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1. Einfiihrung 3

1 Einflhrung

Nach der Ver6ffentlichung des Statistischen Bundesamtes von 1999 liegen Krebs-
erkrankungen nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen auf Platz zwei der Todesursachen in
Deutschland. 27,6 % der Sterbefdlle bei Ménnern (22,5 % bei Frauen) lassen sich auf
maligne Neubildungen zuriickfiihren (Tab.1.1). Hierbei {iberwiegen bei Minnern
Erkrankungen der Luftrohre, Bronchien und der Lunge und bei Frauen das
Mammakarzinom. Vermutlich werden Krebserkrankungen bald Herz-Kreislauf-
Erkrankungen als hdufigste Todesursache verdringen, da sie im Gegensatz zu diesen

meist schlecht heilbar bzw. therapierbar sind (Dekant et al., 1994).

Minner Frauen
Insgesamt 390700 455600
Herz-Kreislauf-Erkrankungen 166400 238500
Krebs 108000 102400
Herzinfarkt 42500 34400
Atemwegserkrankungen 26600 24700
Nicht natiirliche Ursachen 21500 12400
Erkrankungen der Verdauungsorgane |20300 19700
sonstige 5400 23500

Tab.1.1 Statistik der Todesursachen 1999 (Statistisches Bundesamt, 2000)

Die Ursachen fiir Krebserkrankungen werden bereits seit ldngerer Zeit untersucht.
Vermutlich spielt die genetische Pradisposition der Betroffenen eine eher geringe Rolle.
Dagegen sind duBere Ursachen wie synthetische Chemikalien und natiirliche Stoffe aus
der Nahrung, Viren und Strahlung von sehr viel groBerer Bedeutung. Man spricht
chemischen Verbindungen einen quantitativen Beitrag von etwa 90 % an
Krebserkrankungen zu. Untersuchungen zur chemischen Kanzerogenese begannen
bereits mit Beobachtungen von Menschen vor vielen Jahren. So beobachtete John Hill
1761 das Auftreten von Nasenkrebs bei Tabakschnupfern, Percival Pott 1775 den
Hodenkrebs bei Schornsteinfegern und Ayrton um 1820 den Hautkrebs nach einer
Arsentherapie.

Tumorzellen unterscheiden sich von korpereigenen, normalen Zellen durch ihr
autonomes, unkontrolliertes Wachstum und durch eine verédnderte Morphologie, was auf

Verdnderungen des Erbgutes zuriickzufiihren ist. Sie entstehen urspriinglich aus einer
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einzigen Zelle und sind somit monoklonal. Sie wachsen ohne Einordnung in die
Organfunktion, d.h. infiltrierend und unter Zerstérung des umliegenden Gewebes. Eine
weitere Eigenschaft von entarteten Zellen ist die Fahigkeit, iiber Blut- und
Lymphbahnen ihren Entstehungsort zu verlassen, in entferntem Gewebe Metastasen zu
bilden und sich so im gesamten Organismus auszubreiten. Im Zellverband des
Organismus unterliegt eine Zelle nicht einem Selektionsdruck wie Einzeller (Hefen und
Bakterien) und teilt sich nicht so oft, wie es die Nahrstoff- und Platzsituation der
Umgebung zulieBen. Sie unterliegt Regelkreisen, die im jugendlichen Organismus fiir
ein koordiniertes und gleichmifBiges Wachstum und beim adulten fiir eine konstante
Organgréf3e und fiir eine Aufrechterhaltung der notwendigen Funktionen sorgen.

Epidemiologische Beobachtungen am Menschen und entsprechende Tierversuche
zeigten, daB es flir die meisten Krebsarten eine Latenzzeit zwischen dem genotoxischen
Ereignis und der Auspridgung der Krebserkrankung gibt. Nach derzeitiger Vorstellung
lauft der Vorgang der Tumorentstehung iiber eine Reihe von unabhingigen
Zwischenstufen ab. Primdr mufl die fiir die Erbinformation und eine geregelte
Zellteilung verantwortliche DNA im Zellkern durch chemische, physikalische oder
virale Einfliisse modifiziert werden. Diese molekulare Veranderung der DNA (DNA-
Schaden) kann in der Regel durch DNA-Reparaturmechanismen wieder korrigiert
werden, wenn die genotoxische Schidigung in einer ruhenden Zelle erfolgt. Trifft die
Noxe auf Zellen in der Teilungsphase, so kann oft keine Reparatur mehr stattfinden und
sich der Schaden als Mutation manifestieren. Mutationen in bestimmten Genen stellen
den Initiationsschritt der Kanzerogenese dar. Bei einer Mitosesteigerung, z.B. bei
chronischen Entziindungen, intensiver UV-Bestrahlung der Haut etc. ist die Gefahr
einer Initiation durch Kanzerogene folglich besonders groB. Die fiir diese erste Phase
der Tumorentstehung verantwortlichen Substanzen (Mutagene) konnen bereits in
kleinsten Mengen das Genom einer Zelle so verdndern, daB sich aus ihr eine Tumorzelle
entwickeln kann. Initiierte Zellen werden zunidchste mit verschiedenen Kontroll-
mechanismen am Wachstum gehindert. Die Wachstumskontrolle erfolgt von den
umliegenden, nicht initiierten Zellen iiber interzelluldre Verbindungen (gap junctions).
Erst wenn diese Kontrollmechanismen durch sogenannte Promotoren ausgeschaltet
werden, beginnt das entartete Wachstum der initiierten Zelle.

Folglich besitzen Promotoren selbst keine genotoxischen FEigenschaften, sind

jedoch in der Lage, initiierte Zellen zum Wachstum und damit zur Tumorbildung zu
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stimulieren. Sie stellen einen mehr oder weniger selektiven Wachstumsstimulus fiir
inititerte Zellen dar und ermoglichen ihre klonale Expansion. Am Ende der
Promotionsphase steht die pridneoplastische Zelle. Der letzte Schritt in Richtung
Tumorentstehung ist die Progression. Hierdurch wird die prdmaligne Zelle in eine
invasiv wachsende Tumorzelle umgewandelt. Die Zelle verliert dabei ihre Fahigkeit zur
Differenzierung, so dafl letztlich Tumorzellen unter Umstinden vollig andere
Eigenschaften als die Ausgangszelle besitzen. Je entdifferenzierter eine Tumorzelle ist,

umso schneller wéchst sie (Abb. 1.1).

Mutationen

Initiation

®®
@ @

e® Metastasierung

Infiltrierendes Wachstum

Abb. 1.1 Schritte der Kanzerogenese (nach Dekant et al., 1994)
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Fiir die initiale DNA-Schiadigung sind sowohl endogene als auch exogene Faktoren
von Bedeutung. Eine besonders wichtige Rolle hierbei spielen reaktive
Sauerstoffspezies (reactive oxygen species = ROS), die endogen in der Atmungskette
oder bei der Lipidperoxidation und exogen durch Chemikalien oder Strahlung
entstehen. Eine DNA-Schidigung tritt in jeder Zelle hdufig auf und ist noch reversibel,
da zelleigene Reparaturmechanismen greifen (Satoh et al., 1994; Lindahl et al., 1999),
bevor sich der Schaden als Mutation manifestiert. In jeder Zelle besteht ein aktives
Gleichgewicht zwischen Bildung und Reparatur oxidativer DNA-Schiden, das in
Abbildung 1.2 dargestellt ist und das zu sogenannten Untergrundspiegeln oxidativer
DNA-Modifikationen in allen Zellen fiihrt.

0, Meta- Antioxidantien

bolismus
ROS: O, ', H,O,, OH', NO

Untergrund-
spiegel

/

DNA Reparatur

Mutationen <= I

Abb. 1.2 Gleichgewicht zum Untergrundspiegel oxidativer DNA-Schédden

Die Entstehung bdsartiger Tumoren ist von den drei Faktoren Alter, Disposition
und Exposition abhéngig. Je ilter, je stdrker disponiert und je hdufiger und ldnger
exponiert das Individuum ist, desto hdufiger treten maligne Tumore auf. Die Disposition
ist in erster Linie erblich bedingt. Es gibt Familien mit einer {iber dem allgemeinen
Durchschnitt  liegenden  Héufigkeit bestimmter Organtumoren. Die hierfiir
verantwortlichen spezifischen Mutationen m Genom (,,Onkogene*,
»lumorsuppressorgene* etc.) sind nur teilweise identifiziert. Zu malignen Tumoren
disponieren aber auch bestimmte Erkrankungen wie Gallensteine fiir das
Gallenblasenkarzinom, Colitis ulcerosa fiir das Kolonkarzinom oder Fisteln fiir den

Hautkrebs. Die Exposition umfaflt alle Umweltfaktoren, die EinfluB auf die
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Tumorentstehung nehmen. Ein wesentlicher Faktor ist die Erndhrungsweise (siche
Kapitel 1.5), auf die man etwa ein Drittel aller Krebserkrankungen in den westlichen

Lindern zuruckfiihrt.

