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Vorwort

In den letzten Jahren konnten in groBen Tierstudien Karzinogenitdt und Gentoxizitdt von
Vanadium und seine organischen Verbindungen ausreichend bewiesen werden.
Aussagekriftige Daten aus den epidemiologischen oder experimentellen Humanstudien
fehlten. IARC (International Agency for Research on Cancer) stufte im Jahr 2003

Vanadiumpentoxid in die Gruppe 2b (m&glich Humankanzerogen) ein.

Darauffolgend wurden Vanadium und seine organischen Verbindungen in die Kategorie 2 der
krebserzeugenden und Kategorie 2 der gentoxischen Arbeitsstoffe in der deutschen MAK-

Wertliste eingestuft.

Im Auftrag der AUVA fiihrte das Institut fiir Krebsforschung, Klinik fiir Innere Medizin I, der
Medizinischen Universitdt Wien, von 2004 bis 2007 Untersuchungen auf gentoxische

Wirkung von Vanadiumpentoxid mit Blutzellen exponierter Arbeitern durch.

Eine gentoxische Wirkung von Vanadiumpentoxid konnte nachgewiesen werden. Somit stellt
diese Studie einen wesentlichen Beitrag zur toxikologischen Risikobewertung fiir exponierte

ArbeitnehmerInnen dar.
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1. EINLEITUNG

1.1. Vorkommen und Verwendung von Vanadiumpentoxid (V,0s)

Vanadium, nach dem Beinamen von Freya, der germanischen Géttin der Schonheit benannt (zu
altislandisch Vana-dis ,,Wanendise, Wanenfrau®), ist ein nichtmagnetisches, zihes,
schmiedbares und silbrigglinzendes Ubergangsmetall aus der fiinften Gruppe des
Periodensystems mit der Ordnungszahl 23. In der Erdkruste liegt Vanadium gebunden vor (0.01
Gewichts%), ebenso kann das Element in betrichtlichen Mengen in Bauxit und fossilen
Energietriigern (Rohol, Kohle, Olschiefer, Teersand) enthalten sein. Die grossten Vorkommen
liegen in Siidafrika, Russland, Australien, USA und Finnland vor [1, 2]. Zwei Drittel des
Vanadiums in unserer Atmosphére stammen aus anthropogenen Quellen (z.B.: Metallindustrie,
Verbrennung von Petroleum, Olen und Kohle zur Gewinnung von Elektrizitit und Wirme) und
treten hauptsdchlich als Vanadiumoxide auf [3]. Nur wenige Verbindungen sind von
wirtschaftlicher Bedeutung; die am haufigsten kommerziell verwendete ist Vanadiumpentoxid
(V20:5).

V,0:s ist ein Feststoff (gelb-oranges Pulver) mit Kristallstruktur, der als Katalysator bei
der Schwefelsdure-Gewinnung nach dem Kontaktverfahren genutzt wird. Ausserdem wird es
bei der Herstellung von Stahllegierungen wie Ferrovanadium sowie als Katalysator fiir
Oxidationsreaktionen, Rauchgasreinigungen in Miillverbrennungsanlagen und zur Erniedrigung

des Schmelzpunktes bei der Emaillherstellung verwendet [2].

1.2. Akute- und Langzeittoxische Effekte

Die akut toxischen Effekte von Vanadiumverbindungen sind als niedrig einzustufen und
hingen von diversen Faktoren, insbesondere vom Aufnahmeweg, ab [3]. Am geringsten ist die
Toxizitdit von V,0s nach oraler Aufnahme, etwas hoher nach Einatmung, die stirkste akute
Giftwirkung zeigt sich nach parenteraler Administration. V,Os passiert die Blut-Hirnschranke
und wurde als Keimzellmutagen eingestuft [3]. Vanadium ist, vor allem in seiner oxidierten
Form (V,0s), bei inhalativer Aufnahme ein starker Reizstoff fiir die Schleimhdute, der
Bindehaut und der Atemwege. Bei akuter und chronischer Exposition sind Konjunktivitis,
Rhinitis, Bronchitis und asthmoide Atembeschwerden typische Befunde. Die sogenannte
»Kesselmacher-Bronchitis* konnte eindeutig mit inhalativer V,0s-Exposition am Arbeitsplatz
in Verbindung gebracht werden, diese klinischen Symptome sind nach Beendigung der

Exposition reversibel [2].



V,0s wurde 2002 in einer Studie des ,,National Toxicology Programs® (NTP) auf
kanzerogene Effekte in Labornagern getestet [4], die Induktion von Tumoren in der Lunge von
Mausen bei inhalativer Exposition eindeutig belegt. Weiters wurden auch bei Ratten Hinweise
auf kanzerogene Aktivitit von V,0s erhalten, die jedoch als nicht eindeutig eingestuft wurden
[4].

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die Belastung des Menschen durch Vanadium und
seine anorganischen Verbindungen neu bewertet. Die maximalen Arbeitsplatz Konzentrations
(MAK) - Werte fiir Vanadium und seine anorganischen Verbindungen wurden in Deutschland
wegen Verdachts auf krebserzeugende Wirkung ausgesetzt (sieche auch homepage der
deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG): www.dfg.de/aktuelles presse /pressemitteilungen
/2005/presse 2005); im Gegensatz dazu wurden die Osterreichischen Werte unverdndert
beibehalten [5, 6]. Von der International Agency for Research of Cancer (IARC) der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) wurde V,0s als potentiell krebserregend fiir den
Menschen in die Gruppe 2B eingestuft [2].

In vitro Daten deuten darauf hin, dass die kanzerogene Wirkung von V,0s auf seine
gentoxischen Eigenschaften zurlickzufiihren ist (fiir Details siehe [2]). Bereits in den 70-er
Jahren postulierte B.N. Ames, dass DNA-schddigende Substanzen in der Lage sind Krebs
auszulosen [7]. Reaktive chemische Verbindungen bzw. deren -elektrophile Metabolite
reagieren mit der DNA; Schidden an der Erbsubstanz konnen in Folge durch DNA-Reparatur
entfernt oder in Form von Genmutationen bzw. Chromosomenschéden fixiert werden. Die
Hypothese von Ames wurde in den 80er Jahren durch mechanistische Befunde untermauert, die
zeigten, dass Mutationen in Proto-Onkogenen oder Tumorsuppressorgenen tatsdchlich zu
Krebsauslosung fithren [8]. Die enge Beziehung zwischen mutagener und kanzerogener
Wirksamkeit hat zur Entwicklung einer Vielzahl von Genotoxizitéits-Tests gefiihrt. Diese
Methoden werden eingesetzt, um Informationen iiber mogliche krebserregende Eigenschaften
von Chemikalien zu erhalten. Dariiber hinaus ist bekannt, dass DNA-Schiden auch mit anderen
negativen  Gesundheitseffekten, wie Infertilitdt, Auslosung von  Erbkrankheiten,
neurodegenerative Erkrankungen, Atherosklerose und Beschleunigung von Alterungsprozessen
in Zusammenhang stehen [9, 10]. Es ist bekannt, dass neben gentoxischen Kanzerogenen auch
epigenetische Prozesse zu malignen Erkrankungen fiihren. Die Feststellung mutagener
Eigenschaften einer Substanz ist flir die Risikoabschidtzung von zentraler Bedeutung, da bei
DNA-schiddigenden Verbindungen eine lineare Dosis-Wirkungsbeziehung vermutet wird,

wiahrend fiir epigenetisch wirksame Substanzen (wie zum Beispiel Hormone, Dioxine und



Pestizide) Schwellenwerte, bei deren Unterschreitung kein Risiko vorliegt, angenommen
werden [11].

Die Untersuchung von Chemikalien auf erbgutschiadigende Wirkungen ist ein
essentieller Bestandteil der Risikobeurteilung und ist im Rahmen des Zulassungs- und
Kennzeichnungs- Verfahrens von Chemikalien und Pharmazeutika durch internationale
Richtlinien festgelegt [11, 12]. Ausserdem wurden Screeningmethoden entwickelt, um
gentoxische Wirkungen bei beruflich exponierten Individuen festzustellen. Im wesentlichen
werden derzeit bei Humanstudien 3 Verfahren angewendet, ndmlich: Chromosomenaberrations
(CA)- Tests an Metaphasezellen, Mikrokerntests und Einzelzellgelelektrophorese-Tests
(SCGE- oder COMET-Tests).

