeten Protokolls
konnten die Platten zur Bestimmung der Mutantenfrequenz nicht ausgewertet werden.

Die Untersuchung von Genmutationen gehort zu einer wissenschaftlich  fundierten
gentoxikologischen Testbatterie (Li ez 2/, 1991). Die bisherigen Ergebnisse, die mit dem neutralen
Comet Assay in TK06-Zellen nach der Behandlung mit komplexem Stoffgemisch (vgl. 3.1.2.2)
erfasst wurden, zeigten, dass das komplexe Stoffgemisch Doppelstrangbriiche in der DNA von
TKO6-Zellen ausloste und dass die TK6-Zellen fir gentoxikologische Untersuchungen mit dem
komplexen Stoffgemisch geeignet waren. Aus diesen Grinden wurde der HPRT-Test auch mit
den humanen lymphoblastoiden TK6-Zellen wie unter 2.2.6.1 beschrieben durchgefiihrt.

Die Platten zur Bestimmung der Mutationsfrequenz waren wiederum nicht auswertbar.
Verinderungen der Behandlungszeiten der Zellen, der Inkubationszeiten der Platten oder auch
eine sukzessive Verringerung bzw. Steigerung der 6-Thioguaninkonzentrationen brachten keine
fassbaren Ergebnisse. Daher war es nicht moglich, mit dem HPRT-Test Ergebnisse zur
Induktion von Genmutationen in den getesteten Zellkultursystemen nach der Behandlung mit

komplexem Stoffgemisch zu erfassen.
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3.1.5.2 Genmutationsuntersuchungen mittels Maus-Lymphoma-Assay

Da der HPRT-Test keine Ergebnisse zur Feststellung der mutagenen Wirkung des komplexen
Stoffgemisches lieferte, wurde der Maus-Lymphoma-TK"/-Assay (MLLA) etabliert.

Im MLA werden im Gegensatz zum HPRT-Genmutationstest neben Genmutationen auch
Chromosomenmutationen erfasst. In diesem Test fithrt eine mutagene Wirkung zur Induktion
von TFT-resistenten Kolonien (Mutantenfrequenz). Diese Kolonien unterscheiden sich auch
deutlich hinsichtlich ihrer GroéBe. Dabei werden kleine Kolonien im Zusammenhang mit
Chromosomenmutationen gesechen, wihrend fiir groe Kolonien Genmutationen als
Mutationsereignis angenommen werden (Clements, 2000; Moore and Doerr, 1990).

In Vorversuchen zur Zytotoxizitit, in denen L5178Y-Zellen mit komplexem Stoffgemisch
behandelt wurden, zeigte sich, dass die L5178Y-Zellen deutlich sensitiver auf diese Behandlung
reagierten als die bisher getesteten Zellkultursysteme. Aufgrund der Ergebnisse aus den
Voruntersuchungen wurde das komplexe Stoffgemisch daher in einem geringeren
Konzentrationsbereich getestet: 0,00075 mg/ml; 0,001 mg/ml; 0,0025 mg/ml; 0,005 mg/ml und
0,01 mg/ml.

L5178Y-Zellen wurden fir 1 h mit komplexem Stoffgemisch mit und ohne Zugabe von S9-Mix
behandelt und die Mutantenfrequenz im MLA bestimmt. Ein konzentrationsabhingiger Anstieg
der Zytotoxizitit wat ab der geringsten getesteten Konzentration von 0,00075 mg/ml messbat.
Dies zeigte sich in der konzentrationsabhingigen Abnahme der Klonierungseffizienz. Bei
0,01 mg/ml war die relative Klonierungseffizienz auf 30 % erniedrigt. Hohere Konzentrationen
hemmten das Wachstum der Zellen vollstindig und konnten daher nicht untersucht werden.

Eine statistisch signifikante Erhéhung der Mutantenfrequenz wurde ab 0,0025 mg/ml
beobachtet. Bei 0,01 mg/ml war die Mutantenfrequenz gegeniiber der Kontrolle zehnfach erhoht
und uberstieg die Mutantenfrequenz der Positivkontrollen. Obwohl es schon ab der niedrigsten
Testkonzentration (0,00075 mg/ml) zu einem signifikanten Abfall der Klonierungseffizienz
gegentiber der Negativkontrolle kam, fanden sich fir die Mutantenfrequenz erst ab einer
Behandlung mit 0,025 mg/ml signifikant erhohte Werte. Daraus lieB3 sich eine klare Dosis-
Wirkungsbeziehung sowohl fir die Klonierungseffizienz als auch fiir die Mutantenfrequenz nach
Behandlung der Zellen mit ansteigenden Konzentrationen von komplexem Stoffgemisch
erkennen (Abb. 26). Die Zugabe von S9-Mix hatte keinen Einfluss. Zellen, die mit MMS oder
B()P (Positivkontrollen, gut charakterisierte Mutagene) behandelt wurden, zeigten wie erwartet
signifikant erh6hte Mutantenfrequenzen. Diese Resultate stimmten mit denen in dieser Arbeit

durch andere toxikologische Tests erfassten tiberein.
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Abbildung 26. Induktion der TFT-Resistenz in 1.5178Y-Zellen nach einer einstiindigen
Behandlung mit komplexem Stoffgemisch mit und ohne Zugabe von §9-Mix. Als Mal3 der TFT-
Resistenz ist die Mutantenfrequenz angegeben. Als Maf} der Uberlebensrate ist die relative
Klonierungseffizienz angegeben. Negativkontrolle: unbehandelte Zellsuspension;
Vehikelkontrolle: Zellsuspension mit dem Lésungsvermittler DMSO (56 uM); Positivkontrollen:
MMS ohne S9-Mix und B(x)P mit S9-Mix behandelt. Mittelwerte aus 4 Versuchen = SEM;
*p < 0,05 im Vergleich zur Negativkontrolle.

Die einstindige Behandlung mit komplexem Stoffgemisch mit und ohne Zugabe von S9-Mix
induzierte kleine und grofle TEFT-resistente Kolonien. In der unbehandelten Kontrolle fanden
sich weniger kleine als groBe Kolonien. Ab einer Konzentration von 0,0025 mg/ml des
komplexen Stoffgemisches kam es zur signifikanten Erhohung der Anzahl groBler Kolonien,
wihrend die Anzahl der kleinen Kolonien schon ab der niedrigsten getesteten Konzentration von
0,00075 mg/ml zur signifikanten Erhchung bei der Behandlung ohne S9-Mix fiihrte. Bei
Konzentrationen von 0,005 und 0,01 mg/ml wurde ein signifikanter Unterschied zwischen den
Mutantenfrequenzen in kleinen Kolonien mit und ohne §9-Mix beobachtet. Das Verhiltnis
zwischen der Behandlung ohne und nach Zugabe von S9-Mix betrug bei 0,01 mg/ml 1:4,5.
Erwartungsgemal3 fithrte die Behandlung der Zellen mit MMS und B(«)P ebenfalls zu einem
signifikanten Anstieg der Anzahl gro3er und kleiner Kolonien (Abb. 27).
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Abbildung 27. Bildung von kleinen und groen Kolonien im MLA nach einer einstiindigen
Behandlung mit komplexem Stoffgemisch, mit und ohne Zugabe von $9-Mix. Negativkontrolle:
unbehandelte Zellsuspension; Vehikelkontrolle: Zellsuspension mit dem Losungsvermittler
DMSO (56 uM); Positivkontrollen: MMS ohne S9-Mix und B(x)P mit S9-Mix behandelt.
Mittelwerte aus 4 Versuchen = SEM; * p < 0,05 im Vergleich zur Negativkontrolle; + p< 0,05 im
Vergleich zur Negativkontrolle und den Werten nach der Behandlung mit S9-Mix.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass mit zunehmender Konzentration des komplexen
Stoffgemisches ein signifikanter Anstieg sowohl der Gen- als auch der Chromosomenmutationen
(kleine und grole Kolonien) nachgewiesen werden konnte. Wihrend bei den
Chromosomenmutationsfrequenzen (grofle Kolonien) keine signifikanten Unterschiede in den
Behandlungen mit und ohne Zusatz des externen metabolisierenden Systems S9-Mix auftraten,
konnten bei der Frequenz von Genmutationen signifikante Unterschiede beobachtet werden. So
trat eine signifikante Erhohung der Anzahl kleiner Kolonien und somit der Frequenz an
Genmutationen bei der Behandlung ohne zusitzliche Metabolisierung des komplexen
Stoffgemisches ab einer Testkonzentration von 0,005 mg/ml auf. Chromosomenmutationen
(grofie Kolonien) traten wihrend der Behandlung mit komplexem Stoffgemisch haufiger auf als

Genmutationen (kleine Kolonien).
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3.1.5.3 Molekulargenetische Analyse von TFT-resistenten Zellen

Eine nahere Charakterisierung der Mechanismen, die zum Ausfall der Enzymaktivitit der
Thymidinkinase fihrten, wurde an spontanen und mutageninduzierten Kolonien durchgefthrt.
Durch den Vergleich des Spektrums der Mutationen lieBen sich Ruckschliisse auf die mutagenen
Wirkmechanismen des komplexen Stoffgemisches ziehen. Um die Arten der Verdinderungen in
den durch das komplexe Stoffgemisch induzierten Mutanten zu charakterisieren, wurde das
Ausmal} des Verlusts der Heterozygotie (LOH) an finf polymorphen Markern: D77.4g/1,
D11Mit67, D11Mit29, D11Mit21, D11Mit63 des Chromosoms 11 analysiert.

Insgesamt wurden 55 spontan entstandene Kolonien untersucht, 28 kleine und 27 grofie
Kolonien. Eine der untersuchten kleinen Kolonien zeigte Heterozygotie fiir alle untersuchten
Marker, was einen Hinweis auf Genmutation darstellt. 10 Kolonien hatten nur einen LOH des
Markers D771.A4g/1, dies weist auf eine kleine Deletion oder Rekombination hin. Siebzehn kleine
Kolonien zeigten einen LOH tber einen groBeren Bereich, wobei 7 davon alle Marker des
Chromosoms 11b vetloren hatten, dies deutet auf eine gréBere Deletion, Rekombination oder
den Totalverlust des Chromosoms 11 hin. Sechs der 27 untersuchten groen Kolonien zeigten
keinen LOH (Hinweis auf Genmutation), in 4 kam es nur zu einem Verlust des Markers D77.4g/7
(Hinweis auf kleine Deletion oder Rekombination). Einen LOH iiber einen groB3eren Bereich
zeigten siebzehn Kolonien, wobei keine der Kolonien einen Verlust aller untersuchten Marker
aufwies (Hinweis auf groBere Deletion, Rekombination oder den Totalverlust des Chromosoms
11).

Von den durch komplexes Stoffgemisch induzierten Kolonien wurden insgesamt 44 auf einen
LOH auf dem Chromosom 11 untersucht, 20 kleine und 24 grofe Kolonien. In jeder der kleinen
Kolonien konnte ein LOH nachgewiesen werden (kein Hinweis auf Genmutationen). Sechs der
untersuchten Kolonien hatten dabei nur einen Verlust des Markers D77.4g/1 auf Chromosom
11b (Hinweis auf kleine Deletion oder Rekombination), in vierzehn Kolonien trat ein LOH tber
einen grof3eren Bereich auf. Eine Kolonie zeigte den Verlust aller untersuchten Marker (Hinweis
auf groBere Deletion, Rekombination oder den Totalverlust des Chromosoms 11). In den 24
untersuchten groflen Kolonien finden sich acht ohne einen LOH (Genmutationshinweis) und
sechs, die nur einen LOH im Marker D77.A4g/1 zeigten (Hinweis auf kleine Deletion oder
Rekombination). Es wurden insgesamt zehn Kolonien identifiziert, die einen LOH tber einen
groBBeren Bereich aufwiesen, wobei nur zwei einen Verlust aller untersuchten Marker zeigten, dies

ist ein Hinweis auf grélere Deletion, Rekombination oder den Totalverlust des Chromosoms 11

(Abb. 28).
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Abbildung 28. Anzahl der spontanen und durch komplexes Stoffgemisch (ohne S9-Mix)
induzierten TFT-resistenten 1.5178Y-Kolonien mit einem LOH auf Chromosom 11. Der
Nachweis erfolgte durch PCR-Amplifikation der polymorphen Marker D77.A4g/1, D11Mit67,
D11Mir29, D11M:t21 und D71Mit63. (lustration des 77 Locus nach Speit and Merk, 2002. Das
Schema gibt die einzelnen Marker bzw. die LOH auf Chr. 11 wieder.)

Eine Zusammenfassung der Mutationen, die zur Bildung von spontanen und induzierten TFT-

resistenten Kolonien fihrten, ist in Tab. 11 gezeigt.

Spontane TFT-resistente Durch komplexes Stoffgemisch
Kolonien induzierte TFT-resistente Kolonien
Klein Grol3 Gesamt Klein Grol3 Gesamt
(28) 27) (55) (20) (24 (44)
Genmutation 3.5 % 22% | 129 % 0% 3339% | 182%
(kein LOH) ’
Kleine Deletion
bzw. Rekombination | 357 9, 14,8 % 25,3 % 30 % 25 % 27,3 %
(LOH nur D71.Ag/T)
Deletion oder
Rekombination oder 60,7 % 62,9 % 61,8 % 70 % 41,6 % 54,5 %
Totalverlust Chr. 11

Tabelle 11. Ubersicht der erfassten Mutationsmechanismen, die zu spontan entstandenen oder
durch Behandlung mit komplexem Stoffgemisch induzierten TFT-resistenten Kolonien gefthrt
haben. Die Anzahl der jeweils untersuchten Kolonien ist in Klammern angegeben.
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In den durch komplexes Stoffgemisch induzierten Kolonien war im Vergleich zu den
spontanresistenten Kolonien seltener ein LOH am Marker D77.4g/7 (12,7 % gegentiber 18,2 %)
zu beobachten, d.h. Genmutationen traten héaufiger auf. Auffillig ist, dass gegentiiber spontanen
hiufiger grole induzierte Kolonien keinen LOH aufwiesen (33,3 % versus 22,2 %), bei den
kleinen induzierten Kolonien dagegen war bei allen ein LOH erfassbar. Da der Marker innerhalb
des TK-Gens liegt, kann man annehmen, dass die TFT-Resistenz in diesen Kolonien durch eine
Genmutation entstanden sein muss.