1.1 Reaktive Sauerstoffspezies

Fir die aerobe Zelle ist die Sauerstoffaktivierung zur Energiegewinnung
unerldBlich. Bei der Ein-Elektronen-Reduktion (GIl.1.1) von molekularem Sauerstoff zu
Wasser entstehen verschiedene, sehr reaktive Sauerstoffverbindungen (Tab.1.2), die an
der Krebsentstehung, Alterung und an Entziindungsvorgidngen beteiligt sind. Obwohl
diese reaktiven Sauerstoffspezies meist nur eine kurze Halbwertszeit besitzen, konnen
sie mit der DNA, Proteinen und Lipiden (z.B. ungesittigten Fettsduren) reagieren. Dies
fithrt zu Strangbriichen und oxidativen Schiden an der DNA und zu Quervernetzungen
zwischen Proteinen bzw. zwischen Protein und DNA. Lipide werden zu Peroxiden
oxidiert, die wiederum eine radikalische Kettenreaktion eingehen und zu weiterem

oxidativen Schaden fiihren konnen.

Formel Bezeichnung

HO- Hydroxyl-Radikal

102 Singulettsauerstoff

HO;e Perhydroxyl-Radikal

Oy Superoxid-Radikalanion

ROe Alkoxyl-Radikal (R=Alkylrest)
ROO- Hydroperoxyl-Radikal (R=Alkylrest)
H,0, Wasserstoffperoxid

HOCI Hypochlorige Siure

NO- Stickstoffmonoxid

Tab.1.2 Reaktive Sauerstoffspezies mit abnehmender Reaktivitit (nach Markant et al.,
1995)
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3 Licht
R L
T~ - tetoH +e + H* +e +H*
O, H,0, HO- H,0
o0
2

Gl.1.1

1.2 Die Bildung von ROS

Endogen konnen ROS bei verschiedenen Prozessen entstehen (Tab.1.3), wobei
etwa 95 % in der Atmungskette (Halliwell und Gutteridge, 1985) gebildet werden.
Molekularer Sauerstoff ist sehr reaktionstrage. Er kann aber physikalisch mit Licht z.B.
in der Haut oder chemisch reduktiv in reaktive Formen iiberfiihrt werden. Eine
Moglichkeit zur Sauerstoffaktivierung ist die Bildung von Superoxidanion durch
Aufnahme eines Elektrons (GI.1.2), welches beim ,,respiratory burst die bakterizide

Aktivitdt von phagozytierenden Zellen vermittelt (Rosen et al., 1995).

O,+ ¢ —> 0, (Gl.1.2)

Entstandene Superoxidradikalanionen wiederum kénnen im Sinne einer Haber-Weil3-
Reaktion metallkatalysiert Hydroxylradikale bilden (GI. 1.3).
Me*+ 0,, — Me” + O,

3+

Me® 4+ HO + HO-

Me“ + H,0,

3+
Me -
0, + HO + HO- (Gl 1.3)

O, + H,0,

Bei einer Dismutation kann aus Superoxidradikalanionen auch Wasserstoffperoxid
entstehen (GIl. 1.4). Diese Reaktion wird im Gewebe von der Superoxiddismutase

(SOD) katalysiert, welche die Umsetzung stark beschleunigt (Markant et al., 1995).
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AuBlerdem bilden sich unter sauren Bedingungen Perhydroxylradikale (HO,*) aus

anionischen Superoxidradikalen.

(SOD)

20, + 2H H,0,+ O, (Gl 1.4)

Hydroxylradikale sind sehr viel reaktiver als Singulettsauerstoff und als Superoxid. Sie
konnen mit organischen Verbindungen wie z.B. DNA, Proteinen und Lipiden (Halliwell
et al., 1985; Southorn et al., 1988) reagieren und durch Wasserstoffabstraktion aus
Wasserstoff-Kohlenstoff-Bindungen eine radikalische Kettenreaktion einleiten (GI. 1.5).
Ein Kettenabbruch der Radikalbildung ist durch Reaktion zweier Radikale zu einer

stabilen Verbindung mdglich.

RH + HO- R* + H,0

R* + O, RO°2

ROE + RH — R®* + ROOH

ROOH RO + HO» (Gl.1.5)

Singulettsauerstoff (‘0,) gehort ebenfalls zu den endogen gebildeten ROS (Epe, 1991).
Er entsteht unter dem EinfluB von Licht auf endogene Photosensibilisatoren [z.B.
Flavinen (Joshi, 1985) und Porphyrinen (Lambert et al., 1986)] oder lichtunabhéngig
bei der Reaktion von Oxidasen wie Peroxidasen, Lipoxygenase oder dem
Cytochromkomplex (Kanofsky, 1989). Singulettsauerstoff besitzt eine lingere
Halbwertszeit als das Hydroxylradikal und kann vor seiner Abreaktion auch in andere
Zellkompartimente diffundieren (Diffusionsweg: 1-2 um). Gelangt er in den Zellkern,
kann er mit der DNA unter Bildung von 8-Hydroxyguanin (8-0xoG) reagieren (Epe,
1991).
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1. Zelluldre Atmung
- Mitochondrialer Elektronentransport
- Hexosemonophosphat shunt
2. Biosynthese und Abbau im normalen intermediéren Metabolismus
- Arachidonsduremetabolismus
- B-Oxidation von Fettsduren
- Oxidation von Aminosduren
- Eisenmetabolismus
- Biosynthese von Ascorbinsédure (nicht im Menschen)
- Oxidation von Polyaminen
- Biosynthese von Steroiden
- Oxidation von Purinen
3. Biotransformation von Fremdstoffen
- Mikrosomaler Elektronentransport (Cytochrom P450)
- andere Oxidasen
- Peroxidative Oxidation (Myeloperoxidasen, Prostaglandin-Synthetase)
4. Aktivierung von phagozytotischen Zellen durch natiirliche Stimuli
- Periphere Leukozyten
- Makrophagen aus Geweben
- Kupfterzellen
- Clarazellen

Tab. 1.3 Vorgédnge, bei denen ROS gebildet werden, nach Frenkel, 1992

Von AuBen kann man die Bildung von ROS (vor allem 'O, und O,™+) durch die Zufuhr
von Photosensibilisatoren erreichen. Ein Beispiel hierfiir ist die stark gelb
fluoreszierende Verbindung [R]-1[(10-Chloro-4-oxo-3-phenyl-4H-benzo[a]chinolizin-
1-yl)carbonyl]-2-pyrrolidin-methanol (Abb. 1.3), welche Ro 19-8022 genannt wird. Sie
wurde von der Firma Hoffman-La Roche urspriinglich als Tranquillans entwickelt,
erwies sich aber im Ames-Test in Kombination mit sichtbarem Licht als mutagen.
Zellfreie Untersuchungen an Bakteriophagen-DNA (PM2-Assay) zeigten, dall Ro 19-
8022 Singulettsauerstoff freisetzt, was im Schadensprofil durch den hohen Anteil an
Formamidopyrimidin-Glykosylase (Fpg)-sensitiven Modifikationen am Gesamtschaden
deutlich wird (Epe et al., 1994; Wengler et al., 1995). In Sdugerzellen erzeugt dieser
Photosensibilisator mit Licht ein sehr dhnliches Schadensbild, welches sich auf

Singulettsauerstoff zuriickfiihren 146t (Wengler et al., 1995).
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OH

Abb. 1.3 Strukturformel von Ro 19-8022

Andere Beispiele fiir die Bildung von ROS sind SIN-1, ein Metabolit von Molsidomin
(Duchstein et al., 1995), Kaliumbromat, welches vermutlich iiber die Bildung von
Bromradikalen EinfluB auf die ROS-Bildung nimmt, und Riboflavin, das
wahrscheinlich sowohl Superoxidanion als auch Singulettsauerstoff freisetzen kann
(Korycka-Dahl et al., 1980; Joshi, 1985). Eine vermehrtes Auftreten von ROS in Zellen
wird als oxidativer Stref3 bezeichnet, auf den sie mit addquaten MaBBnahmen reagieren

missen.

1.3 Oxidative DNA-Modifikationen

Ein oxidativer Schaden an DNA-Basen, am Zucker-Phosphat-Geriist oder an
Proteinen entsteht endogen in allen Zelltypen auch unter physiologischen Bedingungen
und ist eine natiirliche Herausforderung an die Genomintegritdt. Zwar sind die genauen
Schadigungsmechanismen noch nicht bekannt, es ist aber sicher, dal ROS eine sehr
wichtige Rolle spiclen (Epe et al., 1988). Die Oxidation der DNA kann theoretisch
durch verschiedene Mechanismen gefordert werden: vermehrte Bildung von ROS,
verminderte antioxidative Abwehr oder Hemmung der Reparatur von oxidativen
Schiaden (Douki et al., 1999; Williams et al., 2000). Besonders wichtig sind hier
Enzyme (z.B. Superoxiddismutase, Katalase, Glutathionperoxidase) und Antioxidantien

(z.B. Glutathion, Ascorbinsdure), die ROS abfangen, und die spezifische
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Reparatur, die modifizierte Basen aus der DNA entfernt. Da diese Abwehrmechanismen
nicht perfekt funktionieren, findet sich in jeder Zelle ein gewisser Hintergrund an DNA -
Schiaden, der sich durch das Gleichgewicht von Bildung und Entfernung von
Modifikationen ausdriickt (s. Abb 1.2).