1.3. Ziele des Projekts

Ziel des vorliegenden Projekts war die Untersuchung der Auswirkung beruflicher

inhalativer V,0s Exposition auf die DNA-Stabilitit (mittels Mikrokern- und SCGE-Test in
peripheren Blutzellen), da es bisher keine umfassende Studie iiber die Auswirkung von
langzeitiger Humanexposition gibt. Chromosomenaberrations-Untersuchungen wurden
aufgrund des hohen Arbeitsaufwands nicht inkludiert; dies ist auch nicht erforderlich, da die
dabei gemessenen Verdnderungen der Erbsubstanz = (Chromosomenbriiche sowie
Chromosomenfehlaufteilungen) auch in Mikrokerntests erfasst werden konnen. Da aus in vitro
Experimenten sowie aus Tierversuchen bekannt ist, dass V,0Os DNA-schidigend wirkt, kann
angenommen werden, dass die kanzerogenen Effekte in kausalem Zusammenhang mit diesen
Effekten stehen. Daher ist der Nachweis von DNA-Schiaden bei exponierten Arbeitern als ein
deutlicher Hinweis auf ein erhohtes Krebsrisiko zu bewerten. In den nachfolgenden Kapiteln
werden die Probennahme, sowie die im Rahmen dieses Projekts eingesetzten
Untersuchungsmethoden und Endpunkte n#dher beschrieben, in den anschliessenden
Abschnitten werden die Ergebnisse dargestellt und diskutiert. Im Appendix sind die Resultate

der Vorexperimente beschrieben.

2. PROBENNAHME, AUFARBEITUNG DER ZELLEN

2.1. Probennahme
Im Oktober 2004 wurden 52 Fabrikarbeitern der Treibacher Industrie AG (Althofen,

Kérnten) von Dr. Christophorus Konnaris und Mitarbeitern (Univ. Klinik fiir Innere Medizin

IV, Medizinische Universitit Wien) Blutproben abgenommen. Die Treibacher Industrie AG



wurde 1898 von C. Auer von Welsbach als ,,Treibacher Chemische Werke* gegriindet und
produziert u.a. Ferrolegierungen und Hartmetallvorstoffe. Alle Studienteilnehmer der
»Belastungsgruppe® arbeiteten im 3-Schichtbetrieb zu je 8 Stunden in der Vanadium-
Produktion.

Die Blutproben wurden mittels Venenpunktion in Heparin - Rohrchen (fiir
Lymphozyten: Vacutainer, BD bzw. fiir Leukozyten in EDTA-R6hrchen, Sarstedt) gesammelt.
Pro Teilnehmer wurden 20 ml Blut gezogen und mittels Fragebogen Alter, Korpergewicht,
GroBe und Rauchgewohnheiten erhoben. Unmittelbar nach der Abnahme wurden diese zum
Institut fiir Krebsforschung der Medizinischen Universitit Wien transportiert (maximal 5
Stunden bis zur Aufarbeitung, Lagerung bei 4°C) und die Isolation der Zellen durchgefiihrt. Als
Kontrollgruppe wurden Justizwachebeamte der Justizanstalt Wien - Josefstadt herangezogen.
Die Probennahme wurde auf dieselbe Weise durchgefiihrt wie bei den Arbeitern; den
Kontrollen wurden zusitzlich exfoliierte Schleimhautzellen abgenommen. Die Rekrutierung
der Studienteilnehmer der Kontrollgruppe, die Blutabnahme, sowie die Sammlung der
Schleimhautzellen mittels Mundschleimhautabstrich wurde von Dr. Kambis Atefie
durchgefiihrt.

Die Durchfiihrung der Studie wurde von der zustindigen Ethikkommission der
Medizinischen Universitit Wien genehmigt; die Probennahme erfolgte im Rahmen von
Gesundenuntersuchungen, die Teilnehmer wurden {iber die Erfassung der genetischen
Stabilidtsparameter informiert und deren Zustimmung eingeholt. Die Proben wurden von den
zustindigen Arzten anonymisiert und die Untersuchungen der genetischen Parameter am
Institut fiir Krebsforschung der Medizinischen Universitdit Wien durchgefiihrt. Um
sicherzustellen, dass die beiden Gruppen vergleichbar sind, wurden die Teilnehmer der
Kontrollstudie so gewéhlt, dass sie hinsichtlich relevanter Parameter wie Alter, BMI und
Tabakkonsum mit der Belastungsgruppe vergleichbar waren.

Das Alter der Kontrollgruppe (n = 52) betrug 23 bis 57 Jahre (Mittelwert +
Standardabweichung: 38,3 + 9,3), das der exponierten Gruppe (n = 52) 23 bis 56 (42,9 + 8,4).
Mittelwert und Standardabweichung des ,.body mass index* (BMI = Korpergewicht [kg]
dividiert durch das Quadrat der Korpergrofe [m”]) betrugen 26,6 + 3,7 (Kontrollgruppe) bzw.
26,3 + 3,4 (exponierte Arbeiter).

Beziiglich des Tabakkonsums wurden drei Gruppen unterschieden:

TO — Nichtraucher

T1 — geringer Konsum (max. 20 Zigaretten/Tag)

T2 — schwerer Raucher (> 20 Zigaretten/Tag)



Tabelle 1 zeigt die Anzahl an Nichtrauchern, ,,leichten” und ,,schweren Rauchern in beiden

Gruppen.

Tabelle 1: Zigarettenkonsum der Studienteilnehmer

Tabakkonsum TO T1 T2
Kontrolle

(n=54) 30 13 11
Arbeiter

(n=52) 21 16 15

2.2. Aufarbeitung der Zellen

Die Isolierung der peripheren Lymphozyten wurde mit leichten Abanderungen entsprechend
dem Protokoll von Fenech et al. [13] mittels Ficoll - Dichtegradientenzentrifugation
durchgefiihrt. Die Lymphozytenschicht wurde vorsichtig mit einer Pipette abgenommen und
die Zellen anschlieBend mit phosphatgepufferter Kochsalzlosung (pH 7,4) gewaschen. Vitalitét
und Zellzahl wurden mit dem Trypanblau-Ausschlusstest bestimmt [14].

Die Isolierung der Leukozyten erfolgte entsprechend der Methode von Buschini et al.
[15]; nach Zugabe von Erylysepuffer (pH = 7.4) und Zentrifugation (2x 5 min, 200g, 4°C)
wurde der Uberstand verworfen und das Zellsediment mit PBS gewaschen. Die Vitalitit und
Zellzahl wurden ebenfalls mit dem Trypanblau-Ausschlusstest bestimmt.

Mundschleimhautzellen wurden nach dem Protokoll von Sarto et al. [16] nur der
Kontrollgruppe abgenommen, Schleimhautzellen der exponierten Arbeiter waren uns nicht
zuginglich, daher wurden mit diesen Zellen lediglich Vorexperimente durchgefiihrt. Die
Studienteilnehmer spiilten vor der Abnahme zweimal den Mund mit Wasser, die Zellen wurden
mit Hilfe einer Holzspachtel von der Innenseite der Wange gekratzt, in Puffer (0.1 M EDTA,
0.01 M Tris-HCI and 0.02 M NaCl, pH=7.0) gewaschen und in Methanol (80%, 4°C) tiiber
Nacht fixiert und bis zur Auswertung in Methanol aufbewahrt. Abbildung 1 gibt einen

Uberblick iiber die Gewinnung der diversen Zelltypen.

Abbildung 1

3. UNTERSUCHUNGSMETHODEN UND ENDPUNKTE

Wie schon im Zwischenbericht dargestellt, wurden zum Nachweis moglicher

genetischer Schidden mehrere Endpunkte analysiert, um unterschiedliche Arten von DNA-



Schiden zu erfassen. Die DNA-Stabilitdit in den diversen Zelltypen wurde mittels
Mikrokerntests in Mundschleimhautzellen und peripheren Lymphozyten und mittels

Einzelzellgelelektrophorese-Test in Leukozyten untersucht.

3.1. Einzelzellgelelektrophorese-Test (SCGE- oder Comet Assay)

Der Comet Assay ist ein Indikator Test fiir DNA-Schiddigung auf der Ebene einzelner Zellen.
Vorexperimente zeigten eindeutig, dass Leukozyten sensitiver auf die Auslosung von
DNA-Migration durch V,0s reagierten als Vollblutkulturen (siche Appendix). Daher wurden

im Hauptexperiment Leukozyten als Zielzellen verwendet.