Circa ein Viertel aller untersuchten sowohl spontan als auch nach Behandlung resistenten
Kolonien besal} nur einen LOH am Marker D77.A4g/1, die damit entweder durch eine kleine
Deletion oder eine Rekombination entstanden sein missten. Wihrend der Prozentsatz bei den
induzierten kleinen Kolonien im Vergleich zu den spontan entstandenen Kolonien sank, erhohte
sich der Wert bei den induzierten grof3en Kolonien im Vergleich zu den Spontanen um 10 %.
Uber die Hilfte der untersuchten Kolonien zeigte einen LOH tber einen gréfleren Bereich, diese
Kolonien kénnen durch Deletion, Rekombination oder Totalverlust des Chromosoms 11
entstandenen sein. Dabei fiel der Anteil bei den induzierten Kolonien mit 54,5 %, gegeniiber den
spontan entstandenen Kolonien mit 61,8 % geringer aus. Die Anteile groBler und kleiner
Kolonien bei den spontan entstandenen TFT-resistenten Kolonien lagen gleich hoch. Bei den
durch komplexes Stoffgemisch induzierten TFT-resistenten Mutanten lag der Prozentsatz der
kleinen Kolonien um 10 % hoher im Vergleich zu den spontan resistenten und ca. 30 % tber
dem Anteil der grolen Kolonien. Es war also eine Zunahme der kleinen TFT-resistenten
Kolonien und eine Abnahme des Anteils groBer Kolonien zu beobachten. Eine weitere
Klassifizierung war mit Hilfe der in dieser Arbeit verwendeten Methoden nicht mdglich.
Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass bei den durch das komplexe Stoffgemisch induzierten
Mutanten (18,2 %) Hinweise auf Genmutationen haufiger auftreten als bei spontan entstandenen
Mutanten, ein 1,4-facher Anstieg war zu beobachten. Die Anteile an Mutationen, die durch kleine
Deletionen oder Rekombinationen entstanden sein koénnten, sind etwa gleich gro3 und
erscheinen sowohl bei spontan auftretenden als auch bei induzierten Mutanten in ca. einem
Viertel der Fille. Uber 50 % der TFT-resistenten Kolonien beider Untersuchungsgruppen sind
wahrscheinlich auf groflere Deletionen oder Rekombinationen oder sogar Totalverlust des

Chromosoms 11 zuruckzufiihren.
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3.1.6 Koloniebildungsfihigkeit

Zur weiteren Uberpriifung der Zytotoxizitit wurde die Koloniebildungsfihigkeit als Ma® fiir die
zellulire Proliferation und Vitalitit untersucht. Nach der Behandlung wurde eine definierte
Zellzahl ausgesit und das Uberleben der Zellen beobachtet. Da TK6-Zellen als
Suspensionskultur wachsen, wurde dieser Test in Mikrotiterplatten durchgefihrt.

Mit ansteigender Konzentration des komplexen Stoffgemisches nahm die Fahigkeit der Zellen
zur Koloniebildung ab, d. h. die Proliferationsfiahigkeit der Zellen wird mit steigender
Testkonzentration zunehmend gestért (Abb. 29). Die relative Koloniebildungstahigkeit war ab
einer Konzentration von 0,02 mg/ml signifikant niedriger als bei der Negativkontrolle. Bei der
héchsten Testkonzentration von 0,16 mg/ml behielten weniger Zellen die Fahigkeit zur Teilung
als die Zellen der Positivkontrolle (200 uM EMS), die erwartungsgemal} signifikant niedrigere
Koloniebildungsfihigkeit als die der Negativkontrolle aufwiesen.
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Abbildung 29. Abhingigkeit der relativen Koloniebildungsfihigkeit von TK6-Zellen nach 24-
stindiger Behandlung von den unterschiedlichen Konzentrationen an komplexem Stoffgemisch.
Negativkontrolle: unbehandelte Zellsuspension; Vehikelkontrolle: Zellsuspension mit dem
Losungsvermittler  DMSO (56 uM); Positivkontrolle: 200 uM EMS  behandelt. Die
Negativkontrolle wurde auf 100 % gesetzt. Mittelwerte aus 4 Versuchen + SEM; * p < 0,05 im
Vergleich zur Negativkontrolle.
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3.2 Verwendung kryokonservierter primirer Hepatozyten fiir toxikologische

Untersuchungen

Die Leber gilt als das Organ der Entgiftung aber auch der Giftung von Xenobiotika. Da der
Hepatozyt als kleinste funktionelle Einheit der Leber diese Stoffwechselleistung durchzufthren
in der Lage ist, stellen Hepatozyten ein ideales Testsystem zur Untersuchung toxikologischer
Eigenschaften neuer oder unbekannter Substanzen dar. Um Hepatozyten permanent verfigbar
zu haben, ist die Etablierung von Hepatozytenbanken unabdingbar. Neben der Verwendung zu
Forschungszwecken dienen Zellbanken als Ressource fiir die Transplantation von Hepatozyten
zur Therapie bei Lebererkrankungen. Da Schweinehepatozyten als menschlichen Hepatozyten
dhnlich gelten, wurden in der vorliegenden Untersuchung zwar Protokolle fir die
Kryokonservierung von Schweine- und Rattenhepatozyten erstellt, die Validierung des Systems

und die toxikologischen Untersuchungen jedoch nur mit Schweinehepatozyten durchgefthrt.

3.2.1 Optimierung des Protokolls zur Kryokonservierung

Die Fihigkeit der Hepatozyten, auf kollagenierten Kulturschalen anzuheften und damit die
Moglichkeit, diese Zellen zu kultivieren, ist nach dem Auftauen kryokonservierter Zellen deutlich
vermindert. Eine mdogliche Ursache dafur konnte in der Schidigung der genomischen DNA
liegen. Deshalb wurde die DNA-Schidigung nach Kryokonservierung von primiren Schweine-
und Rattenhepatozyten und zur Kontrolle in der Zelllinie MH1C1 im Vergleich zur DNA-
Schidigung in frisch isolierten primiren Schweine- und Rattenhepatozyten mit Hilfe des
alkalischen Comet Assays analysiert. Als Mal3 fur die DNA-Schidigung wurde die mittlere
Kometenschweiflinge mit und ohne Zusatz der kryoprotektiven Aminosdure Glyzin bestimmt.
Als Positivkontrolle wurde ein Ansatz mit 300 uM H,O, mitgefihrt. In kryokonservierten
Hepatozyten war der Wert der DNA-Schidigung signifikant hoher als in frisch isolierten
Hepatozyten, die ahnlich niedrige DNA-Schidigungen aufwiesen wie die MH1C1 Kontrollzellen.
Beim Zusatz von Glyzin zum Einfrier- und Auftaumedium gab es artspezifische Unterschiede in
der Wirksamkeit: Wihrend in Schweinehepatozyten die durch die Kryokonservierung auftretende
DNA-Schidigung verhindert wurde, konnte in Rattenhepatozyten diese Schidigung nicht
unterbunden werden (Abb. 30).
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Abbildung 30. Induktion von DNA-Schiden in Hepatozyten durch Kryokonservierung. Die
DNA-Schiden sind als Kometenschweiflinge im Comet Assay dargestellt. Die Daten
repriasentieren Mittelwerte * Standardabweichung aus mindestens drei verschiedenen
Zellpriparationen; * p < 0,01 im Vergleich zu den nicht-kryokonservierten Hepatozyten.

Die Daten belegen, dass es wihrend des Kryokonservierungsprozesses zur Schidigung der DNA
in den Hepatozyten durch Einzel- und Doppelstrangbriiche sowie durch alkalilabile-Stellen kam.
Dies konnte in Schweinehepatozyten durch die Zugabe von 3 mM Glyzin zum Einfrier- und
Auftaumedium verhindert werden. Daher kann man vermuten, dass der Vetlust der
Funktionalitit und Vitalitit kryokonservierter Hepatozyten in anschlieBender Kultur unter

anderem auf die Schidigung der DNA zurtickzufthren war.

Um den Effekt von 3 mM Glyzin auf die Vitalitit der Hepatozyten zu bestimmen, wurden
kryokonservierte Zellen aufgetaut und die Anzahl vitaler Zellen an der Gesamtzahl der Zellen
nach Trypanblaufirbung bestimmt. Generell war die Vitalitit von Rattenhepatozyten geringer als
die von Schweinehepatozyten. Der Zusatz von Glyzin hatte keinen Einfluss auf die Vitalitit der

Hepatozyten (Abb. 31).
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Abbildung 31. Anteil der vitalen Hepatozyten an der Gesamtzahl der Zellen (= 100 %)
unmittelbar nach dem Auftauen kryokonservierter Schweine- oder Rattenhepatozyten. Wo
angegeben, wurde dem Kryo- und Auftaumedium 3 mM Glyzin zugesetzt. Die Daten
reprisentieren Mittelwerte =+ Standardabweichung aus mindestens drei verschiedenen
Zellpraparationen.

Um den Anteil vitaler Zellen an der Gesamtzellzahl zu erhéhen, wurden die aufgetauten Zellen
tber einen Percolldichtegradienten aufgereinigt und die Zellausbeute ausgehend von der Zellzahl
vor Dichtegradientenzentrifugation in der resultierenden Zellsuspension bestimmt. Wihrend die
Ausbeute an Schweinehepatozyten, die unter Zugabe von Glyzin eingefroren und aufgetaut
wurden, nach der Percollaufreinigung ca. 6-fach héher als die der Zellen ohne Glyzinzusatz war,
hatte der Zusatz von Glyzin auf die Ausbeute an Rattenhepatozyten keinen Einfluss (Abb. 32).
Wenn auch Glyzin auf die Vitalitit der Zellen, die mit der Trypanblaumethode vor der
Percollaufreinigung bestimmt wurde, scheinbar keinen Finfluss hatte (vgl. Abb. 31), so zeigten
die Ergebnisse nach Percollaufreinigung doch, dass ein Grofiteil der Zellen geschidigt sein
musste. Dies konnte fiir die niedrige Anheftungsrate der Zellen in der anschlieBenden Kultur
verantwortlich sein. In den weiteren Untersuchungen wurde fir den Kryokonservierungsprozess

immer ein Protokoll mit Zusatz von Glyzin gewihlt (vgl. 2.2.1.3 und 2.2.1.4).
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Abbildung 32. Zellausbeute kryokonservierter Schweine- und Rattenhepatozyten nach der
Aufreinigung durch Percolldichtegradientenzentrifugation. Wo angegeben, wurde dem Einfrier-
bzw. Auftaumedium Glyzin zugesetzt. Die Daten reprisentieren Mittelwerte =+
Standardabweichung von mindestens drei verschiedenen Zellpriparationen; *p = 0,01 im
Vergleich zur Kryokonservierung ohne Glyzin.

3.2.2  Kultivierung und Charakterisierung leberspezifischer Eigenschaften kryokonservierter

Hepatozyten

Um kryokonservierte Hepatozyten fiir toxikologische Untersuchungen verwenden zu koénnen,
mussen leberspezifische Eigenschaften in einer anschlieBenden Kultur erhalten bleiben. Deshalb
wurden zur Validierung von nach der Kryokonservierung kultivierten Hepatozyten deren
Proliferationsfihigkeit, die Fahigkeit zur Fremdstoffmetabolisierung durch das Cytochrom P450-

System sowie die Fihigkeit zur Harnstoffsynthese bestimmt.

Kultivierung

Die Verwendung von Glyzin wirkte sich nicht positiv auf die Anheftungs- und
Proliferationsfihigkeit der Hepatozyten aus. Die Anheftungsraten waren mit weniger als einem
Prozent der eingesiten Zellen gering (Abb. 33 A+C). In der Literatur wurde beschrieben, dass
konditioniertes Medium von Nichtparenchymzellen der Leber die Funktionalitit kultivierter
Hepatozyten deutlich verbesserte (Ries e al, 2000). Konditioniertes Medium wurde aus

Zelliberstinden von Nichtparenchymzellen der Schweine- bzw. Rattenleber gewonnen und den
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kryokonservierten Hepatozyten mit serumfreiem Medium im Verhiltnis 1:1 fiir die Aussaat der

Zellen und fir weitere 24 h zugegeben (vgl. 2.2.1.5).

ohne konditioniertem Medium mit konditioniertem Medium

B & -

il
)

—= kryokonservierte Rattenhepatozyten

Abbildung 33. Verbesserung der Kultur von kryokonservierten Hepatozyten durch
konditioniertes Medium von Nichtparenchymzellen der Leber. Mikroskopische Aufnahmen (200-
fache VergroBlerung). A) 12h alte kryokonservierte Schweinehepatozyten in HGM  ohne
konditioniertes Medium; B) 12h alte kryokonservierte Schweinehepatozyten in HGM
supplementiert mit 50 % konditioniertem Medium C) 15h alte kryokonservierte
Rattenhepatozyten in HGM ohne konditioniertes Medium; D) 15h alte kryokonservierte
Rattenhepatozyten in HGM supplementiert mit 50 % konditioniertem Medium (hier ist eine
Kolonie von Endothelzellen sichtbar). Die Insets in B) und D) zeigen nicht-kryokonservierte
Schweine- bzw. Rattenhepatozyten zum gleichen Zeitpunkt der Kultur.

Nach 12h bzw. 15 h Kulturdauer fithrte die Verwendung von konditioniertem Medium zur
Verbesserung der Kulturbedingungen, so dass sich deutlich mehr  Schweinehepatozyten
anhefteten als ohne konditioniertes Medium (Abb. 33 B vs. A). Auf die Anheftung von
Rattenhepatozyten hatte die Verwendung von konditioniertem Medium allerdings keinen
deutlichen Einfluss (Abb. 33 C vs. D). Das mikroskopische Bild kultivierter kryokonservierter
Schweinehepatozyten unterschied sich nicht wesentlich von dem nicht-kryokonservierter

Hepatozyten (Abb. 33 B und ecingeftigtes Bild). Die Zellen besalen eine polygonale Gestalt,
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vesikulire FEinschlusse, die Lichtstreuung verursachten und kanalikulire Strukturen an den
basolateralen Zellverbindungen, die fir den epithelialen Charakter der Zellen sprachen. Die
Kultur kryokonservierter Rattenhepatozyten lie3 dagegen keine funktionellen Hepatozyten
erkennen (Abb. 33 D und eingefiigtes Bild). Daher wurden im weiteren Verlauf dieser Arbeiten
die Untersuchungen zur Charakterisierung der leberspezifischen Figenschaften nur noch mit

Schweinehepatozyten fortgefihrt.

In der Tabelle 12 ist fiir Schweinehepatozyten eine Gesamtbilanz der Zellzahl ausgehend von der
Anzahl Zellen vor dem FEinfrieren aufgestellt. Durch die Aufreinigung mit Percoll wurde eine
Vitalitit der Zellen von 90 % erreicht. Das entsprach in mit Glyzin behandelten Zellen einer
Ausbeute von 30 % der urspriinglichen Zellzahl. Ohne Glyzin lag die Ausbeute nur bei ca. 6 %.
In der folgenden Kultur wurden die Zellen nur in Gegenwart von konditioniertem Medium

gehalten. Insgesamt betrug die Ausbeute 18 % der urspriinglichen Zellzahl (Tab. 12).