Es gibt eine grole Vielzahl von oxidativen DNA-Modifikationen (Abb. 1.4).
Zellfrei wurden bisher iiber 100 verschiedene Modifikationen nachgewiesen (von
Sonntag, 1987; Halliwell et al., 1992), von denen sich viele im Sdugerzellmodell als
pramutagen gezeigt haben (Moriya, 1993). Es gibt verschiedene Oxidationsprodukte
von allen DNA-Basen (von Sonntag, 1987; Ballmaier et al., 1995; Cadet et al., 1997).
Da Guanin das niedrigste Oxidationspotential aller DNA-Basen besitzt und sich somit
am leichtesten oxidieren 14Bt, kommt die Modifikation 8-oxoG am héufigsten vor
(Halliwell et al., 1991) und kann deshalb als Marker fiir die Erkennung von oxidativem
Stress in der Zelle genutzt werden (Kasai et al., 1993). Die Formamidopyrimidine
(Fapy-Modifikationen) entstehen aus oxidierten Pyrimidin-Basen durch Offnung des

Imidazolringes.
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Abb.1.4 Struktur verschiedener DNA-Modifikationen

Neben verdnderten Basen gibt es auch andere von ROS erzeugte Schiden:
Basenfreie Stellen (AP-Lisionen: apurinische oder apyrimidinische Stellen), die bei der
Hydrolyse der N-glykosidischen Bindung zwischen Base und Desoxyribose gebildet

werden und die auch in oxidierter Form auftreten (OhUigin et al., 1987; Piette et al.,
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1981), und desweiteren Einzel- bzw. Doppelstrangbriiche (Sies, 1986; Epe et al., 1988),
welche durch Hydrolyse der Phosphat-Desoxyribose-Verkniipfung entstehen.
Strangbriiche und DNA-Quervernetzungen koénnen auch nach Bestrahlung von Zellen
mit sichtbarem Licht oder langwelligem UV-Licht auftreten (Cadet et al., 1992; Peak et
al., 1991; Rosenstein et al., 1991; Pflaum et al., 1994). Quervernetzungen kénnen
innerhalb der DNA oder zwischen DNA und Proteinen enstehen. Wird mit UV-Licht
bestrahlt, entsteht aus zwei Molekiilen Thymin unter Bildung eines Cyclobutanringes
ein Thymidindimer (Abb.1.4). In Gegenwart von Sauerstoff kann die Pyrimidinbase
Thymin auch mit der Aminosédure Tyrosin reagieren (Nackerdien et al., 1991; Stadtman,
et al., 1992). Andere Beispiele fiir Protein-DNA-Quervernetzungen (Abb. 1.5) sind
Thymin-Lysin- und Cytosin-Tyrosin-Verkniipfungen (Gajewski et al., 1988).

HN |

COOCH

NH,

Thymin-Tyrosin-Verknipfung

COOH
0 COOH NH, NH,
s
HN NH, j‘\ |
O)\N \H o] N
H 2 OH
Thymin-Lysin-Verknupfung Cytosin-Tyrosin-Verkniipfung

Abb.1.5 Beispiele fiir DNA-Protein-Quervernetzungen

1.4 Biologische Konsequenzen oxidativer DNA-Schaden

Allgemein bedeuten nicht reparierte oxidative Schédden fiir eine Zelle den Zelltod
oder die Gefahr der Mutation und damit der malignen Entartung. Es muB sich aber nicht
immer um ein initiales Ereignis der Kanzerogenese (Olinsk et al., 1998) handeln, denn

oxidative DNA-Schdden konnen auch promovierende Wirkung haben (Cerutti, 1985;
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Frenkel, 1992). Fiir einen Organismus konnen DNA-Schiaden moglicherweise den
Beginn von Degenerationsprozessen wie z.B. Alterung, Arthritis oder Arteriosklerose
oder von Krebserkrankungen darstellen. Daneben sind aber auch die Verkiirzung der
Telomerldngen (Ames, 1989) und oxidierte Proteine (Koshiishi et al., 1997) fiir das
zelluldre Altern von Bedeutung. Aullerdem wurde der Einflul der Lipidoxidation auf
die Arteriosklerose (White et al., 1988) und auf Herzerkrankungen (Collins et al., 1998)
nachgewiesen. Ein anderer Aspekt ist die medizinische Nutzung von oxidativen
Schédden. Eine typische Anwendung ist die spezifische Schadensinduktion in der
photodynamischen Therapie und der Tumorbehandlung.

Durch die verdnderte Struktur der modifizierten Base kann es bei der Replikation
zu Basenfehlpaarungen kommen, welche erkannt und beseitigt werden konnen
(Mismatch-Reparatur). Ist die Zelle nicht in der Lage, einen Schaden fehlerfrei zu
reparieren, manifestiert sich dieser nach der nidchsten Replikation mit einer gewissen
Wahrscheinlichkeit als Mutation. Diese kann dann eine Entartung der Zelle im Sinne
des Mehrstufenkonzepts der Kanzerogenese bedeuten (siche Kapitel 1). Eine andere
Reaktionsmoglichkeit auf DNA-Schiden ist der Zellzyklusstop oder die Blockade von
Transkription bzw. Replikation, um das Zeitfenster fiir die Reparatur zu vergrof3ern. Bei
einer massiven Anhdufung von Schédden, die von den Reparaturmechanismen nicht
mehr ausreichend prozessiert werden konnen, wird ebenfalls die Transkription bzw. die
Replikation blockiert und spiter auch der programmierte Zelltod, die Apoptose,
eingeleitet.

Die verschiedenen oxidativen DNA-Schidden zeigen unterschiedliche, teilweise
typische Folgen. 8-0xoG bildet sehr hdufig Fehlpaarungen mit Adenin. Erfolgt keine
Reparatur der Fehlpaarung, fiihrt sie zu einer GC:TA-Transversion in der DNA. Dieses
pramutagene Potential von 8-0xoG wurde sowohl in Bakterien (Wood et al., 1990;
Moriya et al., 1991) als auch in Saugerzellen (Klein et al., 1992; Moriya, 1993)
gefunden. Dagegen geht oxidiertes Adenin (8-Hydroxyadenin = 8-0x0A) kaum
Fehlpaarungen ein und zeigt sich in einem Vektorsystem um etwa eine Zehnerpotenz
weniger mutagen (Prigent et al., 1992; Shibutani, 1993). Fapy-Modifikationen besitzen
kein mutagenes Potential, sondern sind durch die Blockade der DNA-Synthese
charakterisiert (Tudek et al., 1992). Fir 5,6-Dihydropyrimidine wurden in

verschiedenen Organismen spezifische Reparaturenzyme gefunden (Boiteux, 1993;
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Demple et al., 1994), und bei 5-Hydroxycytosin wurden GC:TA-Transitionen
beobachtet (Purmal et al., 1994).

Fiir die Beseitigung von Schédden besitzt die Zelle Reparaturmechanismen, die
Modifikationen entfernen. Einzelstrangbriiche in der DNA werden schnell und effizient
repariert (Churchill et al., 1991). Trotzdem kann hier ein pramutagenes Potential nicht
ausgeschlossen werden. Doppelstrangbriiche sind fiir die Zelle stark toxisch und
mutagen. Sie konnen groBere Deletionen und auch Chromosomenaberrationen
hervorrufen. Liegt eine basenfreie Stelle (AP-Lision) vor, wird die Replikation
meistens blockiert. In Sdugerzellversuchen mit einem Shuttle-Vektor, der eine AP-
Stelle besitzt, wurde gezeigt, dall gegeniiber von basenfreien Stellen bevorzugt Guanin
eingebaut wird (Neto et al., 1992; Klinedinst et al., 1992). Durch diesen Basenaustausch
ist auch hier ein mutagenes Potential gegeben. Dariiberhinaus kdnnen sich AP-Stellen
spontan oder enzymatisch in Einzelstrangbriiche umwandeln und dann Deletionen
verursachen. Liegt eine modifizierte Base vor, kann dieser Schaden direkt revertiert
werden. Dies erfolgt durch die bei manchen Sdugern vorkommende Photolyase, die die
fiir UV-Strahlung typischen Pyrimidindimere unter Nutzung der Lichtenergie wieder in
zwei Pyrimidinnukleotide iiberfithrt. Ein anderes Beispiel ist die O°-Methylguanin-
DNA-methyltransferase (MGMT), die spezifisch Alkylgruppen von O°-Methyl-, O°-
Ethyl- und O°-Butylguanin auf sich selbst iibertrigt und dabei ihre Aktivitit verliert.
Weitere Reparaturmechanismen sind die Basen-Exzisions-Reparatur (BER) und die
Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER). Bei der NER werden DNA-Modifikationen wie
Pyrimidindimere, DNA-Quervernetzungen und andere grof3volumige Modifikationen,
die sogenannten ,,bulky adducts®, repariert. Die beteiligten Reparaturenzyme wandern
als Komplex an der DNA entlang, erkennen Modifikationen und schneiden an beiden
Seiten davon ein Oligonukleotid aus. Mit einer Polymerase und einer Ligase wird die
doppelstrangige DNA wiederhergestellt. Féllt beim Menschen dieser Reparturkomplex
aus, kommt es zur Erbkrankheit Xeroderma pigmentosum.