3.1.1 Allgemeines Prinzip

Mit dem Comet Assay werden DNA-Strangbriiche (Einzel- und Doppelstrangbriiche sowie
alkalilabile Stellen) erfasst [17]; die Experimente wurden entsprechend dem Protokoll von Tice
et al. [18] entsprechend internationalen Richtlinien durchgefiihrt. Nach Lyse der Zell- und
Kernmembran wandert die DNA in einem elektrischen Feld zum positiven Pol. Intakte,
hochmolekulare DNA bleibt im Bereich des Kerns (,,Kopf™“ des Kometen) liegen, Bruchstiicke
wandern abhdngig von ihrer GroBe unterschiedlich weit (,,Schweif* des Kometen). Die Linge
des ,,Kometenschweifs* korreliert mit dem Ausmall der Schidigung (sieche Abbildung 2). Nach
Féarbung mit einem DNA-spezifischen Farbstoff (Ethidiumbromid) erfolgt die Auswertung mit
Fluoreszenzmikroskop unter Zuhilfenahme eines computergestiitzten Auswerteprogramms

[19].

Abbildung 2

Die Messung der DNA-Migration erfolgte entsprechend internationalen Richtlinien
[18], die Parameter wurden als ,,Schweif-Lange* oder ,,Tailmoment* (Ty) erfasst. Einige
Experten vertreten die Meinung, dass der Parameter ,,Tailmoment® zuverlédssiger ist, als die
Bestimmung der ,,Schweif-Langen®, da bei der Berechnung dieses Wertes nicht nur die mittlere
Wanderungsdistanz der DNA im Schweif des Kometen, sondern auch der prozentuelle Anteil
der DNA im Schweif beriicksichtigt wird.

Tailmoment (Ty) = dr . DNAT/ (DNAT + DNAp) . 100

dr: das ,,Taildisplacement® ist ein MalB} fiir die mittlere Migrationsdistanz der DNA-Fragmente

im Schweif des Kometen



DNA = Tail-DNA = prozentueller Gehalt der DNA im Schweif
DNAp = Head-DNA = prozentueller Gehalt der DNA im Kopf

Bei der Durchfiihrung unserer Experimente wurden beide Parameter parallel bestimmt.

3.1.2. Durchfithrung

Nach der Isolation und den jeweiligen Behandlungs- und Wasch-Schritte (siche Kapitel
3.1.3) wurden die Zellen in RPMI 1640 Medium (ohne Serum, Sigma) resuspendiert und die
Vitalitdit mit dem Typanblau-Ausschlusstest bestimmt [14]. Um eine Beeintrachtigung der
Ergebnisse durch zytotoxische Effekte auszuschliessen, wurde jede Charge, deren Vitalitit
unter 80% lag, verworfen. Anschliessend wurden die Zellen in 0.5% Low Melting Agarose
(LMA, Invitrogen Life Technologies) eingebettet und auf Agarose (1.5% Normal Melting
Agarose — NMA, Invitrogen Life Technologies) beschichtete Objektriger aufgebracht. Die
Lyse der Zell- und Kernmembran wurde im Dunkeln bei 4°C fiir 60 Minuten bei einem pH-
Wert von 10 durchgefiihrt, unmittelbar danach erfolgte die ,,Unwinding“-Phase (Entwindung
der DNA) in Elektrophorese-Puffer (pH > 12.5, 4°C, 40 min) und Elektrophorese (25 mV, 300
mA, 20 min). Abschliessend wurden die Préparate mit Neutralisationspuffer (pH = 7.5, 4°C)
gesplilt und luftgetrocknet. Die trockenen Objekttrager wurden mit Ehtidiumbromid (20pg/ml,
Sigma) gefdrbt und unter dem Fluoreszenzmikroskop (Nikon 027012; Quecksilberdampflampe
Osram HB 10101AF, Griinfilter 520nm) ausgewertet. Das mikroskopische Bild wurde mittels
Viedokamera (JVC TK — C1360) auf den Bildschirm eines Power Macintosh Computers
7500/100 tiibertragen und mittels eines eigens entwickelten Bildauswerteprogramms [19]
analysiert. Pro Objekttrager wurden 5.000-10.000 Zellen aufgebracht, pro Endpunkt 3
Objekttrager hergestellt und pro Objekttrager 50 Zellen ausgewertet.

3.1.3 Endpunkte der Comet Assays

Ivancsits et al. untersuchten bereits 2002 die Auswirkungen von V,0s — Exposition an
Arbeitern der Treibacher Werke. Die Autoren fanden mit dem Comet-Assay keine DNA-
Schiadigung in den Leukozyten der exponierten Gruppe, allerdings wurde der Test lediglich
unter Standardbedingungen durchgefiihrt [20]. In der aktuellen Studie wurden zusitzliche

Erweiterungen des Protokolls angewendet, die die Detektion zusitzlicher Schiden ermdglichen.

Comet-Assay mit Restriktionsenzymen

Mittels bakterieller Reparatur-Endonukleasen (Formamidopyrimidin Glycosylase - FPG
und Endonuclease III - ENDO III) kann der endogene Oxidationsstatus der DNA-Basen



gemessen werden [21]. Diese Endonucleasen erkennen und schneiden oxidierte Purine und
Pyrimidine. Die ,, Kometen-Schweifldnge* korreliert mit der Anzahl der “Schnittstellen* und
somit mit dem Oxidationsstatus der DNA. Auf diese Weise konnen Verdnderungen der DNA-
Sensitivitdt gegeniiber endogener Schidigung durch reaktive Sauerstoffradikale gemessen
werden [21].

Zur Messung dieser zusitzlichen Parameter wurden isolierte Leukozyten nach der Lyse
mit Enzympuffer gewaschen (pH = 7.4, 4°C) und anschliessend bei 37°C in einer feuchten
Kammer mit dem jeweiligen Enzym inkubiert (45 mit ENDO III bzw. 30 min mit FPG).
Unmittelbar nach der Lyse wurden die Entwindung (,,Unwinding) der DNA und
Elektrophorese unter Standardbedingungen durchgefiihrt. Die Aktivitdt der Enzyme wurde in

Vorexperimenten sichergestellt.

Behandlung mit H,O,

Eine geeignete Methode, um die Empfindlichkeit der Zellen gegeniiber exogener
Schadigung mit reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) zu messen, stellt die ,,H,O,-challenge* dar.
Wasserstoffperoxid zersetzt sich im wéssrigen Milieu zu Hydroxyl- und Superoxid- Radikalen,
die DNA-Schédden verursachen. Bei der Durchfiihrung der Experimente werden intakte Zellen
mit H,O, (100 uM, 5 min Inkubation bei 37°C) behandelt und anschliessend Lyse und
Elektrophorese nach Standardbedingungen (siehe oben) durchgefiihrt.

Messung der DNA-Reparaturkapazitit nach Bleomyzinbehandlung

Dariiber hinaus wurden Verdnderungen der Reparaturkapazitit mittels Bleomyzin-

Exposition bestimmt [22, 23]: Mit diesem Verfahren wird die Sensitivitit der Zellen beider
Gruppen gegeniiber Bleomyzin, sowie die DNA-Reparatur (Reduktion der DNA-Migration
nach Reparaturphase) nach Behandlung mit dem Zytostatikum verglichen.
Die DNA der Leukozyten von exponierten Arbeitern und Kontroll-Personen wurde nach der
Isolation mit Bleomyzin geschédigt (10 pg/ml, Inkubation bei 37°C fiir 30 min). Anschliessend
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und entweder unmittelbar danach Lyse und
Elektrophorese entsprechend dem Standardprotokoll [18] durchgefiihrt oder eine Reparatur-
Phase (15 min Inkubation bei 37°C) vor der Lyse zwischengeschaltet.

Abbildung 3 gibt einen schematischen Uberblick iiber die diversen Endpunkte.
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3.2 Mikrokerntests

Mikrokerne stellen einen leicht erfassbaren und zuverldssigen Index fiir Chromosomenbriiche
(klastogene Effekte) und Chromosomenverluste (aneugene Effekte) dar [13]. Abbildung 4 zeigt

schematisch die Mechanismen, die zur Ausbildung von Mikrokernen fiihren.