Vitalitit Gesamtbilanz
Vor der Kryokonservierung 90% % 5% 100%
Nach der Kryokonservierung (Auftauen) 60% 66,6%0
Nach der Kryokonservierung und der 90%
Percollaufreinigung
ohne Glyzin 5,7% £ 1,2%
mit Glyzin 30% % 2,2%
Nach der Kryokonservierung und der Anheftung
an kollagenbeschichtete Kulturschalen
ohne konditioniertes Medium n.n.

0

mit konditioniertem Medium 18%

Tabelle 12. Vitalitit und Ausbeute von Schweinehepatozyten nach der Kryokonservierung. n.n.-
nicht nachweisbar

Abb. 34 zeigt den Verlauf einer Kultur kryokonservierter Schweinehepatozyten tber vier Tage.
Die kryokonservierten Zellen wurden in MEM, das mit 50 % konditioniertem Medium versetzt
war, eingesit. Der erste Medienwechsel erfolgte 4 hspiater mit 50 % HGM und 50 %
konditioniertem Medium. Ab dem zweiten Medienwechsel wurde das Medium aller 24 h
ausgetauscht. Auf der Abbildung 34 A ist deutlich zu erkennen, dass sich Hepatozyten an den

kollagenierten Boden der Kulturschale angeheftet haben. Diese Zellen flachten sich im Verlauf
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der Kultur ab und boten nach 17h das typische mikroskopische Bild von Hepatozyten
(Abb. 34 B). Im weiteren Kulturverlauf flachten sich die Zellen weiter ab, begannen zu
proliferieren (Abb. 34 C) und bildeten schlieBlich auf der Kulturschale einen konfluenten
Monolayer (Abb. 34 D).

Abbildung 34. Verlauf einer Kultur kryokonservierter Schweinehepatozyten. Mikroskopische
Aufnahmen (100-fache VergroBerung). A) 3%2 h nach dem Auftauen und Aussaat in gleichen
Teilen MEM und konditioniertem Medium von Nichtparenchymzellen der Schweineleber; B)
weitere 14 h Kultur in Medium zu gleichen Teilen HGM und konditioniertes Medium; C) 72 h
Kultur, von 48 h - 72 h in HGM; D) 96 h Kultur, von 72 h — 96 h in HGM. Bei der Kultivierung
in HGM erfolgte ein Medienwechsel alle 24 h.

Unter den so gewihlten Kulturbedingungen nahm die Zellzahl im untersuchten Zeitraum von
5d gegeniiber den Ausgangswerten ca. 3-fach zu. Damit wurde gezeigt, dass kryokonservierte
Schweinehepatozyten unter den hier entwickelten Kulturbedingungen ihre typische
Proliferationsfahigkeit erhalten konnten (Abb. 35).
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Abbildung 35. Zunahme der Zellzahl kryokonservierter Schweinehepatozyten in Kultur. Die
Kulturbedingungen entsprachen denen unter Abb. 34 beschriebenen. Die Daten reprisentieren
Mittelwerte * Standardabweichung von mindestens drei verschiedenen Zellpriparationen;
*p = 0,01 im Vergleich zum 4. Kulturtag,.

Charakterisierung leberspezifischer Eigenschaften

Unter in vivo Bedingungen gehért die Ubernahme leberspezifischer Funktionen, wie der
Fremdstoffmetabolismus durch das Cytochrom P450-Enzymsystem (CYP450) oder die
Entgiftung von Ammoniak tber den Harnstoffzyklus zu den typischen Merkmalen von
Hepatozyten. Um den Nachweis zu erbringen, dass kryokonservierte Schweinehepatozyten diese
Eigenschaften auch unter den hier gewiahlten serumfreien Kulturbedingungen besalen, wurden
die Aktivitit der CYP1A1 und 2B1, die Harnstoffsyntheserate sowie die Expression

leberspezifischer Gene in 2 Tage alten Zellen fiir einen Zeitraum von 4 Tagen bestimmt.

Cytochrom P450-Aktivitat

Die Aktivititen der 7-Ethoxyresorufin O-deethylase (EROD) und der Pentoxyresorufin O-
dealkylase (PROD), die die Cytochrom P450-Subtypen CYP1A1 und CYP2B1 reprisentieren,
wiesen wahrend der Kulturtage 2 und 3 ca. 10-fach hohere Werte als in nicht-kryokonservierten
Schweinehepatozyten der gleichen Priparation auf. Ab Tag 4 fiel die Aktivitit stark ab, die Werte
betrugen nur noch 10 % der Ausgangswerte am Tag 2 (Abb. 36). Dieser Unterschied lief3 sich aus

dem unterschiedlichen zeitlichen Verlauf der Aktivitaiten in den unterschiedlichen
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Zellpraparationen erkliren: Die EROD-Aktivititen in nicht-kryokonservierten Hepatozyten war
am Tag 1 der Kultur der in kryokonservierten Hepatozyten am Tag 2 und 3 der Kultur
vergleichbar, wohingegen die PROD-Aktivitit in nicht-kryokonservierten Hepatozyten am Tag 1
der Kultur niedriger als in kryokonservierten Hepatozyten am Tag 2 und 3 war. Die EROD und
PROD Aktivititen der nicht-kryokonservierten Hepatozyten verminderten sich im weiteren
Kulturverlauf, wihrend die Aktivititen bei kryokonservierten Hepatozyten bis zum dritten
Kulturtag auf hohem Level erhalten blieben. Daraus resultierten die bis zu 10-fach héheren
PROD-Aktivititen in kryokonservierten Hepatozyten im Vergleich zu nicht-kryokonservierten

Hepatozyten.
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Il FROD kryokonservierte Hepatozyten
[ PROD kryokonsetvierte Hepatozyten
I EROD nicht kryokonservierte Hepatozyten
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Abbildung 36. Cytochrom P450 Aktivitit in serumfrei kultivierten kryokonservierten
Schweinehepatozyten tUber 5 Kulturtage im  Vergleich zu nicht-kryokonservierten
Schweinehepatozyten. Die Enzymaktivititen wurden an den angegebenen Tagen der Kultur
bestimmt. Die Daten reprisentieren Mittelwerte £ SEM aus mindestens zwei verschiedenen
Zellpraparationen in jeweils 2 voneinander unabhingigen Messungen; *; + p < 0,05 verglichen
mit den Werten der kryokonservierten Hepatozyten am gleichen Kulturtag.

Die Daten zu den nicht-kryokonservierten Schweinehepatozyten wurden freundlicherweise von
Dr. H. Aurich (Klinik und Poliklinik fir Innere Medizin I, Universitit Halle) zur Verfigung

gestellt.
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Ammoniakentgiftung

Die Harnstoffsynthese in kryokonservierten Schweinehepatozyten in Kultur fiel vom 2.-5.
Kulturtag allmihlich ab und resultierte am fiinften Tag in nur 10 % der Harnstoffproduktion des
zweiten Tags (Abb. 37). Dies war vergleichbar mit den Werten aus der Kultur nicht-
kryokonservierter Schweinehepatozyten der gleichen Priparation (Tag 2: 22,11 * 0,3 nmol x
10000 Zellen™; Tag 5: 3,13 £ 0,7 nmol x 10000 Zellen"). Die unverdffentlichten Daten zu den
nicht-kryokonservierten Schweinehepatozyten wurden freundlicherweise Weise von Dr. H.

Aurich (Klinik und Poliklinik fiir Innere Medizin, Universitit Halle I) zur Verfigung gestellt.
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Abbildung  37.  Harnstoffsynthese  in  serumfrei  kultivierten  kryokonservierten
Schweinehepatozyten tiber 5 Kulturtage. Die Harnstoffkonzentration wurde an den angegebenen
Tagen der Kultur im Mediumuberstand gemessen. Die Daten reprisentieren Mittelwerte + SEM
aus zwel verschiedenen Zellpriparationen in jeweils 2 voneinander unabhingigen Versuchen; * p
= 0,01 die Harnstoffkonzentration unterscheidet sich signifikant vom Wert am Tag 2.
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Expression leberspezifischer Gene

Die Expression leberspezifischer ~Gene wurde in  kultivierten  kryokonservierten
Schweinehepatozyten durch RT-PCR nachgewiesen. In 6 verschiedenen Priparationen
kryokonservierter Schweinehepatozyten, die 48 h kultiviert wurden, konnten die mRNAs von
Albumin, Transferrin, CYP1A1, CPS und PCK detektiert werden; GAPDH diente zur
Ladungskontrolle. a.-Fetoprotein wurde aufler in einer Probe nicht detektiert, sichtbar sind nur
die Primer. Dies zeigte, dass Schweinehepatozyten, die nach der Kryokonservierung kultiviert

wurden, ithren differenzierten Phinotyp erhielten (Abb. 38).

bp M  PCR Produkte
1000 -

645 -
500 -

1000 -

565 -
500 -

1000 -

500 - CPS

399 -
1000 -

500 - CYP1A1

380 -
1000 -

500 -
398 -

1000 -
850 -

500 -
400 -

132 -

Abbildung 38. Nachweis der Expression leberspezifischer Gene in kultivierten kryokonservierten
Schweinehepatozyten nach 48 h Kultur durch RT-PCR. Die 6 unterschiedlichen Bahnen zeigen
PCR-Produkte von 6 verschiedenen Zellpriparationen. Albumin (ALB), Transferrin (TFN),
Carbamoylphosphat-Synthetase (CPS), Cytochrom P450 1A1 (CYP1A1), Phosphoenolpyruvat-

Carboxykinase (PCK), Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase  (GAPDH) und a-
Fetoprotein (AFP). Die GroBle des jeweiligen PCR-Produktes nach der Amplifikation mit
spezifischen Primerpaaren (vgl. 2.1.4) ist markiert. M — DNA GroéBenmarker.

Die Expression der leberspezifischen Gene Transferrin, CYP1A1, CPS und PCK blieb iber
einen Zeitraum von 4 Tagen in der Kultur konstant. Wihrend die Expression des Albumingens
im Laufe der 4-tigigen Kultur in den Zellen abnahm, nahm die des AFP tGiber den Kulturverlauf
zu (Abb. 39). Der Zeitpunkt der Zunahme des AFP bzw. der Abnahme des Albumin fiel mit
dem Zeitpunkt der Zunahme der Zellzahl zusammen (vgl. Abb. 35). Die Ergebnisse der AFP-
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PCR wurden freundlicher Weise von Dr. I. Schiffner (Klinik und Poliklinik fir Innere Medizin I,

Universitit Halle) zur Verfligung gestellt.

bp M 24h 48h 72h 96h

1000 -

505 -

500 - TEN

1000 -
CPS

500 -
399 -

1000 -

500 -

- CYP1A1

1000 -
PCK

1000 -

850 - GAPDH

500 -
1000 -

645 -
500 -
400 -

ALB

AFP
132-

Abbildung 39. Nachweis der Expression leberspezifischer Gene in kultivierten kryokonservierten
Schweinehepatozyten. Gesamt-RNA wurde aus den Zellen einer Zellpriparation zu den

angegebenen Zeitpunkten isoliert und die mRNA des Albumin (ALB), Transferrin (TFN), -
Fetoprotein (AFP) und Cytochrom P450 1A1 (CYP1A1l) sowie die der Carbamoylphosphat-
Synthetase (CPS), Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase (PCK) und Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) durch RT-PCR nachgewiesen. M — DNA Gro3enmarker.
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323 Verwendung  kryokonservierter =~ Schweinehepatozyten  in  gentoxikologischen

Untersuchungen

Die unter 3.2.2 beschriebenen Daten zeigen, dass Schweinehepatozyten nach Kryokonservierung
ithre leberspezifischen FEigenschaften erhielten. Deshalb sollte ihre FEinsatzfihigkeit in
gentoxikologischen Analysen im Comet Assays unter Verwendung des komplexen
Stoffgemisches getestet werden. Die eingefrorenen Zellen wurden aufgetaut, tber Percoll
gereinigt und fir 1 h mit dem komplexen Stoffgemisch iber eine Konzentration von
0,005 mg/ml bis zu 0,08 mg/ml behandelt. Die Dosis-Wirkungsbezichung zeigt, dass die
Kometenschweiflinge proportional zur Testkonzentration zunahm. Bereits ab der geringsten
getesteten Konzentration von 0,005 mg/ml zeigten die kryokonsetvierten Schweinehepatozyten
eine signifikante Erh6hung der Kometenschweiflingen aufgrund der Schadigung der DNA durch
Einzelstrangbriiche und AP-Stellen. Weder in der Negativkontrolle noch in der Vehikelkontrolle
(56 uM DMSO) wurden DNA-Schiden nachgewiesen. Die Behandlung der Zellen mit 300 uM
H,O, (Positivkontrolle) ebenso wie die mit dem komplexen Stoffgemisch in Konzentrationen
groBer als 0,08 mg/ml fihrte zur vollstindigen Zerstérung der DNA (Abb. 40). Diese Ergebnisse

stimmten mit denen an nicht-kryokonservierten primiren Hepatozyten tiberein.
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Abbildung 40. Abhingigkeit der Induktion von DNA-Schidigungen im Comet Assay von
Behandlung kryokonservierter Schweinehepatozyten mit ansteigenden Konzentrationen des
komplexen Stoffgemisches. Nach dem Auftauen wurden die Zellen fir 1 h behandelt und die
Kometenschweiflinge als Mal3 fir die DNA-Schidigung im Comet Assay bestimmt. Die Daten
reprisentieren Mittelwerte = SEM (pro Konzentration 100 Zellen, 2 Versuche). Mittelwerte +
Standardabweichung; * p < 0,001 im Vergleich zur Negativkontrolle.
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4 Diskussion

Obwohl Menschen in ihrer Umgebung oder an ihrem Arbeitsplatz meist gegentiber einer Vielzahl
von verschiedenen chemisch-komplex zusammengesetzten Gemischen exponiert —sind,
beschrinken sich Studien in der Toxikologie oft auf einzelne Substanzen. Bis jetzt sind nur
wenige spezielle Strategien oder Standardprotokolle zur Bestimmung der toxischen und
gentoxischen Effekte chemisch-komplexer Gemische verfiigbar; dabei werden dieselben
Konzepte wie fir die Einschitzung von Einzelsubstanzen zu Grunde gelegt (Bolt ez al, 1993;
White, 2002; Yang ¢t al., 1989).