Bei der Basenexzisionsreparatur wird von einer spezifischen Glykosylase ein
Schaden erkannt und die glykosidische Bindung hydrolysiert. Typische Substrate sind
endogen vorkommende Lisionen wie AP-Lisionen, oxidative Basenmodifikationen und
kleinere Alkylierungen wie Ethenoaddukte. AnschlieBend wird an der basenfreien Stelle
von einer AP-Endonuklease ein Strangbruch erzeugt und die DNA-Polymerase fiillt die

Liicke auf, bevor sie von der Ligase wieder geschlossen wird. Die bekannten DNA-
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Glykosylasen besitzen meistens neben der Glykosylase- auch eine AP-
Endonukleaseaktivitit und werden als Reparaturendonukleasen bezeichnet. Bei ihnen
sind die Eigenschaften der Erkennung und der anschlieBenden Elimination der
modifizierten Base unter Entstehung eines Einzelstrangbruches in einem Enzym
vereinigt (Wallace, 1988). Beispicle hierfiir sind die aus Escherichia coli stammende
Formamidopyrimidin-DNA-glykosylase (Fpg) und sein Funktionshomologes, das
OGGI (8-0x0G-Glykosylase), aus Hefe, Mensch und Maus (van der Kemp et al., 1996;
Radicella et al., 1997). Das Erkennungsspektrum des Fpg-Enzyms reicht von 8-0xo0G
bis zu Adenin- und Guaninderivaten mit gedffnetem Imidazolring (Fapy) (Boiteux et
al., 1992). Liegt 8-0xoG mit Cytosin gepaart vor, kann es von Fpg oder dem OGGl1

erkannt und herausgeschnitten werden.

1.5 Antioxidantien in der Erndhrung und Gesundheitszustand

Es ist bereits lange bekannt, dal die Art der Erndhrung einen EinfluB auf den
Gesundheitszustand des Menschen hat. Erste Beobachtungen und wissenschaftliche
Ansétze waren Erkrankungen wie Skorbut, Beriberi, Pellagra und Rachitis, die durch
den Mangel spezifischer Nahrungsfaktoren (Vitamin C, Vitamin B, Niacin/Tryptophan,
Vitamin D) entstehen und die durch Umstellung der Erndhrung verbessert werden
konnen. Der Verzehr von mehrfach ungesittigten Fettsduren z.B. aus Fischol hat eine
Schutzwirkung. Die Nahrung der Inuit ist besonders reich an diesen Stoffen und es
wurde eine sehr seltenes Auftreten von koronaren Herzerkrankungen in dieser
Bevolkerungsgruppe beobachtet (Feskens et al., 1993; Innis et al., 1988; Dyerberg et
al., 1979).

Bereits der romische Arzt Claudius Galenus (129-199 nach Christus) war davon
iiberzeugt, da3 die Erndhrung fiir die Entstehung bosartiger Tumoren mitverantwortlich
sei. Erste systematische, epidemiologische Untersuchungen hierzu stammen aus der
Mitte des vorigen Jahrhunderts von dem englischen Arzt Alfred Haviland. Er fand
vermehrt Krebserkrankungen in sumpfigen FluBniederungen und glaubte, dafl das
Wasser hierfiir mitverantwortlich sei. Auch in Deutschland wurde schon Anfang dieses
Jahrhunderts darauf hingewiesen, dal der Wohlstand und die hiermit verbundene Art,
sich hochkalorisch zu erndhren, mitverantwortlich fiir die Krebshéufigkeit sei. Damalige
Beobachtungen sprachen dafiir, dal die reiche Klasse hdufiger an Krebs starb und daf3

hoher Fleischverzehr die Tumorentstehung begiinstigte. Dagegen entwickelten
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Mitglieder von Monchsorden, die sich eine sehr ,strenge Kost“ und ,,grof3e
Kasteiungen* auferlegten, fast keine bosartigen Tumoren. In neuerer Zeit wurden eine
Vielzahl epidemiologischer, klinischer und experimenteller Untersuchungen zur
Fragestellung der protektiven und kanzerogenen Effekte der Erndhrung durchgefiihrt. Es
besteht derzeit kein Zweifel mehr daran, dal die Erndhrung fiir den ProzeB3 der
Tumorentstehung grof8e Bedeutung hat. So nimmt die Hé&ufigkeit des kolorektalen
Karzinoms — dies gilt in gewissem Umfange auch fiir das Mammakarzinom,
Prostatakarzinom und einige andere Tumoren - dann zu, wenn die traditionelle
Erndhrung (meist fettarm und reich an pflanzlichen Lebensmitteln) durch eine in
westlichen Industrieldndern iibliche Kost ersetzt wird. Beispiele hierfiir sind in den
USA lebende Japaner und Afrikaner, die nach der Einwanderung und Ubernahme US-
amerikanischer Lebens- und Erndhrungsgewohnheiten bereits in der zweiten Generation
das gleiche Tumorrisiko aufweisen wie US-Amerikaner (Marchand, 1999; Kamineni, et
al., 1999; Wu et al., 1996).

Die Interpretation von Humanstudien liber den Zusammenhang zwischen Nahrung
und Krebsentstehung ist sehr schwierig, da viele Faktoren EinfluB nehmen, die mit der
Erndhrung nicht oder nur teilweise assoziiert sind. Dazu kommt auflerdem, da3 die
Exposition mit diesen Faktoren individuell sehr unterschiedlich sein kann in Bezug auf
Menge und Haufigkeit und dall ihnen eventuell nicht die notwendige Bedeutung
zugemessen wird. Bei unserer extrem komplex zusammengesetzten Erndhrung muf3
auch beriicksichtigt werden, dal es Komponenten gibt, die sowohl die Entstehung
bestimmter Organtumoren begiinstigen als auch vor ihrer Entstehung schiitzen konnen.
Zu den ersteren zdhlen neben mit der Erndhrung oft assoziierten Umwelteinfliissen wie
Rauchen auch Nahrungsbestandteile wie Schwermetalle und Nitrosamine.
Dariiberhinaus schwanken zwischen den Individuen die Stoffwechsellage und andere
Prozesse wie die Reparatur von DNA-Schiaden aufgrund von Erndhrungsunterschieden.

In den folgenden Kapiteln werden die Aspekte von Antioxidantien, Fettsduren und

Alkohol als Bestandteile der Nahrung genauer erliutert.
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1.5.1 Antioxidantien

Antioxidantien zeichnen sich durch ihre Féhigkeit aus, andere Stoffe zu
reduzieren und dabei selbst oxidiert zu werden. Sie wirken als Fanger von Radikalen
und sind somit von besonderer Bedeutung bei der Verhinderung von oxidativem Stref3
(Bendich et al., 1986; Frei et al., 1989) und bei der Erhaltung eines niedrigen zelluldren
Untergrundes an oxidativen Modifikationen (sieche Abb. 1.2). Allerdings sind fiir viele
Antioxidantien auch Mechanismen bekannt, die prooxidative Effekte vermitteln
(Podmore et al., 1998; Halliwell et al., 1990) und somit die Bildung von ROS férdern.
Die verschiedenen Wirkungen von oxidativen bzw. antioxidativen Substanzen sind in
Abb. 1.6 zusammengefait (Halliwell, 2000). Antioxidantien konnen (1) die
Zellproliferation hemmen durch Verhinderung von voriibergehenden Oxidationen, die
die Proteinphosphorylierung und Transkriptionsfaktoren stimulieren. Durch Abfangen
von reaktiven Spezies (2) schiitzen sie vor oxidativen Schidden und blockieren die
Freiseitzung von Metallionen, die diese Schéddigung katalysieren. AuBerdem konnen
Antioxidantien die Adaption auf oxidativen Schaden durch verminderte Transkriptions-
faktoraktivierung verhindern (3) und die oxidative Schiddigung beschleunigen (4),
indem sie Metallionen reduzieren, die dadurch zu besseren Promotoren einer
Schéadigung werden. SchlieBlich hemmen sie die durch freie Radikale induzierte
Apoptose (5), was entweder die Zelle rettet oder zu ihrer Entartung fiihrt. Anstelle von
Apoptose kann auch Nekrose erfolgen und der Schaden wird an die Umgebung der

Zelle weitergegeben.
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Abbildung 1.6 Wirkungen von oxidativen bzw. antioxidativen Substanzen (nach
Halliwell, 2000).