Abbildung 4

Azentrische Fragmente, die als Folge von DNA Briichen entstehen, und ganze Chromosomen,
die auf Grund einer Stérung des Spindelapparats nicht in einen der beiden Tochterkerne
integriert wurden, erscheinen im Zytoplasma als Mikrokerne. Die zuriickbleibenden
Chromosomen oder Chromosomenbruchstiicke werden wihrend der Telophase mit
Kernmembran umhiillt; diese ,,Kdrperchen* weisen die Morphologie, aber nur einen Bruchteil
der GroBe eines Interphase-Zellkerns auf.

Der Mikrokerntest in polychromatiden Erythrozyten des Knochenmarks stellt heute einen der
am héufigsten eingesetzten in vivo Zytogenitits Tests in der genetischen Toxikologie dar.
Durch Modifikationen des Protokolls konnen auch in vitro Test mit anderen Zellarten
durchgefiihrt werden [24].

3.2.1 ..Cytokinesis Block Micronucleus* (CBMN) Test mit humanen Lymphozyten

Da die Bildung von Mikrokernen eine Zellteilung voraussetzt, entwickelten Fenech und
Morley (1985) den CBMN-Test, in dem Zellen in vitro zur Mitose stimuliert werden. Auf diese
Weise kann dieses Testsystem auch auf Zellarten, die keine oder geringe Teilungsaktivitét
aufweisen, angewandt werden. Allerdings sollten die Zellen nur eine Teilung durchlaufen, da
Mikrokerne wéhrend der zweiten Teilung wieder verloren gehen konnen [13, 25]. Im CBMN
Verfahren werden humane Lymphozyten mit einem Lektin (Phytohdmagglutinin, PHA) zur
Zellteilung stimuliert. Nach einer Kernteilung wird die Zellteilung mit Cytochalasin B (Cyt-B)
gestoppt, dadurch erscheinen die proliferierenden Zellen doppelkernig (binukledre Zellen —
BNZ). Mikrokerne werden nur in binukledren Zellen gezihlt, denn nur so ist ein Vergleich der
Chromosomenschadigung verschiedener Zellpopulationen (mit unterschiedlicher Zellteilungs-
Kinetik) méglich.

Mikrokerne in peripheren humanen Lymphozyten haben sich weltweit als Biomarker fiir
die Erfassung von DNA-Schéddigungen auf chromosomaler Ebene durchgesetzt. In den letzten

Jahren wurden im Rahmen einer internationalen Kollaboration (Human Micronucleus Project -
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HUMN) zusitzliche Endpunkte entwickelt und validiert, die wichtige Zusatzinformation tiber

die zugrundeliegenden molekulare Wirkmechanismen einer Substanz liefern [26, 27]:

Nukleoplasmatische Briicken (NPBs) stellen eine Verbindung zwischen den
Hauptzellkernen einer BNZ dar. Sie resultieren aus dizentrischen Chromosomen, wobei
die Zentromere wihrend der Anaphase zu den entgegengesetzten Polen der Zelle
gezogen wurden. Die NPBs stellen daher einen Indikator fiir Chromosomen-
Neuanordnungen (chromosome rearrangements) dar [28].

»Nuclear buds® (Nbs) sind Kern-Korperchen im Zytoplasma, die iiber eine feine
nukleoplasmatische Verbindung mit einem der Hauptkerne verbunden sind. Als
Bildungsmechanismus werden Genverfielfiltigungen (Amplifikation der DNA)
angenommen; die liberschiissige DNA wird wihrend der S-Phase der Mitose aus dem
Kern ausgestossen [26, 28].

Zusétzlich konnen im CBMN-Test die Apoptose- und Nekrose-Raten in den Zellen
bestimmt werden; dabei handelt es sich um verschiedene Formen des Zelltodes.
Apoptose ist ein nicht entziindlicher, genetisch kontrollierter Prozess der
Zellelemination, wogegen Nekrose einen durch &dullere Einfliisse bedingten, nicht
kontrollierter Zelluntergang bedeutet.

Apoptotische Zellen werden nach Féarbung mit ,,Diff-Quick® (modifizierter Giemsa
Farbstoff, Dade Behring Austria) morphologisch an Chromatinkondensationen
(apoptotischen Korperchen) und intakten zytoplasmatischen Membranen erkannt,
wihrend sich nekrotische Zellen durch starke Vakuolisierung, Verlust an Zytoplasma,
nur teilweise intakte nukledre Strukturen und beschidigte zytoplasmatische Membranen
gekennzeichnet sind [28].

Der nukleédre Teilungsindex (NTI) gibt das Verhéltnis von einkernigen (mononukleéren)
Zellen (MNZ) zu binukledren Zellen (BNZ) und multinukledren Zellen (MuNZ; Zellen
mit mehr als zwei Zellkernen) an. Er wird nach der Formel NTI = (M1 + 2x M2 + 3x
M3 + 4 x M4) / N berechnet, wobei M1-M4 fiir die Anzahl an Zellen mit einem bis vier
Zellkernen und N fiir die Gesamtanzahl der lebenden Zellen steht, die pro 1000 BNZ
gezéhlt wurden [26].

Fiir eine prizisere Abschitzung des Teilungsstatus und der Zellteilungskinetik kann
zusdtzlich der nukledre Teilungs — Zytotoxizitits Index (NTZI) berechnet werden.
Dieser Index beriicksichtigt auch apoptotische und nekrotische Zellen (NTZI = (Ap +
Nek + M1 + 2x M2 + 3x M3 + 4 x M4) / N). Ap bzw Nek stehen fiir die Anzahl

apoptotischer und nekrotischer Zellen, M1-M4 fiir die Anzahl der Zellen mit einem bis
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vier Zellkernen und N fiir die Gesamtanzahl der lebenden und toten Zellen die pro 1000
BNZ gezéhlt wurden [26].

Diese beiden Indizes geben Auskunft {iber die Teilungsaktivitit der Zellen und
zytostatische Effekte der Testsubstanz. Teilungsinhibition der Lymphozyten kann auf

eine Storung des Immunsystems hinweisen.

Abbildungen 5A-F zeigt Photographien der diversen Endpunkte.

Abbildung 5

Die Durchfiihrung der Experimente ist in Abbildung 6 dargestellt. Von jeder Testperson
wurden 2000 gefdarbte BNZ lichtmikroskopisch bei 1000-facher Vergroferung ausgewertet.
International standardisierte Kriterien fiir die Auswertung sind in der Arbeit von Fenech et al.

[28] detailliert beschrieben und wurden in der vorliegenden Arbeit beriicksichtigt.

Abbildung 6

3.2.2. Mikrokerntests mit exfoliierten Mundschleimhautzellen

Im Rahmen der vorliegenden Studie waren zusétzlich Untersuchungen geplant, in denen
die Entstehung von Mikrokernen in exfoliierten Zellen der Mund- und Nasenschleimhaut
untersucht werden sollten. Daher wurde ein Experiment mit Mundhdhlenzellen von Rauchern
und Nichtrauchern durchgefiihrt. Es ist aus der Literatur bekannt, dass die Mikrokernfrequenz
bei starken Rauchern erhoht ist [16]. Die Ergebnisse der Vorexperimente sind im Appendix
(Kapitel 7.2.) dargestellt.

Da eine Probennahme bei den exponierten Arbeitern nicht moglich war, wurden
Mundschleimhautzellen nur der Kontrollgruppe (Justizwachebeamte) abgenommen und in
Vorexperimenten verwendet (Resultate siehe Anhang). Die Probennahme und die
Durchfiihrung der Experimente erfolgte nach dem Protokoll von Sarto et al. [16], die
Zellisolation ist in Kapitel 2.2 ausfiihrlich beschrieben. Zur Auswertung wurde der Uberstand
verworfen, die Zellsuspensionen auf nasse, gekiihlte Objekttrager getropft und diese bei
Raumtemparatur iiber Nacht im Dunkeln getrocknet. Die getrockneten Priparate wurden fiir 15
min mit HCI (5.0 M) behandelt, mit destilliertem Wasser gespiilt und anschliessend mit
Schiff’schem Reagens (Sigma) gefarbt (90 min). Von jedem Teilnehmer wurden 2000 BNZ
lichtmikroskopisch (1000-fache Vergrosserung, Olimmersion) entsprechend den Kriterien von

Tolbert et al. [29] ausgewertet.