Die qualitative und quantitative Zusammensetzung des in der vorliegenden Arbeit untersuchten
komplexen Stoffgemisches ist im Wesentlichen bekannt. Nur einige Komponenten davon sind
gentoxikologisch charakterisiert, z. B. Hexachlorbenzol, Trichlortriazin, Hexachlorbutadien und
Hexachlorcyclopentadien. Fur die Mehrzahl der Komponenten sind keine gentoxikologischen
Daten verfiigbar. Aufgrund der in komplexen Gemischen zu erwartenden Interaktionen
zwischen den Einzelsubstanzen (antagonistisch, synergistisch) ist eine toxikologische bzw.
gentoxikologische Beurteilung fiir komplex zusammengesetzte Gemische schwierig. Aus der
Bewertung und dem Vergleich der Konzentrationen der Einzelsubstanzen im untersuchten
komplexen Stoffgemisch mit den bekannten gentoxischen Effekten waren die beobachteten
Auswirkungen nicht zu erwarten.

In vivo-Untersuchungen zur Charakterisierung der toxischen Wirkungen von komplexen
Stoffgemischen aus Plasmaitzprozessen (Bauer ez a/., 1995) hatten gezeigt, dass ein geringes bis
mittleres allgemeintoxisches Potential der Stoffgemische besteht. Targetorgane sind vor allem die
Leber und die Lunge der Versuchstiere. Bei den gentoxischen Untersuchungen des komplexen
Stoffgemisches wurden im bakteriellen Ames-Test eine konzentrationsabhingige Induktion
verschiedener Genmutationen (Basenpaarsubstitutionen, frame-shift-Mutationen) beobachtet, im
Fligel-Mosaik-Test mit Drosophila wurde die Auslésung von Genmutationen und somatischen
Rekombinationen in Eukaryonten registriert, bei subchronischer Behandlung von Laborsidugern
kam es zu einer signifikanten Erhohung der Mikrokernrate in polychromatischen Erythrozyten
des Knochenmarks, was als Beweis fiir die aberrationsauslosende Potenz des Gemisches
anzusehen ist.

Die in wvitro-Untersuchungen zu gentoxischen Wirkungen des komplexen Stoffgemisches in
primiren tierischen und humanen Zellkulturen ergaben eine konzentrationsabhingige Auslosung
von DNA-Strangbriichen und die konzentrationsabhingige Induktion von Chromosomen-
aberrationen in humanen Lymphozyten (Miller, 2000). All diese Effekte koénnten auf

synergistische Interaktionen zwischen einzelnen Komponenten des komplexen Stoffgemisches
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zurickzuftihren sein. Als weitere Ursachen fir die beobachteten Effekte kommen aber auch
nicht-detektierbare Komponenten, die nur in Spuren im Gemisch vorhanden sind, und/oder
erfasste Substanzen ohne toxikologische Datenlage in Frage. Zur genaueren Eingrenzung der
tatsdchlichen Ausloser der gentoxischen Effekte wurden chemisch-analytische Untersuchungen
in die Arbeit aufgenommen, die aulerdem als begleitende Analytik zur regelmilligen Kontrolle
der genauen Zusammensetzung des komplexen Stoffgemisches, der Fraktionen und der
Modellgemische ausgelegt waren.

Diese Aufgaben dienten dem Ziel, weitere gentoxische Wirkungen des komplexen
Stoffgemisches auf der DNA-Ebene zu erfassen und in den hier vorgestellten

Saugerzellkultursystemen zu charakterisieren.

4.1 Gentoxikologische Untersuchungen

4.1.1 Erfassung des DNA-einzelstrangbruchinduzierenden Potentials

Vor Beginn der Arbeiten zu den gentoxikologischen Untersuchungen und spiter zur
Identifizierung der toxikologischen Leitsubstanzen war es durch einen Wechsel des
Auswertesystems erforderlich, dieses zu validieren, um falsch positive Ergebnisse ausschlieBen zu
koénnen und die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewihtleisten. Die Ergebnisse der Comet
Assay Studien und des Mikrokerntests demonstrieren die Fihigkeit des komplexen
Stoffgemisches, DNA-Strangbriiche in humanen und tierischen Zellkulturen bzw. chromosomale
Aberrationen  in  humanen  Lymphozyten in  einem  direkten  Konzentrations-
Wirkungsmechanismus zu induzieren. Diese Resultate (vgl. Abb. 4 — 6 und Abb. 20) stimmen mit
den friher erhobenen Befunden tiberein (Miller, 2000). Im Gegensatz zu den fritheren Studien
ist es mit dem neuen Auswertesystem moglich, geringe Verinderungen im Ausmal} der DNA-
Schidigung (Strangbriiche und chromosomale Aberrationen) zu erfassen und zu charakterisieren.
Wie erwartet, l6sten 300 uM H,O,, im Comet Assay detektierbare und mit der Literatur
korrelierende DNA-Einzelstrangbriiche aus (vgl. Abb. 4 — 6; Singh 7 a/., 1988). Damit wurde die
Anwendbarkeit der Methode bestitigt. Es konnte weiterhin nachgewiesen werden, dass durch
den Losungsvermittler DMSO keine Schiadigungen an der DNA hervorgerufen werden (vgl.
Abb. 4 - 06), sodass die Untersuchungsergebnisse durch die Vehikelkontrolle nicht beeinflusst
werden.

Da DNA-Fragmentation bekanntlich auch wihrend des Vorganges der Apoptose auftritt,
diskutieren einige Autoren dartber, dass Apoptose falsch-positive Resultate im Comet Assay
liefern kénnte (Baisch ez al, 1999; Choucroun ef al., 2001; Florent ez al., 1999; Godard ez al., 1999).

Roser et al., 2001 konnte zeigen, dass Stauroporin, ein gingiges Apoptose-induzierendes Agens,
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keine Strangbriche in HAT-29 Kolonkarzinomzellen induzierte und gentoxische
Konzentrationen der Strangbruch-induzierenden Substanz N-Methyl-N “nitro-N-nitrosoguanidin
im gleichen Testsystem keine Apoptose ausloste. Rundell e7 a/, 2003 bewies in seinen Studien
zum Vergleich gentoxischer Schiden und Kernfragmentation, dass keine apoptotische Zellen im
Comet Assay erfasst werden. Es gibt Griinde zu der Annahme, dass die hier durchgefiihrten
Studien nicht durch Begleitprozesse der Apoptose beeinflusst wurden. So besitzen die
verwendeten Zellkultursysteme nicht die spezielle Sensitivitit gegeniiber apoptotischen Prozessen
wie die von Choucroun et al, 2001 genutzten Jurkat-Zellen. Die Auswertung folgte der
Klassifikation nach Godard e al, 1999, es wurden keine Zellen mit einem sogenannten
,»hedgehog-tail“ gemessen. Dieser Kometenschweif hat charakteristischer Weise einen kleinen
Kopf und einen breiten Schwanz im mikroskopischen Bild. Wada ez a/, 2003 konnte durch
TUNEL-Analysen zeigen, dass alle apoptotischen Kometen im Comet Assay auch apototische
Zellen sind. Es wurden nur Zellsuspensionen mit mindestens 85% Vitalitit nach der Behandlung
mit komplexem Stoffgemisch im Comet Assay untersucht. Dies impliziert, in Kombination mit
einer geringen Behandlungszeit von 1-2 h, dass die beobachteten positiven Ergebnisse infolge
gentoxischer Effekte des komplexen Stoffgemisches auftraten und nicht durch apoptotische
Vorginge verfilscht wurden.

Wie im Kapitel Material und Methoden beschrieben kann der Einsatz des S9-Mix allein,
zytotoxisch oder gentoxisch auf die im Test verwendeten Zellen wirken (vgl. 2.2.3). Durch
entsprechende Kontrolltests konnte gezeigt werden, dass die Verwendung des S9-Mix in den von
uns ausgewihlten Konzentrationen keine DNA-Strangbriiche ausloste und nicht zytotoxisch
wirkte. Damit konnte nachgewiesen werden, dass die DNA-Schiadigungen auf die Wirkungen der
Testsubstanzen zuriickzufithren waren und nicht durch methodische Artefakte ausgel6st wurden.
In den parallel durchgefiihrten Untersuchungen mit und ohne Zusatz von §9-Mix konnten keine
Unterschiede im Ausmal3 der DNA-Schidigung gefunden werden. Das ist ein wichtiger Hinweis
darauf, dass das gentoxische Potential der Substanzen auch ohne Metabolisierung sehr hoch ist.
Andererseits spielten auch sogenannte ,,Entgiftungsmechanismen® keine Rolle, die zu einer
Verringerung der gentoxischen Effekte nach gleichzeitiger Gabe mit der Testsubstanz gefithrt
hitten. Dieses Ergebnis entsprach den FErwartungen, da sich schon in vorherigen
Untersuchungen (Bauer ef a/, 1995) im bakteriellen Ames-Test zeigte, dass die Reversionsrate
durch Zugabe von S9-Mix nicht beeinflusst wurde.

Die Ergebnisse aus den Untersuchungen an Bronchialepithelzellen weisen darauf hin, dass die
Lunge als Haupteintrittspforte des Stoffgemisches in den Organismus besonderen gentoxischen
Einfliissen ausgesetzt ist. In Kombination mit den humanen Lymphozyten ergaben die zwei

humanen Zellkultursysteme tberzeugend reproduzierbare Resultate. Das in der Arbeit
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untersuchte komplexe Stoffgemisch 16ste in primiren humanen Zellkultursystemen DNA Einzel-
und -Doppelstrangbriiche aus. Dies ist ein Indikator fur das gentoxische Potential des komplexen

Stoffgemisches.

4.1.2  Erfassung des aberrationsauslosenden Potentials

Die Ergebnisse des zz witro Mikrokerntestes an doppelkernigen humanen Lymphozyten
korrespondierten mit den friheren iz vivo Studien zu den PCE des Riickenmarks behandelter
Tiere und belegen die aberrationsauslosende Wirkung des komplexen Stoffgemisches (Bauer ef
al., 1992a; Bauer ez al, 1996; Bauer ez al, 1992b; Miller, 2000). Die dargestellten Daten sind
vergleichbar mit den Beobachtungen einer Studie an Instandhaltungsmechanikern aus der
Halbleiterindustrie (Roos, 1992; Szadkowski and Roos, 1989). Dabei wurden signifikante
Unterschiede von Mikrokernraten in den peripheren Lymphozyten des Wartungspersonals im
Vergleich zur Kontrollgruppe registriert. In spiteren Kontrolluntersuchungen nach der
Optimierung von Arbeitsschutzmassnahmen waren die Raten an Mikrokernen in beiden
Gruppen vergleichbar.

Wie oben beschrieben, ist es unwahrscheinlich, dass die Ergebnisse des Mikrokerntests durch
Apoptose/Nekrose verfilscht wurden. Daher folgten wir nicht der Spezifikation des
Cytokineseblock-Mikrokerntests, wie von Fenech, 2000; Kirsch-Volders e7 a/., 2003 beschrieben,
mit der eine solche Unterscheidung méglich wire.

Das Ergebnis des Mikrokerntests ist ein weiterer sicherer Hinweis auf das gentoxische Potential
des komplexen Stoffgemisches im humanen System. Wenn auch durch den gewihlten
Versuchsansatz keine Unterscheidung zwischen strukturellen und numerischen Aberrationen
moglich  war, ist die aberrationsauslosende Wirkung an sich ausschlaggebend fir die
Charakterisierung des von dem komplexen Stoffgemisch ausgehenden gentoxikologischen
Risikopotentials. Um Aufschluss iiber den Mechanismus der Aberrationen zu erhalten, wire es
erforderlich, weitere Untersuchungen mit einem fluoreszierenden antikinetor Antikérper, z.B.
eine CREST-Firbung, vorzunehmen (Degrassi and Tanzarella, 1988; Fenech and Motley, 1989;
Miller and Adler, 1990).

Die hier vorgestellten Untersuchungen belegen also die Einsatzfihigkeit der Methode, des
Auswertesystems und der Zellkultursysteme zur Evaluation der Einzelkomponenten des

komplexen Stoffgemisches.
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4.1.3 Erfassung des DNA-doppelstrangbruchinduzierenden Potentials

Durch die Etablierung des neutralen Comet Assays bei pH = 9,0 von Singh and Stephens, 1997
konnte demonstriert werden, dass das komplexe Stoffgemisch neben DNA-Einzelstrangbriichen
auch die fur die Reparaturmechanismen schwieriger zu behandelnden DNA-Doppelstrangbriiche
in humanen Lymphozyten und lymphoblastoiden TK6-Zellen konzentrationsabhingig ausloste
(vgl.3.1.2). Die selektive Erfassung von DNA-Doppelstrangbriichen durch diesen Test konnte
durch die Ergebnisse aus den Voruntersuchungen unter Einsatz von Wasserstoffperoxid validiert
werden. Der Nachweis von Doppelstrangbriichen ist im Hinblick auf deren Reparatur und die
moglichen mutagenen Ereignisse von Wichtigkeit. Vamvakas und Mitarbeiter postulierten, dass
die Reparatur von Doppelstrangbriichen ein komplexer Vorgang ist, bei dem auch nach erfolgter
Reparatur Gentranslokationen, Rearrangements und Deletionen auftreten kénnen, die wiederum
Zelltransformationen und Tumorentwicklung férdern (Vamvakas e 4/, 1997) Auch Singh, 2000,
erwihnt, dass der Nachweis von DNA-Doppelstrangbriichen als Indikator fiir Gentoxizitit
wichtig sei, da die Reparatur schwieriger als bei Einzelstrangbriichen ist und unreparierte Briche
zum Zelltod fihren koénnen. Allerdings treten Doppelstrangbriiche seltener auf als
Einzelstrangbriiche (Singh, 2000). Ein direkter quantitativer Vergleich zwischen neutralem und
alkalischem Comet Assay ist auf Grund der Unterschiede im Testablauf und der

elektrophoretischen DNA-Auftrennung nicht méglich.