1.5.1.1 Ascorbinsaure - Vitamin C

Der Name Vitamin ist urspriinglich aus ,,vitalem Amin“ entstanden, da man
annahm, daB3 es sich bei diesen Stoffen um lebenswichtige Amine handelt. Obwohl
spatere Strukturaufkldrungen gezeigt haben, daf3 es sich bei Stoffen dieser Gruppe nicht
immer um Amine handelt, hat sich der eingefiihrte Name erhalten. Mit Vitamin werden
essentielle, organische Substanzen bezeichnet, die auch als Provitamine zugefiihrt
werden konnen und die nur in geringen Mengen im Organismus bendtigt werden. Man

teilt die Vitamine in fettlosliche (Vitamine A, E, D, K) und in wasserlosliche (Thiamin,
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Riboflavin, Nicotinsdure, Folsdure, Pantothensdure, Biotin, Pyridoxin, Vitamin Bi,,
Ascorbinsdure) ein. Im Gegensatz zu den fettloslichen Vitaminen kommen bei
wasserloslichen keine Hypervitaminosen vor. Allerdings sind bei beiden Gruppen
Mangelerscheinungen, also Hypovitaminosen, bekannt (siehe Kapitel 1.5) (Kasper,
1996).

Im folgenden sollen die Eigenschaften von Ascorbinsdure (3-Oxo-L-gulonsdure-y-
lacton; 2,3-Didehydro-L-threo-hexano-1,4-lacton; Vitamin C; Abb.1.7) ndher erldutert

werden.

HO 0 O O
-2H
/ - 0
HO © o
+2H
HO~ “CH,OH HO  CH,OH
Ascorbinsaure Dehydroascorbinsaure

Abb. 1.7 Ascorbinsdure und sein Oxidationprodukt

Ascorbinsdure wird leicht oxidiert, besonders in Anwesenheit von Eisen- oder
Kupferkationen (Gl. 1.6) (Englard et al., 1986; Bram et al., 1980). Aulerdem kann sie
freie Radikale abfangen und so oxidative Schiden verhindern (Bendich et al., 1986;
Frei et al., 1989). Da in der Zelle haufig H,O, anwesend ist, kommt es aber auch zur
Fentonreaktion und zur Bildung von Hydroxylradikalen (siehe Kapitel 1.1 und 1.2),
wenn nicht Metallchelatoren oder Katalase die Reaktionen verhindern. Ascorbatradikale
konnen auch zu Ascorbinsdure und Dehydroascorbinséure disproportionieren
(Brigelius-Flohé et al., 1996). Allerdings sind auch andere Reaktionen der Radikale
moglich. Die Kombination von Ascorbinsdure und Fe*” wird in vitro eingesetzt, um eine
Lipidperoxidation zu induzieren (Aust et al., 1985). Im Organismus wird Ascorbinsdure

enzymatisch von Reduktasen unter Verbrauch von Glutathion (GSH) recycelt.
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Fe” + Asc —= Fe + Asc + H'

H,0, + Asc — H,0 + OH- + Asc-
2Asc: —> Asc + DHA

DHA + 2GSH —> Asc + GSSG

Gl. 1.6 Reaktionen von Ascorbinsdure (Asc = Ascorbinsdure; DHA =

Dehydroascorbinsdure; GSSG = oxidiertes Dimer aus 2 GSH).

Vitamin C ist fiir die Mehrzahl der Sduger nicht essentiell, wohl aber fiir den
Menschen, Affen, Meerschweinchen, Indische Fledermaus und fiir Vogel der Gattung
Passeriformes. Eine Folge von Ascorbinsduremangel ist Skorbut. Die vermutlich erste
Beschreibung dieser Erkrankung stammt aus dem Papyrus Elbers der Agypter aus dem
Jahre 1550 vor Christus. Der britische Arzt James Lind fiihrte bereits 1747 eine erste
Studie zur Skorbutbehandlung und fand den protektiven und heilenden Effekt von
Zitrusfriichte gegeniiber einer Kontrollgruppe. Trotzdem wurde Zitronensaft fiir
Seeleute in der British Navy erst ca. 50 Jahre spiter zum Standard (Pauling, 1970).
Bereits 10 mg pro Tag reichen aus, um Skorbut zu verhindern (Bartley et al., 1953),
wobei die optimale Dosis weiter unbekannt ist. Da sich Ascorbinsdure in einer
einmonatigen Studie mit Gaben von 40 g tiglich als vollig untoxisch erwies (Stone,
1967) und keine Todes- oder Krankheitsfille auf eine Uberdosis zuriickzufiihren waren,
empfahl Linus Pauling mit 250 mg bis 10 g pro Tag sehr viel hohere Dosen als das US-
amerikanische Food and Nutrition Board of the National Research Council (NRC) mit
55 bis 60 mg pro Tag.

Isoliert wurde Ascorbinsdure zuerst 1927 von Albert Szent-Gyorgyi aus Budapest,
der die Ursache fiir die Braunverfleckung von Obst suchte (Pauling, 1970; Moss, 1987).
Er fand die Substanz nicht nur in Friichten und Paprika sondern auch in adrenergen
Driisen bei Tieren und nannte sie Hexuronsdure, bevor sie spiter wegen der Anti-
Skorbuteigenschaften Ascorbinsdure genannt wurde, wobei nur die L-Ascorbinsdure
wirksam ist. Tab. 1.4 zeigt die Vitamin C-Konzentrationen in verschiedenen

menschlichen Geweben.
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Gewebe Vitamin C
(umol/100 g Gewebe)
Hypophyse 227-284
Nebenniere 170-227
Linse (Auge) 142-176
Leukozyten 115-300
Gehirn 74-85
Leber 57-91
Niere 20-60
Lunge 40
Skelettmuskel 17
Schilddriise 11
Plasma 1,7-8,5
Speichel 0,01-0,5

Tab. 1.4 Gehalt an Vitamin C in verschiedenen humanen Geweben (Mg = 176,1 g/mol)

Die Resorption von Ascorbinsdure aus dem Magen-Darm-Trakt sinkt mit
steigender Dosis. Ab einer Plasmakonzentration von 60 pmol/l oder einer Dosis von
100 mg/d (= 70 % Sattigung des Plasma und 100 % der weillen Blutzellen) wird
Vitamin C iiber den Harn ausgeschieden. Die Resorption von Eisen aus dem
Gastrointestinaltrakt wird durch gleichzeitige Anwesenheit von Ascorbinsdure
gefordert, wobei prooxidatives Eisenascorbat entstehen kann (Padayatty et al., 2001).
Der Transport von Vitamin C in die Zelle erfolgt iiber Natrium-abhingige SVCTI1
und/oder SVCT2-Transporter. Dehydroascorbinsdure wird von Glucosetransportern
GLUT!1 und GLUT3 transportiert (in insulin-sensitiven Geweben auch von GLUT4).

Friichte und Gemiise besitzen einen hohen Gehalt an Ascorbinsdure (Tab. 1.5),
welcher aber durch Erhitzen besonders in Anwesenheit von Metallionen (Cu, Fe) stark

gesenkt wird. Der Restgehalt liegt nach dem Kochen bei ca. 50 %.
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Vitamin C Vitamin C
Konzentration Konzentration

(mg/100 g) (mg/100 g)
Apfelsine 50 Blumenkohl 69
Ebereschenfrucht 98 Brennessel 200
Erdebeere 62 Broccoli 115
Grapefruit 44 Fenchel 93
Hagebutten 1250 Gartenkresse 59
Schwarze 189 Griinkohl 105
Johannisbeeren
Kiwi 71 Kohlrabi 63
Papaya 80 Meerrettich 114
Sanddornbeeren 450 Paprika 140
Zitrone 53 Rosenkohl 112
Corn flakes 75 Rotkohl 50
Kleieflocken 75 Wirsing 50

Tab 1.5 Wichtige Vitamin C —Quellen (Anon., 1997)

Der Anti-Skorbuteffekt von Ascorbinsdure wird auf ihre Bedeutung in der
Kollagensynthese zuriickgefiihrt. So hat sie iiber die Regulation der Genexpression (z.B.
Typ I und X der Kollagengene) EinfluB auf die Wundheilung, die Bildung von
Knorpeln, Knochen, Zihnen, Zahnfleisch, Muskeln und die Haut (Anon., 1996). Auch
auf anderen Ebenen ist Ascorbinsdure an der Funktionsfihigkeit von Korpersystemen
zur beteiligt. Ein moglicher Schutz vor Erkéltungserkrankungen 14Bt sich auf die
gesteigerte Aktivitit von Leukozyten unter dem Einflu von Ascorbinsdure erkldren
(Anon., 1996). Dieser protektive Effekt wurde auch im Tierversuch gefunden (Dugal,
1961). Hierfiir ist ihre Rolle als Cofaktor von Hydroxylasen in der Biosynthese von
Kollagen, Steroiden, Carnitin, Norepinephrin, Tyrosinmetabolismus und bei der
Amidierung von Peptidhormonen verantwortlich (Padayatty et al., 2001). Aufgrund
ihrer antioxidativen Eigenschaften kann Ascorbinsdure auch alle mit oxidativen Stref3
verbundenen Erkrankungen beeinflussen (siehe Kapitel 1.5.1) und so z.B. auch am
Recycling anderer antioxidativer Mikrondhrstoffe wie Vitamin E beteiligt sein.