13

3.3 Bestimmung weiterer studienrelevanter Parameter im Serum

3.3.1 Messung der Vanadium-Konzentrationen im Plasma

Vanadiumkonzentrationen im Plasma der Probanden wurden mit Graphit-
Flammenatomabsorption-Spektrophotometrie (GF-AAS Perkin Elmer 5100-ZL
Spektrophotometer) mit Zeeman Hintergrundkorrektur bei einer Temparatur von 1450°C
bestimmt [20]. Das Detektionslimit im Serum betrug 0.3pg/l (5.9nmol/l). Die Messungen
wurden an der Universitétsklinik fiir Innere Medizin II der Medizinischen Universitit Wien

durchgefiihrt.

3.3.2 Bestimmung der Vitamine B;, und B¢, sowie Folsdure im Plasma

Um sicherzustellen, dass eine Verdnderung der Mikrokernfrequenzen nicht auf einen
Néhrstoffmangel zuriickzufiihren sind, wurden Vitamin Bi,, Bs und Folsdure im Serum
bestimmt. Wie bereits in Kapitel 3.2 erwihnt, konnten Fenech und Mitarbeiter nachweisen,
dass ein dauerhafter Mangel an diesen Mikrondhrstoffen zu einer Beeintrdchtigung der DNA-
Stabilitit und somit zu Mikrokernbildung fiihrt [30-33].

Pyridoxalphosphat (Vitamin B¢) wurde mittels HPLC (Immundiagnostic AG, Bensheim,
Deutschland), Vitamin Bj,- und Folsdure-Konzentrationen mittels Radioimmunassay
(Instruments GmbH, Deutschland) bestimmt [34]. Die Messungen wurden am Department fiir
Erndhrungswissenschaften, Fakultdt fiir Lebenswissenschaften der Universitit Wien,

durchgefiihrt.

3.4 Statistische Auswertung

Alle statistische Berechnungen wurden mit der Software Statistica 5.0 (StatSoft Inc. Tulsa, OK,
USA) durchgefiihrt. Die Resultate sind als Mediane und 25.-75. Perzentile dargestellt;
Unterschiede zwischen den Gruppen wurden ab einem p-Wert von <0.05 als statistisch
signifikant angenommen. Zum Gruppenvergleich wurde der Mann-Whitney U-Test, zum

Berechnen der Differenz der Mediane der Kolmogorov-Smirnov-Test herangezogen.
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4. RESULTATE

4.1. SCGE-Tests (Comet Assays)

In allen Comet-Experimenten wurde die DNA-Migration in Form der Schweif-Linge
(Taillengths) in pm und ,,Tail-Moment* berechnet. In den folgenden Abschnitten sind die
Resultate beider Gruppen in als Schweif-Langen dargestellt; die Berechnung der Tail-Momente

ergab dieselben Schlussfolgerungen.

4.1.1 Comet Assay unter Standardbedingungen

Die Ergebnisse, die nach Elektrophorese der Leukozyten unter Standardbedingungen
(,,endogene Schidigung®) erhalten wurden, sind fiir die exponierte- sowie und Kontroll-

Gruppe in Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 7: Ergebnisse der Einzelzellgelelektrophorese-Experimente (Comet Assays) mit
Leukozyten von belasteten Arbeitern und nicht exponierten Kontrollen (n = 52 pro Gruppe) als
Schweif-Lénge. Die Resultate sind als Mediane und 25.-75. Perzentile dargestellt.

Es zeigt sich bei diesem Parameter kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den

beiden Gruppen.

4.1.2 Comet Assay mit Restriktionsenzymen (FPG und ENDQO III)

Die Resultate der Einzelmessungen, in denen mittels der bakteriellen Reparaturendonukleasen
FPG und ENDO III die endogene Bildung von oxidierten Purinen und Pyrimidinen untersucht
wurde, sind in den Abbildungen 8a (FPG) und 8b (ENDO III) graphisch dargestellt.
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Abbildungen 8a und 8b: Gesamtergebnisse der Einzelzellgelelektrophorese-Experimente mit
Probanden beider Gruppen mit FPG (8a) und ENDO III (8b). Die Resultate sind als Mediane
und 25.-75. Perzentile dargestellt; * statistische Signifikanz (p<0.05)

Mit beiden Enzymen wurde statistisch signifikante Erhohung der DNA-Migration in der
exponierten Gruppe gefunden (FPG: 6%, ENDO III: 9%; p<0.05).

4.1.4 Comet Assay mit Wasserstoffperoxid (H>O,)

Die Wanderung der DNA im elektrischen Feld nach Behandlung der Zellen mit H,O; ist
in Abbildung 9 dargestellt. Die DNA-Migration ist in beiden Gruppen, verglichen mit der
endogenen Schédigung, ca. 2-fach erhoht. Die Werte der Arbeiter lagen 20 % tiber denen der
Kontrollgruppe, aber der Effekt wies keine statistische Signifikanz auf.
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Abbildung 9: Darstellung der DNA-Migration nach H,O,-Behandlung (100 uM, 37°C, 5 min)
der isolierten Leukozyten beider Gruppen (n= 52). Die Resultate sind als Mediane und 25.-75.
Perzentile dargestellt
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4.1.5 Comet Assay nach Bleomyzin-Behandlung

Abbildung 10 zeigt die DNA-Migration der Kontrollgruppe und der exponierten Gruppe nach
Bleomyzinbehandlung; die Werte der exponierten Gruppe lagen eindeutig (25%) tiber den der
Kontrollgruppe; dies beweist eine erhdhte Sensitivitit der Zellen der Arbeiter gegeniiber

Bleomyzin.
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Abbildung 10: Darstellung der DNA-Migration nach Bleomyzin-Behandlung (10pg/ml, 37°C,
30 min) der isolierten Leukozyten beider Gruppen (n= 52). Die Resultate sind als Mediane und
25.-75. Perzentile dargestellt; * statistische Signifikanz (p<0.0001)

4.1.6. Messung der DNA-Reparaturkapazitit nach Belomyzinbehandlung

Um die DNA-Reparaturkapazitit der exponierten Arbeiter mit jenen der nicht exponierten
Kontrollgruppe zu vergleichen, wurden die Zellen nach Bleomyzinbehandlung einer 15
miniitigen Reparatur-Phase unterworfen und anschliessend Lyse und Elektrophorese
duchgefiihrt. Abbildung 11 zeigt die Ergebnisse dieser Experimente: Die Reparaturphase nach
Belomyzinbehandlung bewirkte einen Riickgang der DNA-Migration in beiden Gruppen; dieser
Effekt war bei den Kontrollen deutlich stirker (Reduktion um 54%) als bei der exponierten
Gruppe (Reduktion um 12%). Nach der Reparaturphase erhohte sich daher die Differenz
zwischen den beiden Gruppen; dieser Effekt wies statistische Signifikanz auf (p << 0.0001) und
belegt eine Beeintrichtigung der DNA-Reparatur in den Zellen der exponierten Gruppe.
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Abbildung 11: Darstellung der DNA-Migration nach Bleomyzin-Behandlung (10pg/ml, 37°C,
30 min) und anschliessender Reparaturphase (15 min, 37°C). Die Resultate sind als Mediane
und 25.-75. Perzentile dargestellt; * statistische Signifikanz (p<0.0001).

4.1.7 Messung der .., Tail-Momente* als zusitzlicher Parameter

Da in manchen Richtlinien anstelle der Tailldingen die ,,Tail-Momente* (siche auch
Kapitel 3.1.1) als Parameter erwdhnt werden, wurden diese in den vorliegenden

Untersuchungen zusétzlich erfasst. Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 aufgelistet.