4.1.4 Erfassung der Reparaturfahigkeit

Um die Fahigkeit der humanen Lymphozyten zur Reparatur von DNA-Briichen nach der
Behandlung mit komplexem Stoffgemisch bzw. dessen Fraktionen zu erfassen, wurde der
zeitliche Verlauf der Reparatur der DNA-Schiden im Comet Assay beobachtet (3.1.4). Es konnte
gezeigt werden, dass bei einstiindiger Behandlung die DNA-Schidigung der humanen
Lymphozyten durch das komplexe Stoffgemisch nach 120 min wieder auf dem Niveau der
Negativkontrolle war. Im Gegensatz dazu lieBen sich bei den iber 24 h behandelten
Lymphozyten nach gleicher Reparaturzeit noch DNA-Briche nachweisen. Mit den hier
vorgelegten Ergebnissen zur unvollstindigen Reparatur der DNA-Strangbriiche konnten die
Resultate der Untersuchungen zur Induktion von Mikrokernen bestitigt werden, denn DNA-
Briiche sind uv.a. die Voraussetzung fiir Chromosomenaberrationen. Laut Vamvakas e a/., 1997,
Wiirgler, 1993 geben diese Ergebnisse wiederum einen Hinweis auf das gentoxische Potential des
komplexen Stoffgemisches. Wie erwartet konnte nachgewiesen werden, dass die

Vehikelkontrollen DMSO bzw. DCM keinen Einfluss auf die Ergebnisse hatten.
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Bei den Lymphozyten kam es nach den ersten Reparaturminuten zu einem signifikanten
Rickgang der Kometenschweiflingen, ein deutlicher Hinweis auf das Einsetzen der
Reparaturprozesse. Die geringste Reparaturkapazitit wurde in Zellen nach einstiindiger
Behandlung mit komplexem Stoffgemisch registriert. Sie unterschieden sich aber nicht signifikant
von den anderen errechneten Reparaturkapazititen. Diese Ergebnisse korrelieren mit in der
Literatur beschriebenen Daten zur Reparaturkapazitit humaner Lymphozyten (Harreus e af,

2001; Singh, 2000).

Inwieweit die DNA-Strangbriiche korrekt repariert wurden oder nach der Reparatur Mutationen
entstanden, lie sich nach weiteren Untersuchungen zur Induktion von Genmutationen

einschatzen.

4.1.5 Erfassung des mutationsauslésenden Potentials

Eine Gentoxizititstestung umfasst nicht nur die Untersuchung auf Vorstufen von Mutationen
sondern auch die Detektion der induzierten Mutationen (Wiirgler, 1993). Dazu sollte in der
vorliegenden Arbeit der Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase-Test (HPRT-Test) an
humanen Lymphozyten Anwendung finden. Dieser Test erfasst Mutationen im X-
chromosomalen Strukturgen /pr# oder in dessen Regulatorregion. Die Bestimmung der
Mutationsfrequenz im HPRT-Test war undurchfiihrbar, da die Auswertung der Mikrotiterplatten
nicht méglich war (vgl. 3.1.5.1). Denkbare Fehlerquellen wiren die ungeniigende Wartezeit zur
Ausbildung von Resistenzen gegeniiber Thioguanin und das Fehlen des LAK Uberstandes. Die
Ausprigung der Resistenz dauert im HPRT-Test 6-10 Tage (Glatt, 1993), diese wurden nicht
eingehalten, vielmehr wurden die Zellen gleich nach der Behandlung in Mikrotiterplatten gesiit.
Der Zusatz von LAK Uberstand wird in einigen Literaturstellen erwihnt (Branda e# a/, 1992;
Burkhart-Schultz and Jones, 1997), aber auch der in der vorliegenden Arbeit angewandte Einsatz
von Interleukin 2 wird in der Literatur beschrieben (Branda and Albertini, 1995; Uematsu ef a.,
1997).

Der HPRT-Test wurde als nichstes an den stabileren humanen lymphoblastoiden TK6-Zellen
durchgefiihrt. Dieser Test ist laut Literaturdaten genauso ausreichend validiert wie der HPRT-
Test an humanen Lymphozyten (Cochrane and Skopek, 1994; Furth e a/, 1981; Leong-
Motgenthaler e al., 1998; O'Brien 7 al., 1990; Steen ef al., 1997a; Sussman e/ al., 1999). Wihrend
der Durchfihrung wurde auf die Expressionszeit des resistenten Phinotyps geachtet (vgl.
2.2.6.1). Auch bei diesem Testansatz war eine Bestimmung der Mutationsfrequenz nicht

durchfihrbar, da eine Auswertung der selektiven Mikrotiterplatten nicht moglich war. Das
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Versagen des Guanin-Analogons 6-Thioguanin kann ausgeschlossen werden, da Analysen zum
Verhalten von Wachstumskurven der Zellen mit ansteigenden Thioguaninkonzentrationen
parallel durchgefiihrt wurden. Dabei zeigten sich keine Unregelmilligkeiten. Aus den
gegenwirtigen Resultaten der Arbeit kann geschlossen werden, dass sich der HPRT-Test als
Genmutationstest nicht fiir das hier untersuchte komplexe Stoffgemisch aus halogenierten
Kohlenwasserstoffen eignet.

Die Vermutung, dass das hier untersuchte komplexe Stoffgemisch Genmutationen auslost,
konnte durch den Finsatz des Maus-Lymphoma-TK"-Assays (MLA) zweifelsfrei bewiesen
werden  (vgl.  3.1.5.2). Es konnte eine konzentrationsabhingige Zunahme der
Mutationsfrequenzen nach Behandlung mit komplexem Stoffgemisch beobachtet werden. Der
mutagene Effekt im MLA basierte auf der Induktion von groen Kolonien, die Induktion von
kleinen Kolonien, die meist durch Chromosomenaberrationen entstehen, spielte eine geringere
Rolle und nahm erst bei hoheren Testkonzentrationen (ab 0,005 mg/ml) zu. Durch eine Analyse
zur Prifung auf den Verlust- der- Heterozygotie (LOH-Analyse) polymorpher Marker besteht die
Mboglichkeit zur Aufklirung des Umfangs und der Art des Verlustes innerhalb oder rund um den
tk — Lokus. Fur das Chromosom 11 der Maus, auf welchem sich der 7 — Lokus befindet, sind
einige einfache Sequenzwiederholungs-polymorphismen beschrieben (Liechty e al, 1998;
Rothfuss ¢z 4/, 2000). Ein LOH von Markern innerhalb oder nah am 7 -Allel tritt generell als
Konsequenz von Deletionen oder Rekombinationen auf, wihrend ein LOH an allen Loci
wahrscheinlich infolge eines Totalverlustes des Chromosoms erscheint. LOH- Analysen von
durch komplexes Stoffgemisch induzierten Mutanten kleiner Kolonien offenbarten in allen
Untersuchungen LOH- Mutanten ab Lokus D77.A4g/l. Das weist darauf hin, dass ein teilweiser
Verlust des # Gens der Grund fir die TK-Defizienz war. Es konnten Unterschiede in den
LOH- Mustern von spontanen und durch das komplexe Stoffgemisch induzierten Mutanten
registriert werden. Kein LOH, also Genmutationen, traten verstirkt nur bei den induzierten
Mutanten grofler Kolonien auf. Damit konnten Hinweise aus der Literatur bestitigt werden, dass
kleine Kolonien zumeist durch Chromosomenmutationen entstehen (Clements, 2000). Auch
kleine Deletionen und Rekombinationen, LOH am D77.4g/7, wurden hdufiger bei induzierten
Mutanten grofler Kolonien verzeichnet, als bei spontan entstandenen Mutanten grof3er Kolonien.
Im Gegensatz dazu zeigten die induzierten Mutanten kleiner Kolonien vermehrt grof3e
Deletionen bzw. Totalverlust des Chromosoms, LOH ab D77Mit67, im Vergleich zu den
spontanen Mutanten. Anzumerken sei, dass diese Mutationen bei induzierten Mutanten grof3er
Kolonien im Vergleich zu spontan entstandenen Mutanten seltener auftraten. Eine mdogliche
Erklirung wire, dass ein bestimmter Typ DNA-Schidigungen fiir die Mutationen verantwortlich

war. Die vorliegenden Resultate deuten darauf hin, dass verstirkt Modifikationen innerhalb des
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Genes auftraten, die offensichtlich nicht so schnell und effizient repariert werden konnten. Somit
wurden die primiren DNA-Schiden als Mutationen fixiert (Ward, 1995). Diese Ergebnisse
stimmen mit friheren Befunden aus dem Ames-Test tberein. Dabei wurden durch den Einsatz
von verschiedenen Salmonella-Stimmen (TA 1535 und 100: Basenpaarsubstitutionen,
TA 1537 und 98: Frameshiftmutationen) signifikant erthohte Reversionsraten beobachtet, die auf
Genmutationen schlieBen lassen. Es wurde aber kein Hinweis auf die Bevorzugung eines
bestimmten Genmutationstyps gefunden (Bauer ¢z a/, 1995).

Die verfiigbaren Resultate aus dem MLA zeigen aber auch, dass bei der Induktion von
Mutationen durch das komplexe Stoffgemisch klastogene Mechanismen eine Rolle spielten. Diese
Vermutung wird auch durch die Ergebnisse aus dem Mikrokerntest (vgl. 3.1.3) gestiitzt. Wie
oben erwihnt, konnte ab der Testkonzentration 0,005 mg/ml eine signifikante Erhéhung der
Mutantenfrequenzen von kleinen Kolonien im Testsystem ohne Zusatz von S9-Mix gegentiber
der Behandlung mit S9-Mix beobachtetet werden. Diese Ergebnisse korrelieren nicht mit den
bisher erhobenen Daten zur Charakterisierung des direkten oder indirekten gentoxischen
Potentials des komplexen Stoffgemisches in den Behandlungen mit/ ohne S9-Mix im Comet
Assay und Mikrokerntest. Ahnliche Resultate wurden nur bei den Untersuchungen der 2-
Komponenten-Modellgemische detektiert, die zeigten, dass eine Metabolisierung der
Inhaltsstoffe vorwiegend Genmutationen ausléste.

Die Erwartungen zu den Positivkontrollen der bekannten Mutagene MMS und B(x)P konnten
bestitigt werden, es kam zu einer signifikanten Erhohung der Mutationsfrequenzen im MLA.
Durch den Finsatz von B(«)P konnte auch die Funktionalitit des S9-Mix sicher nachgewiesen
werden, da B(a)P nicht direkt gentoxisch wirkt, sondern erst nach Metabolisierung, also indirekte
gentoxische Wirkungen besitzt. Eine Charakterisierung der erfassten Mutationen erfordert
weitere Untersuchungen und kann mit einem sogenannten Chromosomenpainting erfolgen
(Clements, 2000).

Eine wichtige Schlussfolgerung, die aus den Resultaten des MLLA gezogen werden kann, ist die
direkte Ubertragbarkeit der in vitro Ergebnisse zur Charakterisierung des mutagenen Potentials
des komplexen Stoffgemisches auf den Menschen, da die mit diesem Test erfassten
Mutationsfrequenzen mit der gleichen Haufigkeit in jedem anderen Gen und in jeder anderen

Zelle auftreten konnten.
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4.1.6  Erfassung der Koloniebildungsfihigkeit

Durch die hier vorliegenden Resultate zur Koloniebildungsfahigkeit von TK06-Zellen konnte
eindeutig gezeigt werden, dass es nach der Behandlung mit aufsteigenden Konzentrationen an
komplexem Stoffgemisch zu einer Abnahme der Uberlebensfihigkeit der TK6-Zellen kam. Die
gleichen Ergebnisse konnten auch im MLA bei der Erfassung der Klonierungseffizienz an
LL5178Y-Zellen beobachtet werden. Damit bestitigte sich, dass TK6-Zellen zur Untersuchung
der Zytotoxizitit von chemisch komplex zusammengesetzten Gemischen eingesetzt werden

koénnen (Lachance ez al, 1999).

AbschlieBend lisst sich sagen, dass in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, dass mit
den etablierten Testsystemen eine Untersuchung chemisch komplex zusammengesetzter
Gemische moglich ist. Dies ist ein sehr wichtiger Beitrag fiir die Erarbeitung von Teststrategien
tir komplexe Stoffgemische, die in der Toxikologie zunehmend an Bedeutung gewinnen (Feron

et al., 1995; Johnson and DeRosa, 1995; Simmons, 1995; Teuschler and Hertzberg, 1995).

4.2 Identifikation der toxikologischen Leitsubstanzen

Als  toxikologische Leitsubstanzen werden die Stoffe eines chemisch komplex
zusammengesetzten Gemisches definiert, die in den toxikologischen Untersuchungen am
hdufigsten als Ausloser toxischer Schiadigungen identifiziert wurden. In den vorangegangen
Analysen zu den gentoxischen Wirkungen konnte gezeigt werden, dass der alkalische Comet
Assay und der zz vitro Mikrokerntest reproduzierbare Ergebnisse bei der Untersuchung des
komplexen Stoffgemisches erzeugten. Aus diesem Grund wurden diese Testsysteme fir
weiterfithrende Untersuchungen eingesetzt.

Zur Identifikation der toxikologischen Leitsubstanzen wurden zuerst drei Fraktionen des
komplexen Stoffgemisches untersucht. Die Fraktionen wurden durch priparative
Gaschromatographie gewonnen; ihre Inhaltsstoffe sind bekannt (vgl. Tab. 3). Sowohl in den
Untersuchungen an humanen Primirzellen (periphere Lymphozyten und Bronchialepithelzellen)
als auch an primiren Rattenleberzellen konnte gezeigt werden, dass alle 3 Fraktionen des
komplexen Stoffgemisches tiber ein DNA- strangbrechendes Potential verfiigten, wobei die
Fraktion #3 an der DNA aller drei Zellkultursysteme signifikant hohere Schidigungen induzierte
(vgl. 3.1.1.2).

Auf einen Nachweis der Konzentrations-Wirkungsbeziehung konnte bei diesen Testungen zur
Identifikation der toxikologischen Leitsubstanzen verzichtet werden. Die Testung von

verschiedenen Konzentrationen oder Vertlingerungen der Behandlungszeiten ergaben keine
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wesentlichen Verinderungen der Ergebnisse. Deshalb wurden fir die nachfolgenden
Untersuchungen nur noch einstiindige Behandlungszeiten und eine reprisentative Konzentration
ausgewahlt.

Es konnte wiederum gezeigt werden, dass die Ergebnisse der Versuche an den beiden humanen
primiren Zellkultursystemen unter Zusatz des externen Metabolisierungssystems S9-Mix nicht
verindert wurden. Dieses Ergebnis korreliert mit friher erhobenen Befunden in den
Untersuchungen zum gesamten komplexen Stoffgemisch (siehe 3.1.1.1). Die Fraktionen verfligen
auch ohne Metabolisierung tiber ein hohes gentoxisches Potential.

Auch bei den Rattenhepatozyten konnte eine signifikante Erhohung der DNA-Schidigungen
nach Behandlung mit Fraktion #3 gegeniiber der Negativkontrolle und den anderen beiden
Fraktionen nachgewiesen werden. Die Rattenhepatozyten zeigten einen hohen Schidigungsgrad
der DNA. Der Grund hierfiir ist, dass intakte Hepatozyten tber eine grofle Palette an
verschiedenen Metabolisierungsenzymen verfiigen, die weit tber die im S9-Mix enthaltene
Enzymausstattung hinausgeht. Dieses Phidnomen wurde schon frither in der Diplomarbeit
registriert (Miller, 2000): Die Metabolisierung potentieller Primutagene im Gemisch bewirkte
eine Uberlagerung mit zytotoxischen Effekten und machte eine Auswertung unméglich. Dies
konnte durch Beschrinkung der Behandlungszeit verhindert werden und der Einsatz des neuen
Auswertesystems ermoglichte durch seine hohe Sensitivitit die Auswertung der Ergebnisse. Dem
Einsatz intakter primirer Hepatozyten fir 7z wifro Analysen zur metabolischen Umwandlung
schreiben Sina und Mitarbeiter sowie Williams und Numoto eine gro3e Praxisbedeutung zu (Sina
et al., 1983; Williams and Numoto, 1984). Die Finsatzfihigkeit primarer Hepatozyten im Comet
Assay fur Gentoxizititstestungen an Pharmaka wird auBlerdem durch Martelli ez @/, 2000
bestatigt.