Im Plasma werden durch Vitamin C 24 % der freien Radikale neutralisiert, was nur
noch von der Aktivitit von Harnstoff und SH-Gruppen bestimmter Proteine iibertroffen
wird (Wayner et al., 1987). Wie aus Tabelle 1.4 deutlich wird, treten hohe

Ascorbinsdure-Konzentrationen besonders in den Geweben mit einer hohen ROS-
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Bildung auf. So werden in Leukozyten die reaktiven Spezies abgefangen, die bei der
Phagozytose entstechen (Anderson et al., 1987), und im Gehirn konnte es die Oxidation
von Lipiden und Dopamin verhindern und dadurch vor neurodegenerativen
Erkrankungen wie Morbus Parkinsons schiitzen (Fahn et al., 1992). Die durch
Photolyse im Auge entstandenen Radikale konnten ebenfalls durch das Antioxidans
abgefangen werden, wobei aber noch andere Vorginge fiir einen Schutz vor der
Kataraktbildung notwendig sein diirften (Varma, 1987). Auch im Cytosol der Zelle wird
ein Schutz vor oxidativen Schiden diskutiert, der auch die DNA im Zellkern betrifft
und so eine Bedeutung fiir die Kanzerogenese hat. Es wurde beobachtet, da3 sowohl der
DNA-Schaden von Magen-Darm-Mukosa nach oraler Gabe von Vitamin C sinkt (Dyke
et al.,, 1994) als auch der chromosomale Schaden in Lymphozyten, der in vitro mit
Bleomycin induziert wurde (Pohl et al., 1989). Der Schutz vor Herzerkrankungen 1463t
sich auf eine verminderte Peroxidation von Plasmalipiden und Low Density
Lipoproteinen (LDL) sowohl in vitro als auch in vivo zuriickfiihren (Frei et al., 1989;
Jialal et al., 1990). Bei in vitro Versuchen zur antioxidativen Protektion vor LDL-
Peroxidation (Frei et al., 1989) ergab sich folgende Reihenfolge der Aktivitét:
Vitamin C= Proteinthiole > Bilirubin > Harnstoff (Ureate) > a-Tocopherol

Das ist insofern erstaunlich, da a-Tocopherol seinen hochsten Gehalt in Lipidphasen hat
und Vitamin C als wasserldsliche Substanz dort nicht zu erwarten ist. Daher wird hier
ein indirekter, antioxidativer Effekt von Ascorbinsdure postuliert. So kann sie an der
Regenerierung von verbrauchtem o-Tocopherol neben korpereigenen, lipidloslichen
Reduktionsmitteln wie Ubichinon oder Glutathion eine Rolle spielen (Bowry et al.,
1992), oder auch GSH aus GSSG, dem Dimer aus zwei oxidierten Molekiilen GSH,
reduzieren und damit die protektive Aktivitit von GSH erhohen (Martensson et al.,
1991, Martensson et al., 1992; Jain et al., 1992). Fiir den letzteren Mechanismus, die
Erhaltung des priméren, endogenen Antioxidans, sprechen die beobachtete Senkung des
Quotienten aus GSH und GSSG bei verminderter Vitamin C — Zufuhr (Henning et al.,
1991) und die 50 %ige Erhohung des GSH-Gehaltes in roten Blutzellen nach
Supplementation (Johnston et al., 1993). In Bezug auf die Immunkompetenz des
Organismus wurde eine Steigerung der Chemotaxis von neutrophilen Granulozyten,
Lymphozytenproliferation und der Killerzellaktivitit (Siegel, 1993; Vojdani et al.,
1993) beobachtet.
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1.5.1.2 Carbazol-Derivate

Verschiedene Carbazol-Derivate wurden aus Species von Streptomyces isoliert, von
denen die ortho-Benzochinonsysteme wegen ihres antioxidativen Potentials von
besonderem Interesse sind; auch im Hinblick auf eine mogliche therapeutische
Anwendung bei ROS-bedingten Erkrankungen. 2-Methyl-1-(4-methylphenyl)-4,9-
dihydro-3H-3,4-carbazoldion (MMPDCD) ist ein Carbazochinocin mit einem
Methylphenyl-Rest am C;-Atom (Abb.1.8 A). Die Synthese erfolgte nach einer neu
entwickelten Methode von Alparslan Aygiin aus dem Arbeitskreis von Prof. Ulf Pindur
in Mainz (Aygiin et al., 2000). MMPDCD ist ein tiefviolettes Pulver, das schlecht in
Wasser aber gut in DMSO und Ethanol 16slich ist.
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Abb. 1.8 Strukturformeln von MMPDCD (A) und Carazostatin (B).

Nach bisher noch unveroffentlichten Daten hat MMPDCD in vitro hemmende
Wirkung auf die Cyclooxygenase und auf die Tyrosinkinase (A. Ayglin, personliche
Mitteilung). Dariiber hinaus wurde beobachtet, dafl es in vitro, gelost in DMSO und in
Anwesenheit von GSH, zum farblosen Dihydroxyderivat reduziert wird, welches dann
wie ein Carazostatin (Abb. 1.8 B) als Radikalfdnger fungieren kann (siehe Kapitel 4.2).
Ob die Reduktion von MMPDCD durch das Losungsmittel oder durch GSH erfolgt, ist
dabei nicht klar.
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1.5.2 Mehrfach ungesattigte Fettsauren - Eicosapentaensaure

Zu den fiir den Korper wichtigen mehrfach ungeséttigten Fettsduren zéhlen vor
allem Carbonsduren mit einer Kettenlinge von 18 Kohlenstoffatomen und mehr. Sie
werden je nach der Position ihrer ersten Doppelbindung vom Methylende aus gesehen
in ®3- und w6-Fettsduren eingeteilt. Da der menschliche Organismus Doppelbindungen
nur am ®9-Kohlenstoff oder zwischen einer bereits vorhandene Doppelbindung und
dem Carboxylende einfiigen kann, gelten diese Fettsduregruppen als essentiell. Dazu
zéhlen die Linolsdure (C18:2 ®6), welche durch Kettenverldngerung in Di-homo-y-
linolensdure (C20:3 w6) oder in Arachidonsdure (C20:4 w6) umgewandelt werden kann,
die -3-Fettsdure o-Linolensdure (18:3 ®3) und die nur in geringem Ausmal

selbstsynthetisierte Eicosapentaensdure (C20:5 o3; EPA) (Abb. 1.9) (Kasper, 1996).

Linolsdure o-Linolensaure
C 18:2 -6 C 18:3 -3

A-6-Desaturasel l

v —Linolensdure
C 18:3 w6 C18:4 w3

Elongasel l

Di-homo-y-linolensdure
C20:3 w6 C20:4 o3

A-5-Desaturase

Arachidonsédure Eicosapentaensiure
C20:4 06 C20:5 03

Abb. 1.9 Mehrfach ungesittigte Fettsduren der ®6- und ®3-Reihe und ihre

Umwandlung in Substrate der Eicosanoidsynthese.

Mehrfach ungesittigte Fettsduren haben eine sehr geringe biologische Aktivitit.
Allerdings ist ihr Metabolismus von Bedeutung, bei dem die sogenannten Eicosanoide
entstechen. Die Verstoffwechslung erfolgt {iber den Cyclooxygenase- und den

Lipoxygenase—Weg. Die Di-homo-y-linolensdure ist nur Substrat fiir die



28 1. Einfiihrung

Cyclooxygenase. Hierbei entstehen Prostaglandine (PG) der Serie 1, also TXA;, PGD,,
PGE; und PGI;. Arachidonsdure und EPA werden dagegen von beiden Enzymen
umgesetzt. Aus Arachidonsdure entstehen einmal mittels Lipoxygenase die Leukotriene
(LT) LTB4, LTC4, LTD4 und LTE4 und iiber die Cyclooxygenase die Prostaglandine
und Thromboxan (TX) der Serie 2 (TXA,, PGE;) und PGI;. Aus EPA werden iiber die
jeweiligen Enzyme die Serie 3 (TXAj;, PGE;, PGl;) und Leukotriene (LTBs, LTCs,
LTDs, LTE,) als Eicosanoide synthetisiert (Oliw., 1983; Hammerstrom et al., 1980;
Leitch, 1984; Prescott et al., 1985). Die Umsetzung von EPA durch die Cyclooxygenase
erfolgt langsamer als die der anderen beiden Fettsduren (Culp et al., 1979), und die 5-
Lipoxygenase bevorzugt EPA als Substrat gegeniiber Arachidonsdure (Ochi et al.,
1983).