Tabelle 2: Mediane der in den SCGE-Tests gemessenen ,,Tail-Momente*

Endpunkt Kontrollgruppe Exponierte |Differenzin % |Signifikanz
Standardbedingungen 2.482 2.284 8 n.s.
FPG 2.487 2.785 12 0.0006
ENDO llI 3.605 5.552 53 0.0023
H.0O, 5.381 6.102 13 n.s.
Bleomyzin 8.724 12.179 40 << 0.00001
Bleomyzin und DNA- 3.726 8.293 123 << 0.00001
Reparaturphase

n.s. — nicht statistisch signifikant

Besonders bei den Endpunkten ENDO III und Belomyzin fillt auf, dass sich bei Verwendung
des Tailmoments ein wesentlich grosserer Unterschied, als bei der Schweif- Langen zwischen
den beiden Gruppen ergibt, da die Menge der DNA im Schweif des Kometen im Verhéltnis zur
Wanderungsdistanz {iberproportional zunimmt. Die Gesamtaussage der Untersuchung bleibt

jedoch ident.
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4.1.8 Ergebnisse der Vanadium-Messungen

Die Ergebnisse der analytischen Messungen der Vanadium-Konzentrationen im Plasma
sind in Abbildung 12 dargestellt. Die Exponierten wiesen statistisch signifikant (p<0.0001)
hohere Vanadium-Werte auf; der Median bei den Exponierten gemessenen Werte (xg = 2.23

ng/l) lag ungefahr 7-fach iiber dem Median der Kontrollen (xx = 0.31 pg/l).

Vanadiumkonzentration [ug/I]
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Abbildung 12: Ergebnisse der Vanadium-Messungen im Serum der exponierten Arbeiter
(n=24) und der Kontrollgruppe (n=23). Die Resultate sind als Mediane und 25.-75. Perzentile
dargestellt; * statistische Signifikanz (p<0.0001).

4.2 Mikrokerntests mit peripheren Lymphozyten

Die Ergebnisse der Mikrokerntests mit peripheren Lymphozyten sind in den Abbildungen 13a-
g dargestellt. Neben den Mikrokernfrequenzen wurden zusétzlich Apoptoserate, Nekroserate,
nukledre Deformationen (“nuclear buds®“, Nb), sowie nukledre Briicken (,,nucleoplasmic
bridges*, NPB) erfasst und das Verhéltnis der lebensfdahigen Zellen, sowie der vitalen und der
toten Zellen bestimmt (NTI, NTZI; siehe auch Kapitel 3.2). Pro Proband wurden 2000 BNZ
ausgewertet.

Die Mikrokernfrequenzen der Arbeiter waren im Vergleich zu den Kontrollen 2.5-fach
erhoht (p<0.05); siehe Abbildung 13a. Die exponierte Gruppe wies ausserdem eine signifikant
(p<0.0001) hohere Anzahl nukleoplasmatischer Briicken (NPB; Abbildung 13b) und nukleédrer
Korperchen (Nbs; Abbildung 13c) auf. Die Zahl der Nb war in den Arbeitern um das 3-fache
erhoht, die NPB sogar um das 7-fache. Das Teilungsverhiltnis der Zellen, sowie das Verhiltnis

der lebenden und toten Zellen (NTI, NTZI, sieche auch Kapitel 3.2) war bei beiden Gruppen
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dhnlich (Abbildungen 13d und 13e). Die Apoptoserate (13f) der Arbeiter lag bei 4.5% (91/2000
BNZ), jene der Kontroll-Gruppe bei 3.0% (63/2000 BNZ); der Effekt war nicht statistisch
signifikant. Die Nekroserate (Abbildung 13g) in der exponierten Gruppe lag hingegen bei 20%
(407/2000 BNZ) und somit deutlich (p<0.0001) iiber der Kontrollgruppe mit 11% (228/2000
BNZ).
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Abbildungen 13a-g: Resultate der CBMN-Experimente mit peripheren Lymphozyten der
exponierten Arbeiter (n=24) und der Kontrollgruppe (n=23). Die Resultate sind als Mediane
und 25.-75. Perzentile dargestellt; * statistische Signifikanz (13a: p<0.05; 13b, c, g: p<0.0001).

4.3. Erfassung weiterer studienrelevante Parameter

Die analytischen Bestimmungen der Mikrondhrstoffe im Plasma wurden wie in Kapitel
3.3.2 beschrieben durchgefiihrt. Es zeigt sich deutlich, dass sich die Plasmakonzentrationen von
Vitamin Bj, (14a), Vitamin Bg (14b) und Folsdure (14c) der beiden Gruppen nicht statistisch
signifikant voneinander abwichen. Interessant ist, dass der Median der gemessenen
Folsdurekonzentrationen bei den exponierten Arbeitern (xg = 4.65 pg/l) etwas hoher als bei den
Kontrollen (xx = 3.44 pg/l) lag. Die Auswertung der Einzelmessungen zeigt, dass dies
moglicherweise auf die Verwendung von Vitaminpriaparate durch einzelne Studienteilnehmer

zuruckzufiihren ist.
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Abbildung 14a-c: Ergebnisse der Vitamin Bj, (a), B¢ (b) und Folsdure (c) -Messungen im
Plasma der exponierten Arbeiter (n=24) und der Kontrollgruppe (n=23). Die Resultate sind als
Mediane und 25.-75. Perzentile dargestellt.

5. DISKUSSION

In der vorliegenden Untersuchung wurden bei einer Reihe von Parametern, die
Aussagen tiiber die genetische Stabilitdt ermdglichen, signifikante Unterschiede zwischen V,0s
exponierten Arbeitern und der Kontrollgruppe gefunden. Wie in der Einleitung erwéhnt, wurde
bereits 2002 eine Untersuchung mit Beschiftigten der Treibacher Werke durchgefiihrt [20], in
der keine erhohte DNA-Migration in Comet-Experimenten unter Standardbedingungen in
Leukozyten der exponierten Arbeiter festgestellt werden konnte. Dieser Befund wird auch
durch die Ergebnisse unserer Studie bestitigt. Allerdings fanden wir statistisch signifikant

erhohte DNA-Migration in der Gruppe der Exponierten bei Messungen der endogene Bildung
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oxidierter Basen. Aufgrund von fritheren in vitro Untersuchungen wird vermutet, dass V,Os
durch Freisetzung von Radikalen oxidative DNA-Schdden verursacht [2]. Daher ist
anzunehmen, dass die von uns beobachteten Effekte durch die inhalative V,0s - Exposition
verursacht werden.

Der Bleomyzin-Sensitivitits-Test wurde urspriinglich von Hsu und Mitarbeitern [35] in
Kombination mit Chromosomenaberrations-Analysen entwickelt, um Aussagen {iiber
individuell erhohte Krebsrisiken treffen zu kénnen. Die Methode basiert auf der Erfassung von
Bleomyzin induzierten Chromosomenbriichen in kultivierten Lymphozyten. Das
radiomimetische Zytostatikum bildet einen Komplex mit Eisen-lonen und molekularem
Sauerstoff und schidigt die DNA durch Freisetzung von Sauerstoff-Radikalen. Es wurde in
einigen Untersuchungen nachgewiesen, dass Personen mit erhohtem Krebsrisiko
(Koksofenarbeiter und Bewohner von urbanen schadstoffbelasteten Gebieten) [36] und
Krebspatienten [37-39] eine hohere Anzahl an Bleomyzin induzierten Chromosomenbriichen
pro Zelle aufweisen als nicht belastete bzw. gesunde Kontrollpopulationen.

Schmezer et al. [23] zeigten, dass auch die Anwendung dieses Tests in Verbindung mit
Comet-Assays geeignet ist, um DNA-Schidigung in exponierten Individuen nachzuweisen. Die
Autoren validierten das Testsystem in einer Fall-Kontrollstudie und zeigten, dass
Lungenkrebspatienten nicht nur hohere Bleomyzin - Sensitivitit, sondern auch reduzierte
DNA-Reparatur Kapazitit aufwiesen. Diese Beobachtung konnte in weiteren Studien bestétigt
werden [22, 40].

In der vorliegenden Untersuchung wurden in den Belomyzin-Experimenten ebenfalls
deutliche Unterschiede zwischen den beiden Gruppen gefunden. Die erhdhte DNA-Migration,
die nach Bleomyzinbehandlung in den Leukozyten der Arbeiter gefunden wurde (25% tiber
dem Wert der Kontrollgruppe), ist ebenfalls durch oxidative Schidden erkldrbar. Es ist
anzunehmen, dass durch die Arbeitsplatz-Exposition die zelluldren Verteidigungsmechanismen
gegen oxidativen Stress abgeschwicht sind. Weiters zeigen die Experimente mit Bleomyzin-
Behandlung und nachgeschalteter Erholungsphase, dass auch die Reparaturkapazitit bei den
Arbeitern vermindert ist (in der exponierten Gruppe ergab sich eine Reduktion der DNA-
Migration um nur 12%, bei der Kontrollgruppe hingegen um 54%).