Die untersuchten Zellkultursysteme verhielten sich bei der Testung der Fraktionen genauso wie
bei den Untersuchungen des komplexen Stoffgemisches, damit bestitigte sich die
Einsatzfihigkeit dieser Zellen fir gentoxikologische Untersuchungen chemisch-komplex
zusammengesetzter Gemische.

Durch den Vergleich der Ergebnisse der einzelnen Zellkultursysteme und der Untersuchungen
zum komplexen Stoffgemisch zu den Testungen der Fraktionen konnten Unterschiede im
Ausmal} der DNA-Schidigungen registriert werden. Wihrend in humanen Lymphozyten kein
signifikanter Unterschied im Ausmal3 der DNA-Schidigung der Fraktionen im Vergleich zum
komplexen Stoffgemisch beobachtet werden konnte, zeigte sich bei den NHBEZ und
Rattenhepatozyten ein anderes Bild. In NHBEZ konnte eine Erhéhung um den Faktor 2 und in
Rattenhepatozyten die vierfache Erhéhung der Schidigungen durch die einzelnen Fraktionen

erfasst werden. Diese Ergebnisse geben wichtige Hinweise auf das Verhalten der Komponenten
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im komplexen Gemisch. Eine blofle Summation der Schidigungen der Einzelkomponenten, wie

von der EPA, 1989 beschrieben, kann somit nicht bestitigt werden.

Die Ergebnisse aus dem Mikrokerntest an doppelkernigen humanen Lymphozyten zeigten, dass
die Fraktionen #2 und #3 chromosomale Aberrationen induzieren (vgl. 3.1.3.2), wobei die
Fraktion #3 die stirksten Effekte ausloste und auch gegeniiber der Fraktion #2 signifikant
héhere Chromosomenaberrationsraten ermittelt wurden.

Auch die DNA-Reparaturstudien mit Hilfe des neutralen Comet Assays wurden mit den
Fraktionen durchgefuhrt (vgl 3.1.4.2). Die von den Fraktionen #1 und #2 ausgeldsten DNA-
Schiadigungen waren nach 90 min Reparaturzeit nicht mehr detektierbar. Die DNA-
Schidigungen der 1-stindigen Behandlung mit Fraktion #3 hingegen konnten auch nach 120
min noch erfasst werden. Die Lymphozyten, die mit der Fraktion #3 behandelt wurden, waren
nicht in der ILage, eine vollstindige Reparatur der DNA-Strangbriiche innerhalb des
beobachteten Zeitraums vorzunehmen. Dieses Ergebnis deutet wiederum darauf hin, dass sich
die bioaktiven Substanzen vorrangig in Fraktion #3 befinden.

Damit konnte nicht nur in einem Indikatortest fiir Gentoxizitit, dem Comet Assay, sondern auch
in einem Chromosomenmutationstest, dem Mikrokerntest, der sichere Anhaltspunkt gewonnen
werden, dass Fraktion #3 die gentoxisch wirksamsten Komponenten bzw. Kombination von
Einzelsubstanzen enthilt. Die Fraktion wurde darauthin nochmals einer chemischen Analyse
unterzogen (vgl. 3.1.1.3). Dabei konnten trotz hochauflésender GC/MS Technik keine weiteren
Komponenten identifiziert werden. Die Analysen ergaben, dass die Konzentrationsverhiltnisse
der Komponenten im Gemisch denen in der Vergangenheit erfassten entsprach, aber die
Einzelkonzentrationen der Stoffe um ca. 2/3 zurlickgegangen waren. Dies ldsst sich mit der
extrem hohen Flichtigkeit der Stoffe und der langen Lagerzeit erkliren.

Die verfiighbaren Einzelkomponenten (Trichlortriazin, Hexachlorbenzol, Hexachlorbutadien,
Hexachlorcyclopentadien, Pentachlorpyridin, Pentachlorbenzol und Octachlorcyclopenten) der
Fraktion #3 wurden mit Hilfe des Comet Assays und des Mikrokerntests in humanen
Lymphozyten charakterisiert (vgl. 3.1.1.4 und 3.1.3.3). Dabei konnte nachgewiesen werden, dass
alle Verbindungen in der getesteten Konzentration (entspricht dem Gehalt von 0,16 mg/ml der
Fraktion ~#3) signifikant erhéhte Raten an DNA-Strangbriichen —auslésten  und
Chromosomenaberrationen im Vergleich zur Negativkontrolle induzierten. Angaben zur
Mutagenitit bzw. Gentoxizitit liegen nur zu  Trichlortriazin, Hexachlorbenzol,
Hexachlorbutadien und Hexachlorcyclopentadien vor (Canonero e al., 1997, EPA/OTS, 1997;
Schrenk and Dekant, 1989; Wyszynska ez al, 1994), wihrend keine Daten zur Mutagenitit bzw.

Gentoxizitit fur Pentachlorpyridin verfigbar sind. In der Literatur wird dokumentiert, dass die
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Substanz  Pentachlorbenzol —teratogen wirkt (Khera and Villeneuve, 1975). Fur
Octachlorcyclopenten wurden bis jetzt nur Literaturdaten zur akuten Toxizitdt veréffentlicht
(EPA/OTS, 1977).

Die Substanz Trichlortriazin wird zur kovalenten DNA-Bindung an Glassbeads, zur Herstellung
von DNA-Antikérpern (Steinberg ez al, 2004) und durch die Fahigkeit, Bakterienenzyme zu
immobilisieren, auch zur Sterilisation genutzt (De Cordt ef al, 1994). Der starke Atemreizer wirkt
laut Literatur nicht gentoxisch und wird auch in der MAK-Liste nicht gefithrt (DFG, 2003;
Rydzynski and Jedrychowski, 1994; Wyszynska ez al, 1994). Das widerspricht den in der
vorliegenden Arbeit erhobenen Daten: Bei der Erfassung von Chromosomenaberrationen
wurden im Mikrokerntest signifikant erhdhte Werte beobachtet, die Substanz 16ste auch DNA-
Strangbriiche aus und wirkte somit auf beiden Ebenen gentoxisch.

Fir Hexachlorbenzol stehen widerspriichliche Literaturdaten zur Verfiigung: Wihrend in
Kurzzeittests keine Gentoxizitit nachgewiesen wurde (Gorski ez al, 19806), stuft die DFG
Hexachlorbenzol als kanzerogen nach der Stufe 4 ein, d.h. ein kanzerogenes Potential besteht,
aber weitere Untersuchungen sind erforderlich. Unsere Ergebnisse stimmen mit den Angaben
von Canonero und Mitarbeitern und da Silva Augusto und Mitarbeitern tiberein, die ein leichtes
gentoxisches Potential im Mikrokerntest nachweisen konnten bzw. bei Untersuchungen an
Chemiearbeiten mit Kontakt zu Hexachlorbenzol signifikant héhere Mikrokernraten als in der
Kontrollgruppe registrierten (Canonero e al., 1997; da Silva Augusto ez al., 1997). Auch Charlier ez
al., 2004 schloss in seinen Analysen das Risiko zwischen Hexachlorbenzol-Exposition und
Brustkrebsentwicklung nicht ganz aus.

Zu Hexachlorcyclopentadien gibt es Hinweise aus ilteren Literaturdaten dafiir, dass es nicht
mutagen wirkt (Greim e al, 1977; NTP, 1994), allerdings liegen keine Daten zur Gentoxizitit in
Kurzzeittests vor. Mehrere Autoren und Studien beschrieb diesen Stoff als extrem toxisch bei
Inhalation, das Targetorgan ist die Lunge (EPA, 1990; Lawrence and Dorough, 1982; Rand ¢# al.,
1982). In der MAK-Liste 2003 wird der Stoff mit der Gefahr zur Hautresorption geftihrt, aber
besitzt keinen MAK-Wert (DFG, 2003). Einer Studie der EPA zufolge wurde bei der
Behandlung von Ratten eine signifikante Erhohung von Aborten beobachtet (EPA/OTS, 1978).
Die hier vorgelegten Ergebnisse sprechen zum ersten Mal fir ein gentoxisches Potential des
Stoffes in Kurzzeittests und an humanen Zellen. Durch den Einsatz des extrametabolisierenden
S9-Mix konnte eine Metabolisierung des Stoffes beobachtet werden, die signifikant hdhere DNA-
Schidigungen in Form von Strangbriichen zur Folge hatte.

Die gentoxische Wirkung von Hexachlorbutadien wurde in verschiedenen Testsystemen
nachgewiesen (German, 1988; Reichert e¢7 al., 1984; Schrenk and Dekant, 1989). In der MAK-

Liste wird auf die Gefahr der Hautresorption hingewiesen und der Stoff als kanzerogen nach 3B
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eingestuft, d.h. z vitro Daten liegen vor, es sind aber noch weitere Studien zur Gentoxizitit
erforderlich. Unsere Ergebnisse zur Substanz Hexachlorbutadien korrelieren mit den
Literaturdaten.

Fir Pentachlorpyridin konnte nach Behandlung von Humanlymphozyten im Comet Assay und
im Mikrokerntest eine signifikant erhéhte DNA-Schiadigung erfasst werden. Die Auslésung von
DNA-Strangbriichen wurde durch eine Metabolisierung mit S9-Mix signifikant verstirkt. Der
Stoff ist nicht in der MAK-Liste verzeichnet.

Die vorliegenden Ergebnisse, die tiber Octachlorcyclopenten erfasst wurden, zeigen eine
deutliche gentoxische Wirkung dieser Substanz in der getesteten Konzentration. Die Zellen
wurden mit einer ca. 100.000-fach verdinnten Konzentration im Vergleich zum LD,-Wert
behandelt. Die verfiigbaren Literaturdaten sind 25 Jahre alt, es gibt keine neueren Daten (DeLeon
et al., 1980; EPA/OTS, 1977). Der Stoff ist nicht in der MAK-Liste verzeichnet.

Fir die Einzelkomponente Pentachlorbenzol liegen einige Literaturdaten zum kanzerogenen und
teratogenen Potential vor (Gustafson e al, 2000; Khera and Villeneuve, 1975). Die in der
vorliegenden Arbeit beobachteten Ergebnisse zur Induktion von DNA-Strangbriichen und
Chromosomenaberrationen wirden auch die in der Literatur angegebenen Effekte erkliren.
Pompa e7 al, 1994 stellte in seinen Untersuchungen fest, dass Lindan (y-Hexachlorcyclohexan;
Insektizid und Holschutzmittel) und sein Metabolit Pentachlorbenzol sowohl plazenta- als auch
milchgingig sind. Ein Gefihrdungspotential durch den Stoff kann also nicht ausgeschlossen
werden. In der MAK-Liste 2003 ist der Stoff nicht aufgefihrt.

Die hier vorgelegten Ergebnisse konnten weiterhin zeigen, dass Hexachlorbutadien und
Octachlorcyclopenten ebenso wie Pentachlorbenzol im Vergleich zu den iibrigen Substanzen in
beiden Tests an humanen Lymphozyten die stirksten DNA-Schidigungen auslésen.

Durch die Priparation von 2-Komponenten-Modellgemischen aus den verfiigbaren
Einzelkomponenten war es moglich, Kombinationswirkungen zu erfassen (vgl 3.1.1.5). Durch die
Ergebnisse aus der Testung der Modellgemische zum DNA-Strangbruchinduzierenden Potential
der Modellgemische konnte gezeigt werden, dass alle in dieser Konzentration getesteten
Modellgemische in humanen Lymphozyten signifikant erhohte Raten an DNA-Schiden
auslosten. Dabei kann darauf verwiesen werden, dass die meisten getesteten Kombinationen
deutlich geringere gentoxische Wirkungen auslosten als die Einzelstoffe. So konnte nur fiir ein
Gemisch, Trichlortriazin und Pentachlorpyridin, eine synergistische Wirkung bei der Induktion
von DNA-Strangbriichen beobachtet werden und auch nur in Abwesenheit von §9-Mix. Alle
anderen getesteten Modellgemische +/- S9-Mix wirkten antagonistisch.

Bei dem Modellgemisch aus Pentachlorpyridin und Hexachlorcyclopentadien konnten die

Ergebnisse der Voruntersuchungen zur indirekten Gentoxizitit bestitigt werden. Nach Zugabe
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des externen Metabolisierungssystems wurden signifikant héhere DNA-Schidigungen registriert.
Bei einigen Modellgemischen waren aber auch Entgiftungsreaktionen nach Zugabe des S9-Mix
zu beobachten. So konnten fir die Modellgemische aus Hexachlorbutadien und
Hexachlorcyclopentadien, Pentachlorpyridin und Hexachlorbenzol, und Trichlortriazin im
Gemisch mit Hexachlorbenzol bzw. Pentachlorbenzol signifikant weniger Schiden nach Zugabe
des S9-Mix erfasst werden als ohne Zugabe. Auch im Vergleich dieser Ergebnisse mit den
beobachteten Effekten bei den Einzelsubstanzen kann die Vermutung bestitigt werden, dass es
im komplexen Gemisch sehr wohl zu einer Metabolisierung bestimmter Substanzen kommt,
diese aber aufgrund der Komplexitit des Gemisches nicht erfasst werden. Die fehlenden
Metabolisierungseffekte im gesamten komplexen Stoffgemisch bzw. in den Fraktionen kénnten
aber auch auf der Sittigung der Enzymsysteme aufgrund der Komplexitit des Gemisches
beruhen, d.h. die Inhaltsstoffe haben auch ohne Zusatz von S9-Mix durch ihre verschiedenen
Wirkweisen die maximale Aktivierung des Cytochrom P450-Systems ausgelost (Raucy, 1995;
White, 2002). Erst nach Erniedrigung der Komplexitit, d.h. bei der Testung von Einzel- bzw. 2-
Komponentensystemen lieen sich Metabolisierungseffekte erfassen.