Die verschiedenen Eicosanoide unterscheiden scih in den biologischen Aktivitéten,
die vor allem im vaskuldren System liegen. Thromboxan A, induziert die Aggregation
von Blutplattchen und ist Vasokonstriktor (Hamberg et al., 1975; Hamberg et al., 1976;
Svensson et al., 1977). Prostaglandine besitzen dem entgegengesetzte Effekte; sie
wirken antiaggregatorisch und vasodilatierend (Moncada et al., 1976; Johnson et al.,
1976; Kadowitz et al., 1978). AuBerdem sind PGE,, PGF2,jpha und PGD, beteiligt an
Entziindungsreaktionen, Fertilitdt, Kanzerogenese, Neurotransmission, Nierenfunktion
und gastrointestinalen Funktionen (Vapaatalo et al., 1978; Wolfe, 1982; Gerber et al.,
1982). Leukotriene sind potente Mediatoren bei Entziindungsreaktionen (Samuelsson,
1983) und die cysteinhaltigen Verbindungen wirken bronchokonstruktiv (Weiss et al.,
1982). Allerdings gibt es auch hier unterschiedliche Eigenschaften. So hat LTBs nur
1/30 der Chemotaxisaktivitdt von LTB4 (Goldman et al., 1983; Leitch, 1984). Lipoxine,
die bei der Umsetzung von Di-homo-y-linolensdure entstehen, stimulieren und
modulieren die enzymatische Aktivitit von Proteinkinase C in vitro, hemmen die
natiirliche Killerzellaktivitit und verursachen lysosomale Degranulierung und H,O,-
Bildung in Neutrophilen (Serhan et al., 1984; Serhan et al., 1985).

Mehrfach ungesittigte Fettsduren kommen in vielen Lebensmitteln vor (Tab. 1.6),

wobei besonders Seefisch sehr reich an EPA und Docosahexaenséiure ist.
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Gehalt mehrfach ungesit-
tigter Fettsduren (g/100 g)

Schlagsahne (30 % Fett) 1,0
Hiihnerei 1,5
Butter 3,0
Butterschmalz 3,7
Baumwollsamenol 49,5
Leinol 68,1
Maiskeimol 53,2
Sojaol 61,9
Distelol 74.9
Olivendl 8,9
Sonnenblumendl 63,2
WalnuB3 40,9
Makrele 2,6
Hering 2,6
Sardine 1,6
Thunfisch 4,6
Aal 3,2

Lachs 2,6
Amaranth 4,1
Sojabohnen 10,7
Avocado 2,0

Tab. 1.6 Gehalt an mehrfach ungesittigten Fettsduren einiger Lebensmittel (aus GU

Nahrwert Kalorien Tabelle)

Eine Fischdidt mit hohem Anteil an diesen Fettsduren zeigt eine Protektion vor
kardiovaskuldren Erkrankungen (Dyerberg et al., 1979). Diese Beobachtung 1aft sich
mit einer Konkurrenz dieser Sduren mit Arachidonsdure in Bezug auf die Fettsdure-
Speicherung und die Bildung von unterschiedlichen Eicosanoiden erkldren. Ohne
besondere Didt entsteht aus Arachidonsdure (Abb. 1.10, A) das aggregationsfordernde
TXA; und das antiaggregative PGI,. Verstoffwechselt der Organismus vermehrt EPA
(Abb.1.10, B), werden zwei aggregationshemmende Eicosanoide, TXA; und PGIs,
gebildet (Needleman et al., 1979), woraus eine verringerte Aggregation und eine
langere Blutungszeit resultieren (Siess et al., 1980; Thorngren et al., 1981).
Dariiberhinaus kann durch eine EPA-Didt ein modulierender Effekt auf
Entziindungsreaktionen auftreten (Leitch, 1984; Terano et al., 1986), da weniger
Prostaglandine, v.a. PGE,, und weniger LTB,; und statt dessen das weniger aktives

LTBs synthetisiert werden.
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OH (A)

OH (B)

Abb. 1.10 Strukturformeln von (A) Arachidonsdure und (B) Eicosapentaensidure

1.6 Alkohol

1.6.1 Ethanol als Fremdstoff im Organismus

Bei einer akuten Alkoholintoxikation kommt es zunichst zu einer Erregung und
dann zu einer Sedierung, die bis zur Narkose und Atemldhmung fithren kann. Starker
Alkoholkonsum ruft Ubelkeit, Erbrechen und eine verstirkte Diurese hervor und
aufgrund einer Vasodilatation der peripheren BlutgefaBBe kommt es zum Warmeverlust.
Der chronische Alkoholkonsum kann sich durch Leberschaden (aufgrund eines NAD-
Mangels; Fettleber, Hepatitis, Leberzirrhose), Osophagus-Varizen, Gastritis, periphere
Neuropathie, Kardiomyopathie, Demenz, Sucht, Blindheit (Amblyopie) oder
Krebserkrankungen duf3ern.

Die Alkoholresorption aus dem Gastrointestinaltrakt erfolgt zu 20 % bereits im
Magen, aber vor allem im Diinndarm. Alkohol erreicht etwa eine halbe Stunde nach der
oraler Aufnahme die hochste Blutkonzentration, verteilt sich schnell {iber den gesamten
Korper und passiert auch die Blut-Hirn-Schranke. Die Metabolisierung erfolgt fast
ausschlieBlich iiber die Alkohol-Dehydrogenase (ADH) (Gl.1.7) und nur zu einem
geringen Anteil tiber das mikrosomale Ethanol oxidierende System (MEOS), wobei es
sich um das mit Ethanol induzierbare Cytochrom P450 2E1 handelt (GI.1.8). Spuren
werden glucuronidiert oder an Schwefelsdure gekoppelt liber den Harn ausgeschieden.
Beim ADH-Weg wird Ethanol unter Verbrauch von NAD" zundchst zu Acetaldehyd
und anschlieBend unter weiterem NAD'-Verbrauch zur Essigsiure umgesetzt. Diese

wird dann entweder in Acetyl-Coenzym A umgewandelt oder bei einem massiven
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Auftreten {iber das Blut ausgeschieden, was dann zu einer metabolischen Azidose fiihrt.
Dartiberhinaus fiihrt ein hoher Umsatz von Ethanol zu einem NAD-Mangel in der
Leber, was eine Schadigung des Organs verursacht. Dagegen ist die Metabolisierung
iiber das CYP 2E1 NADPH-abhingig. Sie fiihrt ebenfalls iiber Acetaldehyd als

Zwischenstufe zur Essigsdure.

ADH
C,HOH + NAD* —"“» CH_.CHO + NADH +H’
Aldehyd-DH .
CH,-CHO + NAD "+ H,0 > CH,COOH + NADH + H
Gl 1.7
. CYP 2E1 N
CHOH + NADPH + H +1/20, ——= CH;CHO + NADP™+ H,0
. CYP 2E1 +
CH,-CHO + NADPH + H +1/20, —— CH,COOH + NADP + H,0

Gl 1.8

Im zentralen Nervensystem stort Ethanol verschiedene Neurotransmittersysteme
(Cowen et al., 1999). Er beeinfluft GABA-, NMDA- und Dopamin-Rezeptoren sowie
spannungsabhéngige Calcium-Kanéle. Ethanol erhoht dhnlich wie Benzodiazepine die
Affinitdt von y-Aminobuttersdure zum GABA-Rezeptor. Dies erhoht die Leitfahigkeit
fiir Chlorid und senkt damit das Membranpotential, was eine verminderte Erregbarkeit
der Zelle zur Folge hat. Am NMDA-Rezeptor agiert Ethanol als nicht-kompetitiver
Antagonist und blockiert somit den Einstrom von Calcium- und Natriumionen. Um eine
fortdauernde Hemmung zu kompensieren, wird die Anzahl der NMDA-Rezeptoren
erhoht. Wird nun die Alkoholzufuhr beendet, fillt die hemmende Wirkung weg und
eine starke Exzitation ist die Folge.

Welchen Einflufl Ethanol bei der Kanzerogenese hat, ist noch nicht vollstindig
geklart. Einerseits entwickeln M4iuse, die lebenslang Alkohol konsumierten, nicht
haufiger Tumore als die Kontrolltiere (Ketcham et al., 1963), andererseits zeigen
epidemiologische Studien eine starke Kokanzerogenitit mit dem Rauchen (Tuyns et al.,
1978; Autrup et al., 1992). Der reaktive Metabolit Acetaldehyd dagegen bindet schnell
an zelluldre Proteine, moglicherweise auch an die DNA (Fang et al., 1995), und ist fiir
seine mutagenen und kanzerogenen Eigenschaften bekannt. So kann Acetaldehyd direkt
mit der DNA reagieren (Fang et al., 1997), ihre Methylierung behindern (Garro et al.,

1991), den GSH-Pool depletieren und Chromosomenaberrationen hervorrufen (Obe et
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al., 1979). AuBlerdem kann er Austdusche zwischen Schwesterchromatiden verursachen,
was zur Manifestierung eines rezessiven, heterozygoten Schadens fiihrt. Er kann die
DNA-Reparatur hemmen [besonders iiber Inhibition der 06-Methylguanintransferase
(Garro et al., 1986)] und die Bildung der Protoonkogene c-jun und c-phos induzieren.
Die Folge davon sind Entziindungsreaktionen, Zellzyklusverdnderung, Entartung der
Zelle, z.B. Metaplasie des Rachenepithels (Trachea) oder Apoptose (Garro et al., 1986).
Der Abbau von Ethanol mit der Alkoholdehydrogenase zu Acetaldehyd erfolgt im
Organismus nicht nur in der Leber sondern auch in Zellen der gastrointestinalen
Schleimhautoberfliche und durch Bakterien des Magendarmtraktes (Salmela et al.,
1994a; Salmela et al., 1994b), was auch die in diesem Bereich beobachteten
Schadigungen erklért. Dariiberhinaus verdndert Alkohol die Membranpermeabilitét
(Thomas, 1995), so dal3 die Resorption von Fremdstoffen, also auch von Kanzerogenen,
erleichtert wird. Bei der Metabolisierung von Alkohol wird direkt oder indirekt iiber
oxidativen Stress die Aktivitit von Enzymen induziert, besonders das CYP 2E1, und
Fremdstoffe konnen vermehrt umgesetzt und so auch gegiftet werden. Dabei sind auch
eine vermehrte Entstehung von ROS und eine Radikalbildung moglich (Albano et al.,
1999), wobei das aus Ethanol entstehende Radikal ({CH2CH20OH) nur wenig reaktiv ist
(Seitz et al., 1998; Abb. 1.11).