Insgesamt zeigen die Ergebnisse der Comet-Experimente dass bei den belasteten
Arbeitern eine erhohte DNA-Instabilitit detektierbar ist. Dies ist ein Hinweis auf ein
moglicherweise erhohtes Krebsrisiko. Ergebnisse fritherer Arbeitsplatzuntersuchungen zeigen
positive Korrelationen zwischen Krebsrisiken und erhdhter DNA-Migration in SCGE-

Experimenten. Die Arbeiten von Kassie et al. [41], sowie Faust und Mitarbeiter [42] geben
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einen zusammenfassenden Uberblick iiber den FEinsatz von Comet-Experimenten bei
Arbeitsplatzstudien.

Auch mit der CBMN-Methode wurden in der vorliegenden Studie deutliche Effekte bei
den exponierten Arbeitern festgestellt. Durch die Messungen der Vitamine Bg, Bj, und
Folsdure im Plasma kann ausgeschlossen werden, dass die Ergebnisse durch eine
Unterversorgung mit diesen Mikrondhrstoffen beeinflusst wurden. Mikrokernetests reflektieren
im Gegensatz zu Comet Assays nicht nur oxidative Schdden und Strangbriiche, sondern auch
Chromosomenfehlaufteilungen. In fritheren in vitro Experimenten mit V,Os wurden unter
anderem auch Storungen des Spindelapparates festgestellt [2], die
Chromosomenfehlaufteilungen zur Folge haben; ob dies auf direkte Interaktion von Vanadium-
Kationen mit der DNA oder auf oxidative Schdden zuriickgefiihrt werden kann ist nicht
eindeutig geklart [2]. Es kann angenommen werden, dass diese aneuploiden Effekte (neben
oxidativen Schiden) fiir die erhohte Mikrokernrate in belasteten Arbeitern verantwortlich sind;
eine endgiiltige Abkldrung in in vitro Experimenten mit Pan-Zentromeren Proben wire
wiinschenswert.

Besonders auffillig war in unserer Studie die dramatische Zunahme der
nukleoplasmatischen Briicken (NPB); der Wert war bei den Belasteten ungefahr 7-fach héher
als in der Kontrollgruppe. Es ist bekannt, dass diese Anomalien mit der Bildung dizentrischer
Chromosomen in Zusammenhang stehen und daher einen Indikator fiir fehlerhafte DNA-
Reparatur, Chromosomen-Neuanordnungen oder Telomer End-zu-End Fusion von
Chromosomen darstellen [27]. Erhohte Raten an NPB werden beispielsweise durch
Folsduremangel und radioaktive Strahlung ausgelost und korrelierten in fritheren
Untersuchungen positiv mit der Frequenz an Mikrokernen (MK) und ,,nuclear buds* (Nb). Die
Autoren schlossen daraus, dass diese Parameter Indiaktoren fiir genetische Instabilitdt und
Genamplifikation darstellen [27]. Laut M. Fenech (CSIRO Health Sciences and Nutrition,
Adelaide, Australia; personliche Mitteilung) ist der von uns gefundene Wert der hochste, der je
bei einer Arbeitsplatzstudie gefunden wurde.

Ausserdem wurde in der vorliegenden Untersuchung sich eine signifikante Induktion
der Nekroseraten in der Gruppe der exponierten Arbeiter (20% verglichen zu 11% in der
Kontrollgruppe), wihrend die Apoptosefrequenz nicht statistisch signifikant verandert war. M.
Fenech und Mitarbeiter stellten Nekroseinduktion auch nach der Behandlung von
Lymphozytenkulturen mit Wasserstoffperoxid fest [43]. Geschidigte Zellen, die durch Nekrose

eleminiert werden, setzen intrazelluldre abbauende Enzyme ins umliegende Gewebe frei und
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verursachen auf diese Weise Schidigung und Entziindung in den angrenzenden Geweben [43,
44].

Die Teilungsfrequenz der Zellen (ausgedriickt als NTZI bzw. als NTI) wies in beiden
Gruppen &dhnliche Werte auf. Damit wird von uns kein zytostatischer oder
immunmodulierender Effekt durch die inhalative V,0s-Exposition angenommen.

Nicht nur bei bestimmten Erbkrankheiten (Bloom Syndrom, Ataxia Telangiectasia), die
hiufig zu Krebserkrankungen fithren, sondern auch in unbehandelten Krebspatienten [45, 46]
sowie bei Patienten mit Fertilititsproblemen [47] wurden erhohte Mikrokernraten in peripheren
Lymphozyten gefunden. Ebenso konnte in Individuen, die eine Mutation im BRCAI1-Gen
tragen und damit zu defizienter DNA-Reparatur und erhohter Brustkrebsanfalligkeit neigen, die
erhohte DNA-Sensitivitdit mit dem CBMN-Assay erfasst werden [48]. Dariiber hinaus ist
bekannt, dass Belastung mit radioaktiver Strahlung und Unterversorgung an DNA-
stabilisierenden Mikrondhrstoffen zu erhohter Mikrokernbildung fiihrt [31, 49]. Fenech und
Mitarbeiter wiesen den Effekt von Strahlung in Radiotherapie-Patienten [49], sowie den
Zusammenhang von DNA-Stabilitit und Folsdure- bzw. Vitamin B;,-Konzentrationen im
Serum nach [30, 31, 33, 50]. Der CBMN-Test wurde dariiber hinaus erfolgreich in einer Reihe
von Humanstudien eingesetzt: In einer chinesischen Studie konnten erhdhte
Mikrokernfrequenzen  in  Koksofen-Arbeitern, die  polyzyklischen = aromatischen
Kohlenwasserstoffen ausgesetzt waren, nachgewiesen werden [51]; weitere Applikationen des
Mikrokerntest in Arbeitsplatzstudien sind bei Norppa et al. zusammengefasst [52].

Besondere Relevanz erhalten die von uns Resultate der Mikrokernuntersuchungen durch
eine Studie von Bonassi und Mitarbeiter (2005). Die Autoren zeigten erstmals, dass eine
Assoziation zwischen erhohten Mikrokern-Frequenzen in Lymphozyten der gesunden
Bevoélkerung auf ein erhohtes Krebsrisiko hinweist und der Inzidenz bestimmter Krebsarten
(insbesonders im Urogenital- und Gastrointestinal- Trakt) besteht; daher kann dieser Test als

pradiktiver Biomarker des Krebsrisikos angewendet werden [53].
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7. VORUNTERSUCHUNGEN

Um die methodisch optimale Vorgehensweise in den Hauptexperimenten sicherzustellen,

wurden Vorexperimente durchgefiihrt und zwar:

7.1 COMET - Assays mit Vollblut und Leukozyten

Es ist bekannt, dass Vanadiumpentoxid (V,0s) in peripheren Blutzellen DNA-Schéiden auslost,
allerdings fanden Ivancsits et al. (2002) bei in vitro Experimenten mit Lymphozyten erst bei
hoheren Dosierungen Effekte (ab einer Konzentration von 1 uM), wihrend die Experimente
von Rojas et al. (1996) darauthin deuteten, dass bei Verwendung von Blutkulturen die
Empfindlichkeit hoher ist.

Daher wurde die Empfindlichkeit der Zellen gegen V,0s sowohl in Leukozytenfraktionen als
auch in Vollblutkulturen untersucht.