Durch die analytische Uberpriifung der 2-Komponenten-Modellgemische konnte gezeigt werden,
dass die gemessenen Konzentrationen der hergestellten Modellgemische mit den
Zielkonzentrationen im Wesentlichen ibereinstimmten (vgl. 3.1.1.6). Die aufgetretenen
Abweichungen sind durch das verwendete leichtfliichtige Losungsmittel DCM und die damit
verbundenen Auftragungsfehler erklirbar. Eine Optimierung der gemessenen Zusammensetzung
der Modellgemische und der Zielkonzentrationen hitte durch die vorherige analytische
Uberpriifung der Modellgemische erreicht werden kénnen, was aber durch den zeitlichen Ablauf
der gentoxischen Testung nicht moglich war.

Zusammenfassend ergibt die Testung der Modellgemische, dass Gemische, die die Komponenten
Octachlorcyclopenten, Pentachlorpyridin und/oder Trichlortriazin enthalten, haufiger DNA-
Strangbriiche auslésen als Gemische, die andere Komponenten enthalten. Das kann als Hinweis
auf deren Zuordnung zu den toxikologischen Leitsubstanzen des Gemisches gesehen werden.
Endgiltige Aussagen zur Identifizierung der toxikologischen Leitsubstanz bedurfen aber noch

weiterer Tests, da die Palette der bisher verfigbaren Einzelsubstanzen nicht umfassend genug ist.
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4.3 Serumfreie Kryokonservierung von primiren Schweinehepatozyten

In der Vergangenheit erfolgten 7z vitro gentoxikologische Untersuchung nur an primaren nicht-
kryokonservierten Hepatozyten oder HepG2-Zellen (Lazarova and Slamenova, 2004; Martelli e
al., 20005 Sina et al., 1983; Uhl e al, 2000; Williams and Numoto, 1984; Yusuf ez a/., 2000). Da
Hepatozyten tiber die grofite Bandbreite an Metabolisierungsenzymen der Zellen im Organismus
verfigen, stellen sie das ideale System zur Untersuchung von toxikologisch relevanten
Metabolisierungsvorgingen dar (Muller-Tegethoff ez al, 1995; Valentin-Severin ez al., 2003).
Deshalb wire es von Vorteil, die Bevorratung durch Kryokonservierung von Hepatozyten fir
den Einsatz in gentoxikologischen Untersuchungen zu verbessern. Diese Zellen wiirden in
qualititskontrollierten Prozessen hergestellt und eine konstante und schnelle Verfiigbarkeit
absichern. Zum jetzigen Stand der Wissenschaften ist die Kryokonservierung von Hepatozyten
noch vom Verlust der Vitalitit und der leberspezifischen Funktionen wahrend des Einfrier- und
Auftauvorgangs begleitet (Sauer e# al., 2003; Sheil, 2002; Watanabe ef a/., 1999). Fir den Einsatz
der Hepatozyten in experimentellen Anwendungen kann der Verlust der Funktion durch den
Zusatz von Serum zum Auftau- und Einfriermedium partiell verhindert werden. Folglich wurde
in den meisten verfigbaren Studien zur Kryokonservierung von Hepatozyten in der
Grundlagenforschung Serum eingesetzt, um die Funktionalitit besser aufrecht erhalten zu
kénnen (Alexandre e al., 2002; Arikura ez al., 2002; Chesne ¢# al., 1993; Dandri ez al., 2001; Houle
et al., 2003; Ikeda ez al., 2002; Jamal ez al., 2000; Swales ez al., 1996; Vian et al., 2002). Im Hinblick
jedoch auf eine korrekte chemische Definition wiahrend toxikologischer Untersuchungen,
besonders von chemisch komplex zusammengesetzten Gemischen, ist es erforderlich, die Zellen
unter serum-freien Bedingungen zu halten. Die hier vorgelegten Ergebnisse demonstrieren, dass
bei der serum-freien Kryokonservierung von primiren Schweinehepatozyten nach dem Auftauen
ca. 60% scheinbar vitale Zellen zuriickgewonnen wurden, davon aber nach der Aufreinigung
durch eine Gradientenzentrifugation nur ein geringfiigiger Teil der Zellen wiedergefunden
wurden. Das weist darauf hin, dass ein Grofteil der Hepatozyten nach dem Auftauen nur eine
eingeschrinkte Vitalitit besitzt, auch wenn die Zellen Trypanblau ausschlieBen. Die Ausbeute
konnte erheblich durch den Einsatz von Glyzin als Kryoprotektiv verbessert werden (Tab. 12
und Abb. 32). Dies bestitigt frithere Befunde mit kryokonservierten Hepatozyten verschiedener
Spezies bei Verwendung von Einfrier- und Auftaumedien, denen Glyzin als Kryoprotektiv
zugesetzt wurde (Southard, 2002; Vreugdenhil ez @/, 1996). Als ein Hauptgrund fur die geringe
Ausbeute an Hepatozyten nach der serum-freien Kryokonservierung kann anscheinend die
Schidigung der DNA angesehen werden, die in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe des Comet
Assays erfasst werden konnte (Abb. 30). Wie schon unter Kapitel 4.1 diskutiert, haben
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Choucroun und Mitarbeiter in Jurkat-Zellen nachgewiesen, dass die Apoptoserate positiv mit der
Kometenschweiflinge korrelierte (Choucroun ez al, 2001). Einige Autoren zeigten, dass die
Kryokonservierung zu einem Anstieg der Apoptose und Nekrose in primiren Maushepatozyten
im Vergleich zu nicht-kryokonservierten Zellen fithrte (Fu e a/, 2001; Yagi ez al., 2001). Das
konnte implizieren, dass Apoptose der Hauptgrund der DNA-Schidigung nach der
Kryokonservierung ist. In der vorliegenden Arbeit wurde der Comet Assay jedoch nach der
Percollaufreinigung der kryokonservierten Hepatozyten durchgefiihrt und somit apoptotische
Zellen abgetrennt wurden. Daher miissen andere Mechanismen neben der Apoptose fiir den
extensiven DNA-Schaden verantwortlich sein. Bis jetzt sind noch keine Daten verfiighar, die eine
eindeutige Korrelation zwischen der DNA-Schidigung der Hepatozyten und dem Zelltod nach
der Kryokonservierung zeigen.

Der Erhalt der Proliferationsfihigkeit der Hepatozyten nach der Kryokonservierung ist zum
einen fur entsprechende Anwendungen erforderlich, z.B. Bioassays oder fiir den Unscheduled-
DNA-Synthesis-Test (UDS-Test). Aus diesem Grund muss zwischen der Vitalitit, die mit der
Trypanblaufirbung gemessen wurde, und dem Potential der Zellen auf der Kulturunterlage zu
adhirieren, unterschieden werden. Die prisentierten Daten zeigen, dass serumfrei
kryokonservierte Ratten- und Schweinehepatozyten sich nur schlecht an die Plastikunterlage der
Kulturschale anhefteten. Aus fritheren Untersuchungen ist bekannt, dass Kokulturen von nicht-
kryokonservierten Hepatozyten und Nichtparenchymzellen der Leber den Funktionserhalt der
Hepatozyten in Kultur begtinstigten (Berthou e# a/., 1998; Guguen-Guillouzo e al., 1983; Kuri-
Harcuch and Mendoza-Figueroa, 1989; Utesch and Oesch, 1992; Yagi ez al, 1995). Es wurde
vermutet, dass der Zusatz von konditioniertem Medium, gewonnen von Nichtparenchymzellen
der Leber, zu einer Verbesserung der Anheftung von Schweinehepatozyten fithrt (Tab. 12) und
die Proliferation anregt (Abb. 35). Dies wurde bestitigt, wodurch erstmalig gezeigt wurde, dass
der funktionelle Erhalt von Leberzellen nach der Kryokonservierung ohne Serum allein durch
Zusatz von konditioniertem Medium geférdert werden konnte. Dies wird auch durch Daten
gestitzt, die in einem umfassenden Review zum Vergleich biochemischer Funktionen von
kryokonservierten und nicht-kryokonservierten Hepatozyten verschiedener Tierspezies und des
Menschen, zusammengefasst wurden. Im Allgemeinen bleiben Hepatozyten in Suspension oder
bei unterschiedlichen Kulturbedingungen nur fir wenige Stunden funktionell. Demnach sind
Prognosen zu Langzeitereignissen, wie Zytotoxizitit infolge der Akkumulation von Fremdstoffen
oder die Aufrechterhaltung von hepatozelluliren Funktionen als Antwort auf physiologische
Reize eingeschrinkt. Wenn die Kulturbedingungen so gewihlt werden, dass sie dem
physiologischen Umfeld am ehesten entsprechen, wie in Perfusionssystemen, Kokulturmodellen

oder die Kultur auf einer speziell beschichteten Matrix erfolgt, eine adidquate
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Nihrstoffversorgung garantiert wird sowie die Zell-Zell und Zell-Matrix Kommunikation
gewihtleistet sind, kénnen die hepatozelluliren Funktionen signifikant verbessert und bis zu
einigen Wochen erhalten werden (Gebhardt e a/., 2003).

Laut unserem Wissensstand sind bis jetzt nur zwei Studien verfugbar, die Protokolle zur serum-
freien Kryokonservierung von Hepatozyten einsetzen. Zum einen fiur Maushepatozyten von
Canaple et al., 2001 und zum anderen fiir Schweinehepatozyten von Kunieda e a/, 2003. Die
Arbeit von Canaple und Mitarbeitern beschreibt den Funktionserhalt von in Alginat verkapselten
kryokonservierten Hepatozyten bis zum vierten Kulturtag. Kunieda und Mitarbeiter
beobachteten unter Verwendung von UW-Solution (spezielles Medium u.a. zum Transport von
Organen) Zellausbeuten an Schweinehepatozyten von ca. 50%. Jedoch FKS im Auftauprozess
benutzt.

Die vorliegenden Ergebnisse lassen sich wahrscheinlich nicht direkt auf die Situation humaner
Hepatozyten ubertragen. Dennoch leisten sie nicht nur einen Beitrag fiir verbesserte
toxikologische Untersuchungen von Vielstoffgemischen, sie geben auch einen neuen Ansatz zur
Entwicklung von Protokollen zur Kryokonservierung von humanen Hepatozyten unter
Verwendung von konditioniertem Medium von humanen Nichtparenchymzellen der Leber, an
Stelle von Serum. Die vorliegenden Ergebnisse liefern auch wichtige Grundlagen fir die
Etablierung von menschlichen Leberzellbanken, um hohe Qualititsanforderungen an die Zellen
fir klinische und experimentelle Anwendungen zu gewihrleisten.

Im Weiteren sollten Untersuchungen zur Verbesserung des Funktionserhaltes von
kryokonservierten Schweinehepatozyten in Kultur erfolgen. Im Hinblick auf die Anwendung fur
klinische Applikationen sollte das Protokoll der Kryokonservierung auf humane Hepatozyten
tbertragen und Zelltransplantationen von kryokonservierten Hepatozyten im Tiermodell

erwogen werden.
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5 Zusammenfassung

Menschen sind in ihrer gesamten Umgebung vielfiltigen, haufig auch gesundheitsschidlichen und
toxischen  Expositionen, meist gegentiber chemisch komplex zusammengesetzten
Stoffgemischen, ausgesetzt. In der Toxikologie riicken zunehmend Untersuchungen zu
Kombinationswirkung und toxikologischen Leitsubstanzen von Stoffgemischen in das Blickfeld
des Interesses. Es die Aufgabe, am Beispiel eines komplexen Stoffgemisches aus ca. 80
halogenierten Kohlenwasserstoffen, welches als Abprodukt in der Halbleiterindustrie entsteht,
die toxikologischen Leitsubstanzen zu ermitteln und alle in der Arbeit eingesetzten Testsysteme
zur Erfassung gentoxischer Wirkungen beztglich ihrer Anwendbarkeit auf komplex
zusammengesetzte chemische Gemische zu validieren.

Ausgehend von Arbeiten des Forschungsverbundprojektes ,,Gesundheitliche Risiken durch
Plasmaitzprozesse in der Halbleiterindustrie® zur Toxizitit und Gentoxizitit am Versuchstier,
und meiner Diplomarbeit "Charakterisiertung gentoxischer Wirkungen von komplexen
Abproduktgemischen aus Plasmaitzprozessen in unterschiedlichen Sdugerzellsystemen" konnten
wihrend der 7z witro-Charakterisierung durch Gentoxizititstestung (Alkalische sowie neutrale
Einzelzell-Gelelektrophorese, DNA-Reparaturstudien, Mikrokerntest, Test zur Kolonie-
bildungstahig und Genmutationstests) wichtige Informationen zur DNA-Schiadigung und dem
mutagenen Potential des komplexen Stoffgemisches in primiren Rattenhepatozyten, humanen
Lymphozyten, humanen Bronchialepithelzellen und in Tumorzellinien gewonnen werden. Die
Untersuchungen zur Identifikation der toxikologischen Leitsubstanzen, ausgehend vom
Gesamtgemisch, tber die durch Gaschromatographie hergestellten Fraktionen zu den
verfigbaren Einzelsubstanzen und hergestellten 2-Komponenten-Modellgemischen erbrachten
wichtige Hinweise auf die toxikologischen Leitsubstanzen selbst. Zum ersten Mal wird ein
Verfahren mit Modellcharakter bei der Vorgehensweise zur Identifikation einer toxikologischen
Leitsubstanz in einem unbekanntem Gemisch gezeigt.

Es ist im Verlauf der Gentoxizititstestung mit Hilfe des alkalischen und neutralen Comet Assays
an tierischen und vor allem an humanen Primirzellkulturen gelungen, den Nachweis der
konzentrationsabhingigen Auslésung von DNA-Einzel- und Doppelstrangbriichen und AP-
Stellen zu erbringen und damit einen wichtigen Hinweis auf die molekularen Ursachen fur die
tierexperimentell erhobenen Befunde zur Gentoxizitit des Stoffgemisches zu erhalten. Durch
den Zusatz des extrametabolisierenden Systems S9-Mix bestitigte sich die direkte gentoxische
Wirkung des komplexen Gemisches. Die konzentrationsabhingige Induktion von
Chromosomenaberrationen in humanen Lymphozyten konnte durch signifikant erhohte

Mikrokernraten belegt werden. Es zeigte sich, dass die Ergebnisse des HPRT-Tests zur
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Erfassung von ausgeldsten Mutationsereignissen in der DNA nicht reproduzierbar waren. Dieser
Test an primdren humanen Lymphozyten und TKG6-Zellen eignete sich nicht fir die
Untersuchungen zur weiteren Charakterisierung des mutagenen Potentials des komplexen
Stoffgemisches. Erst durch den Maus-Lymphoma-TK"'/ -Assay (MLA) bestitigte sich die
Annahme, dass das komplexe Stoffgemisch ein erhebliches mutagenes Potential aufwies. Es
konnte gezeigt werden, dass das komplexe Stoffgemisch mit ansteigenden Konzentrationen
signifikant hohere Mutantenfrequenzen (Gen- und Chromosomenmutationen) im Vergleich zu
den Kontrollen ausloste. Weitere molekulargenetische Analysen gaben Aufschluss iber die
Mutationsmechanismen. Es wurde ein leichter Anstieg an Genmutationen in mit komplexem
Stoffgemisch induzierten Mutanten im Vergleich zu spontan entstandenen Mutanten registriert.
Etwa die Halfte der Mutationen ist durch gréere Deletionen oder Rekombinationen oder sogar
Totalverlust des Chromosoms 11 entstanden.

Somit ergaben die Untersuchungen, dass die hier verwendeten Testsysteme (neutraler und
alkalischer Comet Assay, iz wvitro-Mikrokerntest und der Maus-Lymphoma-Assay) dul3erst
empfindliche Methoden zum Nachweis von DNA-Schiden sind und in Kombination Aussagen
zum gentoxischen Gefihrdungspotential komplexer Stoffgemische ermdoglichen.

Die Analysen zur Identifikation der toxikologischen Leitsubstanz wurden mit begleitender
chemischer Analyse fortgesetzt. Die Substanzen Hexachlorbutadien, Octachlorcyclopenten und
Pentachlorbenzol bewirtken die héchsten DNA-Schidigungen in  primiren humanen
Lymphozyten sowohl im alkalischen Comet Assay als auch im 7 witro-Mikrokerntest. Somit
konnen der alkalische Comet Assay und der iz wvitro-Mikrokerntest zur Identifikation der
toxikologischen Leitsubstanz eines chemisch komplex zusammengesetzten Gemisches betragen.
In den Untersuchungen zur Reparatur von DNA wurde beobachtet, dass auch nach einer
bestimmten Reparaturzeit massive Schidigungen durch komplexes Stoffgemisch an der DNA
verbleiben koénnen. Diese unrepararierten DNA-Schiadigungen kénnen zur Manifestation von
Mutationen fithren, was im MILLA bestitigt werden konnte.

Der Zusatz von Glyzin zum Einfrier- und Auftaumedium verhinderte die durch die
Kryokonservierung auftretende DNA-Schidigung in Schweinehepatozyten und resultierte in
einer hoheren Zellausbeute an Schweinehepatozyten. Durch den Finsatz von durch
Nichtparenchymzellen der Leber konditioniertem Medium konnten leberspezifische
Eigenschaften (Poliferationsfihigkeit, Cytochrom P450-Aktivititen und Harnstoffsynthese) und
die Expression leberspezifischer Gene (Albumin, Transferrin, CYP1A1, Carbamoylphosphat-
Synthetase und Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase) in der Kultur kryokonservierter
Hepatozyten weitgehend erhalten. Der Nachweis der konzentrationsabhingigen Induktion von

DNA-Strangbriichen bestatigte, dass primare Schweinehepatozyten in gentoxikologischen
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Analysen komplexen Stoffgemischen eingesetzt werden kénnen. Somit stellen kryokonservierte
Schweinehepatozyten ein ideales Testsystem zur Untersuchung toxikologischer Eigenschaften

neuer oder unbekannter Substanzen dar.
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Thesen

1.

In Natur und Umwelt erfolgt eine Exposition des Menschen meist gegeniiber komplex
zusammengesetzten chemischen Gemischen. In der Toxikologie werden aber zumeist nur
Einzelsubstanzen in ithren Wirkungen verifiziert. Aus diesem Grund ist es von Bedeutung
Verfahren zu entwickeln, die es ermoglichen, toxikologische Leitsubstanzen aus einem
chemischen Gemisch zu identifizieren.

Das in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe des alkalischen Comet Assays untersuchte komplexe
Stoffgemisch aus ca. 80 halogenierten Kohlenwasserstoffen 19ste konzentrationsabhingig in
primiren humanen Lymphozyten, normalen humanen Bronchialepithelzellen und
Rattenhepatozyten signifikant erhohte DNA-Schiden in Form von FEinzel- und
Doppelstrangbriichen und AP-Stellen im Vergleich zu den mitgefithrten Kontrollen aus. Die
Ergebnisse der Untersuchungen unter Zusatz des extrametabolisierenden Systems S$9-Mix
bestitigten die direkte gentoxische Wirkung des komplexen Gemisches.

Die Resultate der Untersuchungen des durch Gaschromatographie fraktionierten Gemisches
verdeutlichten, dass alle drei Fraktionen des komplexen Stoffgemisches im alkalischen Comet
Assay signifikant erhéhte DNA-Schiden im Vergleich zu den Kontrollen auslésten. Dabei
verursachten die Komponenten der Fraktion #3 im Vergleich zu den Fraktionen #1 und #2
signifikant h6here DNA-Schidigungen in primédren humanen Lymphozyten.

Die chemisch-analytische Bestimmung der Zusammensetzung der Fraktion #3 bestitigt, dass
die relativen Konzentrationen der Inhaltsstoffe mit fritheren Untersuchungen
Ubereinstimmten, es konnten keine zusitzlichen Substanzen identifiziert werden.

Die Analyse der verfiigbaren Einzelsubstanzen der Fraktion #3 im alkalischen Comet Assay
zeigte, dass alle Substanzen in der getesteten Konzentration signifikant erhohte DNA-
Schidigungen in primidren humanen Lymphozyten auslosten. Die Substanzen
Hexachlorbutadien, Octachlorcyclopenten und Pentachlorbenzol bewirkten die hoéchsten
DNA-Schidigungen ohne den Zusatz von S9-Mix. Die Substanzen Pentachlorpyridin und
Hexachlorcyclopentadien verursachten nach Zusatz des S9-Mix erh6hte DNA-Schidigung.
Die Kombinationswirkungen der Inhaltsstoffe des komplexen Stoffgemisches wurden durch
die Herstellung und Testung von 2-Komponenten-Modellgemischen aus den verfiigbaren
Einzelsubstanzen erfasst. Diese 16sten im alkalischen Comet Assay signifikant erhéhte DNA-
Schidigungen in priméren humanen Lymphozyten im Vergleich zu den Kontrollen aus.

Die Modellgemische, die die Komponenten Octachlorcyclopenten, Pentachlorpyridin und /
oder Trichlortriazin enthielten, verursachten hidufiger Schiden DNA als Modellgemische

ohne diese Substanzen.
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16.

Die gaschromatographische Uberpriifung der hergestellten Modellgemische ergab, dass die
gemessenen Konzentrationen mit den Zielkonzentrationen iiberein stimmten.

Im neutralen Comet Assay wurde gezeigt, dass das komplexe Stoffgemisch in primiren
humanen Lymphozyten und TK6-Zellen konzentrationsabhingig DNA-Doppelstrangbriche
induzierte. Dieses Ergebnis weist auf das erhebliche mutagene Potential des komplexen
Stoffgemisches hin, da diese Schiden einem komplizierten Reparaturvorgang unterliegen und
deshalb die Wahrscheinlichkeit bleibender DNA-Schiden hoher ist.

Der Mikrokerntest erfasst Chromosomenmutationen als einen weiteren genetischen
Endpunkt. Es konnte nachgewiesen werden, dass das komplexe Stoffgemisch
konzentrationsabhingig signifikant erhohte chromosomale Aberrationen in primiren
humanen Lymphozyten ausloste.

Die einzelnen Fraktionen des komplexen Stoffgemisches bewirkten im Vergleich zu den
Kontrollen signifikant erhohte Raten an Chromosomenaberrationen in primiren humanen
Lymphozyten, wobei die Inhaltsstoffe der Fraktion #3 die hochsten Schiden verursachten.
Die verfiigbaren Einzelsubstanzen der Fraktion #3 l6sten im Vergleich zu den Kontrollen
signifikant erhoéhte Raten an chromosomalen Aberrationen in primiren humanen
Lymphozyten aus, wobei die Komponenten Hexachlorbutadien und Pentachlorbenzol die
hochsten Schiden verursachten.

Die Ergebnisse des alkalischen und neutralen Comet Assays und des Mikrokerntests waren
sehr gut reproduzierbar. Daher koénnen diese Tests zu Untersuchungen der Wirkungen
komplexer Stoffgemische eingesetzt werden. Insbesondere der alkalische Comet Assay kann
als Test zur Identifikation der toxikologischen Leitsubstanz eines chemisch komplex
zusammengesetzten Gemisches eingesetzt werden.

Durch die Untersuchungen zur Reparatur von DNA-Strangbriichen wurde gezeigt, dass nach
24stundiger Behandlung im Vergleich zu einer einstiindigen Behandlung mit der gleichen
Konzentration an komplexem Stoffgemisch nach 2 h Reparaturzeit noch signifikant erhohte
Werte an DNA-Schidigungen nachzuweisen waren. Diese unrepararierten DNA-
Schidigungen kénnen zur Manifestation von Mutationen fthren.

Die Analyse der DNA-Reparatur in primaren humanen Lymphozyten nach der Behandlung
mit den drei Fraktionen des komplexen Stoffgemisches bestitigte, dass die Fraktion # 3 die
bioaktiven Substanzen enthielt.

Die Berechnung der Reparaturkapazitit erbrachte keine eindeutigen Hinweise auf ein
unterschiedliches Ausmal3 der Schiadigung der Reparatursysteme der Zellen durch das

komplexe Stoffgemisch oder seine Fraktionen.
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Die Erfassung von Mutationsereignissen in der DNA und somit die weitere
Charakterisierung des mutagenen Potentials des komplexen Stoffgemisches erfolgte durch
Genmutationstests. Die Ergebnisse im Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase-
Tests (HPRT-Tests) waren nicht reproduzierbar. Daher war dieser Test an primiren
humanen Lymphozyten und TK06-Zellen nicht fiir die Untersuchungen zu gentoxischen
Wirkungen des komplexen Stoffgemisches geeignet.

Der  Maus-Lymphoma-TK"/-Assay ~ (MLA), der neben Genmutationen auch
Chromosomenmutationen erfasst, bestitigte das erhebliche mutagene Potential des
komplexen Stoffgemisches. Es 16ste mit ansteigenden Konzentrationen signifikant héhere
Mutantenfrequenzen im Vergleich zu den Kontrollen aus. Die Ergebnisse zur direkten
mutagenen Wirkung wurden bestatigt.

Fir Gen- und Chromosomenmutationen wurde im MLA ein signifikanter Anstieg nach
Behandlung mit dem komplexen Stoffgemisch verzeichnet. Eine geringere Frequenz an
Genmutationen wurde bei den Untersuchungen mit S9-Mix beobachtet. Es konnte bestitigt
werden, dass das komplexe Stoffgemisch insgesamt haufiger Chromosomen- als
Genmutationen ausloste.

Die molekulargenetische Analyse zeigte, dass fast ein Finftel der durch komplexes
Stoffgemisch induzierten TFT-resistenten Kolonien durch Genmutationen entstanden waren.
Dies ist ein Anstieg gegeniiber den spontan entstandenen TFT-resistenten Kolonien um den
Faktor 1,4. Weiterhin konnte bestitigt werden, dass ein Viertel der Mutationen auf kleine
Deletionen oder Rekombinationen und tber 50 % der induzierten TFT-resistenten Kolonien
durch gréBlere Deletionen oder Rekombinationen oder auf den Totalverlust des
Chromosoms 11 zurtickzufithren waren.

Die Koloniebildungsfihigkeit von TKG6-Zellen nahm mit ansteigenden Konzentrationen des
komplexen Stoffgemisches kontinuierlich ab. Damit wurde die eindeutige Dosis-
Wirkungsabhingigkeit zytotoxischer Effekte des komplexen Stoffgemisches bestitigt.
Hepatozyten stellen ein ideales Testsystem zur Untersuchung toxikologischer Eigenschaften
neuer oder unbekannter Substanzen dar. Um Hepatozyten permanent verfiigbar zu haben, ist
die Etablierung von Hepatozytenbanken durch Kryokonservierung der Zellen unabdingbar.
Durch den Zusatz von Glyzin zum FEinfrier- und Auftaumedium wurde die durch die
Kryokonservierung —auftretende DNA-Schidigung in  Schweine- nicht aber in
Rattenhepatozyten verhindert. Der Einsatz von Glyzin resultierte in einer 6-fach hoheren
Zellausbeute an Schweinehepatozyten nicht jedoch an Rattenhepatozyten nach der

Kryokonservierung.



24.

25.

26.

27.

28.

Fir toxikologische Untersuchungen mit kryokonservierten Hepatozyten miissen
leberspezifische Eigenschaften in einer anschlieBenden Kultur erhalten bleiben. Die
Anheftungsrate und die Erhaltung der typischen Poliferationsfihigkeit von kryokonservierten
Schweinehepatozyten, aber nicht von kryokonservierten Rattenhepatozyten, konnte durch
den Einsatz von konditioniertem Medium von Nichtparenchymzellen der Leber signifikant
verbessert werden.

In kryokonservierten Schweinehepatozyten wurden leberspezifische Eigenschaften wie der
Xenobiotikastoffwechsel iiber die Cytochrom P450- Subtypen CYP1A1 und CYP2B1 und
die Entgiftung von Ammoniak tber die Synthese von Harnstoff weitgehend erhalten. Diese
waren denen in nicht-kryokonservierten Hepatozyten vergleichbar.

Durch RT-PCR konnte in verschiedenen Priparationen von 48h kultivierten
kryokonservierten Schweinehepatozyten die mRNA des leberspezifisch exprimierten
Albumin,  Transferrin,  CYP1Al,  Carbamoylphosphat-Synthetase ~ (CPS)  und
Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase (PCK) detektiert werden. Die fehlende Expression des
embryonalen Markers a-Fetoprotein (AFP) zeigte den Erhalt des differenzierten Phinotyps
an.

Die Expression der leberspezifischen Gene Transferring CYP1A1, CPS und PCK blieb tiber
einen Zeitraum von 4 Tagen in der Kultur konstant. Mit der Zunahme der Proliferation der
Zellen nahm die Expression des Albumingens im Laufe der 4-tidgigen Kultur ab, die des AFP
zu. Dies konnte auf die zunehmende De-Differenzierung der Zellen tiber den Kulturverlauf
hinweisen.

Kryokonservierte Schweinehepatozyten behielten nach der hier eingesetzten Methode der
serum-freien Kryokonservierung ihre leberspezifischen Eigenschaften. Durch ihre
Metabolisierungsfahigkeit stellen sie ein ideales Testsystem fiir toxikologische Analysen dar.
Ihre Einsatzfahigkeit in gentoxikologischen Analysen chemisch komplex zusammengesetzter
Gemische konnte unter Verwendung des komplexen Stoffgemisches in einer Dosis-

Wirkungsbeziehung nachgewiesen werden.
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