Bei Experimenten mit Vollblut fanden wir einen Anstieg ab einer Konzentration > 30 pM; nicht
jedoch bei niedrigeren Dosen (Abbildung 1a); in Paralleluntersuchungen mit Leukozyten wurde
ein statistisch signifikanter Effekt bereits bei Konzentrationen von > 1.5 pM beobachtet

(Abbildung 1b). Daher wurden im Hauptexperiment Leukozyten als Zielzellen verwendet.
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Abbildungen 1la und 1b: Ergebnisse mit in vitro Experimenten mit Vollblutkulturen (1a) und
isolierten Leukozyten (1b). Die Experimente mit Vollblut wurden entsprechend dem Protokoll
von Rojas et al. (1996) durchgefiihrt. Die Isolierung der Leukozyten erfolgte entsprechend dem
Protokoll von Buschini et al. (2002). Die Inkubationszeit mit V,0s betrug 2 Stunden. Pro
Konzentration wurden drei Objekttrager hergestellt und jeweils 50 Zellen ausgezéhlt.
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Kalibration der SCGE-Experimente mittels H,O,-Behandlung

Um die Empfindlichkeit der Zellen gegeniiber reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) zu messen,
wurden intakte Zellen mit H,O, behandelt und anschliessend Comet-Assays durchgefiihrt, in
denen die Zellen eines Spenders fiinf Minuten mit unterschiedlichen Konzentrationen H,O,
behandelt wurden. Das Ergebnis des Vorexperimentes ist in Abbildung 3 dargestellt und zeigt,
dass H,O; einen dosisabhidngigen Anstieg der DNA-Migration ausldste. Im Hauptexperiment

wurde eine Dosierung von 100 uM H,O; eingesetzt.
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Abbildung 2: Comet-Assay mit humanen Leukozyten nach Behandlung mit H,O,. Die Zellen
wurden nach der Isolation fiinf Minuten mit H,O, behandelt (Collins et al., 1997). Pro
Konzentration wurden drei Parallelproben angesetzt und pro Messpunkt 50 Zellen ausgewertet.
Die Vitalitét der Zellen wurde mittels Trypanblaufarbung ermittelt (Lindl und Bauer, 1994) und
lag in allen Kulturen bei > 90 %.

Auslésung von DNA-Migration durch Bleomyzin

Um Anderungen der Reparaturkapazitit zu untersuchen, werden im Hauptexperiment
Blutzellen mit Bleomyzin (BL, 10pg/ml) behandelt, um das “Verschwinden* der chemisch
induzierten Kometen als Funktion der Reparatur zu messen (siehe auch Kapitel 3.1). Abbildung
3 zeigt das Resultat eines Vorexperimentes, in dem humane Leukozyten mit dem Zytostatikum

behandelt wurden. Die Kometlidngen stiegen als Folge der BL-Behandlung signifikant an.
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Abbildung 3: Auslésung der DNA-Migration durch Bleomyzin. Leukozyten wurden fiir 30
Minuten mit der Substanz (10pg/ml) inkubiert und nachfolgend auf DNA-Migration im
elektrischen Feld untersucht. Pro Messpunkt wurden drei Objekttrager hergestellt und jeweils
50 Zellen pro Objekttriager ausgewertet.

7.2 Mikrokerntests mit exfoliierten Schleimhautzellen und peripheren Lymphozyten

Mikrokerntest mit exfoliierten Schleimhautzellen

Das von uns durchgefiihrte Vorexperiment zeigt, dass auch wir eine Erhoéhung der
Mikrokernfrequenz bei Rauchern (mehr als 20 Zigaretten/Tag) detektieren konnten (siche
Abbildung 4).
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Abbildung 4: Mikrokernfrequenz von exfoliierten Mundhohlenzellen von Rauchern (n=10)
und Nichtrauchern (n=10). Das Experiment wurde entsprechend dem Protokoll von Sarto et al.
(1987) durchgefiihrt. Pro Proband wurden 2000 Zellen ausgewertet. Zur Farbung wurde die
Methode nach Giemsa verwendet (siche auch Kapitel 3.2)
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Mikrokerninduktion in peripheren Lymphozyten durch y-Strahlung

Um die korrekte Durchfiilhrung der Mikrokernmessungen in peripheren Lymphozyten
sicherzustellen, wurde ein Kalibrationsexperiment mit y-Strahlung (1.5 Gy) durchgefiihrt. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 3 dargestellt. Es wurde eine eindeutige, signifikante Induktion von
Mikrokernen gefunden, auch die Nekroseraten waren erhdht, die Zahl der Nb und der NPB

stieg ebenfalls signifikant an.

Tabelle 3: Induktion von Mikrokernen in Strahlungs-exponierten Lymphozyten und
Kontrollen (n=1)"

Endpunkt? Kontrolle 1.5 Gy
MK/1000 BNZ 5 235
NPBs 1 42
Nbs 0 11
% Nekrose 14 31

'Einem Freiwilligen wurde Blut abgenommen, die Lymphozyten wurden iber Ficoll-
Gradienten isoliert und Lymphozytenkulturen laut dem Protokoll von Fenech (2000) angesetzt
und bestrahlt (y-Strahlung, 1.5 Gy). Nach Fixierung und Farbung (Diff Quick, Dade Behring
Austria) der Pridparate wurden diese lichtmikroskopisch bei 1000-facher VergroBerung
ausgewertet.

2MK=Mikrokerne, BNZ=binukledre Zellen, NPBs=nucleoplasmic bridges, Nbs=nuclear buds
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Abbildung 1: Uberblick tiber die Gewinnung diverser Zelltypen. Isolierung der Zellen der
Studienteilnehmer: (a): Die Schleimhautzellen wurden entsprechend dem Protokoll von Sarto
et al. abgenommen. (b): das Blut der Probanden wurde fur den CBMN-Test (Lymphozyten) in
heparinisierten Rohrchen (Vacutainer, BD) bzw. fiir den Comet-assay (Leukozyten) in
EDTA-ROhrchen (Sarstedt) gesammelt. (c): Die Isolierung der Lymphozyten erfolgte
entsprechend der Vorschrift von Fenech et al. (2000). (d): Die Separation der
Leukozytenfraktion erfolgte entsprechend dem Protokoll von Buschini et al. (2002).
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Abbildung 2: Darstellung der Kometenbildung mit Zellkernen aus peripheren humanen
Lymphozyten. DNA-Schadigung bedingt eine Zunahme der DNA-Migration wahrend der
Elektrophorese; der Schweif des Kometen wird durch den steigenden DNA Gehalt langer und
intensiver. Die Abbildungen zeigen Zellkerne ohne (A) und mit (B) DNA-Schéden. Die
Elektrophorese wurde unter Standardbedingungen durchgefiihrt, die Kerne anschliessend mit
Ethidiumbromid geférbt und im Fluoreszenzmikroskop visualisiert.
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Abbildung 3: Schematischer Uberblick der im Comet Assay gemessenen Endpunkte. Die
Durchfuhrung der Experimente (1), (2) und (4) erfolgte entsprechend dem Protokoll von
Collins et al. (Collins, Dusinska et al. 1997). Die Bleomyzinbehandlung (3) wurde
entsprechend dem Protokoll von Schmezer et al. (Schmezer, Rajaee-Behbahani et al. 2001)
durchgefhrt. (2): Die Zellkerne wurden nach der Lyse mit den Restriktionsenzymen (ENDO
Il - 45min, FPG — 30min) bei 37°C inkubiert; gleich anschliefend wurde die Elektrophorese
unter Standardbedingungen (20min, 25mV, 300mA) durchgefihrt.
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Abbildung 4: Allgemeines Schema der Mikrokernentstehung durch Chromosomenbriiche
und Chromosomenfehlaufteilungen.
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Abbildung 5: Endpunkte im CBMN-Test. Die Bilder zeigen geféarbte (modifiziert nach
Giemsa: Diff Quick, Dade Behring Austria) binukledre humane Lymphozyten bei 1000-facher
VergrolRerung im Lichtmikroskop. A: binukledre Zelle (BNZ), B: BNZ mit 2 Mikrokernen, C:
Nekrose, D: Apoptose, E: nukleoplasmatische Briicke (NPB) und 2 Mikrokerne, F: nuklearer
»bud“ (NDb).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Durchfiihrung der CBMN-Experimente mit
humanen Lymphozyten. Die Mikrokernexperimente mit peripheren Lymphozyten wurden
entsprechend dem Protokoll von Fenech et al. (2000) durchgefuhrt. Nach Isolierung der
Lymphozyten wird ihr Wachstum durch Zugabe von Phytohaemagglutinin (PHA, 30pg/ml)
stimuliert. Die Zellen wurden bei 37°C und 5%CO, 3 Tage kultiviert. Durch Zugabe von
Cytochalasin B (4.5pug/ml) nach 43 Stunden wurde die Zellteilung, nicht jedoch die
Kernteilung gestoppt, sodass die Zellen einen Zellzyklus ohne Zytokinese durchlaufen. Nach
weiteren 28 Stunden wurden die Zellen geerntet, fixiert, Objekttrdger hergestellt und die
Zellen mit einer modifizierten Giemsa-Losung gefarbt (Diff-Quick, Dade-Behring Austria).
Die Auswertung erfolgte unter dem Lichtmikroskop (Olimmersionsobjektiv) bei 1000-facher
VergrolRerung.
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