Erndhrung  Arbeitsplatz-
exposition Ethanol Mangelerndhrung
Ty

Rauchen >
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Abb. 1.11 Ethanoleffekte in der Kanzerogenese (Seitz et al., 1998)
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1.6.2 Alkoholismus und dessen Folgen

Alkohol stellt in Deutschland neben Tabak eines der wichtigsten Suchtprobleme
dar: Gesteigerter und chronischer Alkoholkonsum kann zu einer Vielzahl von
Gesundheitsstérungen und Krankheiten fiihren, wobei sich das Erkrankungsrisiko durch
gleichzeitiges Rauchen noch erhoht (Tuyns et al., 1978). Der Pro-Kopf-Verbrauch ist
ein MaB fiir den Konsum reinen Alkohols. Er betrug 1994 in Deutschland 10,3 | reinen
Alkohols in Form von Bier, Spirituosen, Wein und Schaumwein, womit Deutschland
hinter Luxemburg, Frankreich und Portugal auf den vorderen Pldtzen in Europa liegt
(Abb. 1.12). Historisch gesehen ist der Alkoholkonsum im letzten Jahrhundert deutlich
gestiegen. 1950 lag der Pro-Kopf-Verbrauch zum Vergleich noch bei 3 1 reinem
Alkohol.

Alkohol in Liter
2,5 5 7,5 10 12,5 15

Luxemburg

o

Frankreich
Portugal
Deutschland
Danemark
Spanien

Italien

GrofRRbritannien

Abb. 1.12 Pro-Kopf-Verbrauch an reinem Alkohol 1994 (Statistisches Bundesamt,
1998).

Nach eigenen Angaben konsumieren 56 % der Bevolkerung regelmdfig Alkohol in
geringen Mengen (1-20 g reinen Alkohol pro Tag) und 10 % in groBeren Mengen (mehr
als 40 g reinen Alkohol pro Tag). 22 % der Befragten geben an, iiberhaupt keinen
Alkohol zu konsumieren. Eine gesundheitliche Gefdhrdung stellt ein chronischer
Tagesverbrauch von mehr als 40 g reinem Alkohol fiir Manner bzw. mehr als 20 g fiir
Frauen dar (das entspricht 0,4 bzw. 0,2 1 Wein). 1995 wurde von 16,2 % der Ménner

und ca. 10 % der Frauen der jeweilige Grenzwert iiberschritten. Das entspricht
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umgerechnet auf die Gesamtbevilkerung Deutschlands insgesamt ca. 10,6 Mio.
Betroffene.

Die Folgen tibermiBigen Alkoholkonsums sind vielféltig. Dazu gehdren sowohl
Schiaden korperlicher, psychischer als auch sozialer Art. Es kann zu
Befindlichkeitsstorungen, Konzentrationsproblemen, eingeschrankter Kontrollfahigkeit,
auch Gewalttdtigkeit und zum Verlust des sozialen Umfeldes (Familie, Arbeit und
Wohnung) kommen. Alkoholabhingigkeit ist international als Krankheit anerkannt
(Dilling et al., 1991), die dann besteht, wenn wihrend des letzten Jahres mindestens drei
der folgenden Kriterien gegeben waren: Drang zum Alkoholkonsum; verminderte
Féahigkeit, Beginn, Beendigung und Menge des Alkoholkonsums zu kontrollieren;
Konsum mit dem Ziel, Entzugssymptome zu mildern; korperliches Entzugssyndrom
(Unruhe, Zittern, Angst); Toleranzbildung, d.h. die Abhéngigen vertragen zunehmend
grolere Alkoholmengen; eingeengtes Verhaltensmuster im Umgang mit Alkohol;
fortschreitende Vernachldssigung anderer Interessen zugunsten des Alkoholkonsums;
zunehmendes Trinken nach korperlichem Bedarf; anhaltender Alkoholkonsum trotz des
Wissens um die schidlichen Folgen.

Man unterscheidet bei Alkohol-bedingten Erkrankungen einmal Krankheiten, die
mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit direkt aus dem Alkoholkonsum folgen, und solche,
zu deren Entstehung der Alkoholkonsum beitrdgt. Zur ersten Gruppe gehoren die
sogenannten klassischen Alkoholkrankheiten wie Alkoholabhéngigkeit, Alkohol-
psychosen, alkoholische Fettleber, Hepatitis, Leberzirrhose und Polyneuropathie. Zur
zweiten Gruppe zéhlen Krebserkrankungen der oberen Verdauungswege (Mundhohle,
Rachen, Speiserohre), des Magens, der Bauchspeicheldriise und der Leber, sowie
Erkrankungen des Herzens (z.B. Herzmuskelschwiche) und des Kreislaufs (z.B.
Bluthochdruck). Zu dieser Gruppe gehort auch die Alkoholembryopathie, von der
jéhrlich etwa 2200 Kinder betroffen sind (Wiesner, 1995). Sie zeigt sich bei Sauglingen,
deren Miitter wahrend der Schwangerschaft Alkohol tranken und &uBert sich durch
geistige und korperliche Schidden wie Untergewicht, Wachstumsstdrungen, geistiger
Retardierung und Fehlbildungen innerer Organe, vor allem Herz und Nieren. Bis jetzt
ist es noch nicht moglich, einen Grenzwert fiir die Menge Alkohol anzugeben, die mit
Sicherheit nicht zu einer Embryopathie fiihrt, da diese nicht nur nach tiberméaBigem
Konsum sondern auch bereits bei geringeren Dosen Alkohol zu beobachten war.

Chronischer Alkoholkonsum fiihrt zu Mangelzustinden an Vitamin A, Folséure,
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Pyridoxalphosphat, Zink und Selen und zu stérkerer Infektanfalligkeit [ Alkoholiker sind
haufig mit Hepatitis B oder C infiziert (Anand et al., 2000; Booth, 1998)]. Dies
verursacht neben der direkten Ethanolwirkung eine Leberzirrhose, welche der Vorldufer
von Leberkrebs (Hepato-cellular cancer, HCC) ist. Die Sterblichkeit an einer
alkoholbedingten Leberzirrhose lag 1995 bei 10,6 Féllen pro 100 000 Einwohnern mit
einem mittlerem Sterbealter von 55 Jahren. Die Wahrscheinlichkeit fiir einen frithen
Tod liegt bei chronischem Alkoholmi3brauch etwa 10-fach iiber der Normal-
sterblichkeit bei Minnern und bei Frauen etwa doppelt so hoch (Wiesner, 1995;
Statistisches Bundesamt, 1998). Es gibt viele Hinweise auf Krebserkrankungen, die sich
auf Alkoholkonsum zuriickfiihren lassen. Die ersten Beobachtungen von
Osophaguskrebs bei Absinth-Trinkern Anfang des 20. Jahrhunderts werden von Lamu
in Frankreich berichtet. In verschiedenen epidemiologischen Studien wurde der
Zusammenhang zwischen chronischem Alkoholgenu3 und Krebserkrankungen an
Oropharynx, Larynx, Osophagus und Leber gefunden (Seitz et al., 1995). AuBerdem
zeigen starke Trinker von hochprozentigen Getrdnken ein 10- bis 12-fach hoheres
Risiko, an Mund-, Pharynx- und Larynxkrebs zu erkranken als Wein- und Biertrinker
(Wynder et al., 1973a; Wynder et al., 1973b). Alkoholkonsum und Rauchen zeigen
einen synergistischen Effekt und erhohen das relative Krebsrisiko im oberen
Verdauungstrakt erheblich (Tuyns et al., 1978). Vermutlich kénnte man 76 % aller
Krebserkrankungen allein dadurch verhindern, daB3 nicht geraucht und kein Alkohol
konsumiert wird (Seitz et al., 1995; Statistisches Bundesamt, 1998).

1.7 Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit sollte der EinfluB von Erndhrungsfaktoren auf DNA-
Schédigungen in vitro und in vivo untersucht werden. Da viele Menschen Substanzen
zusitzlich zur normalen Aufnahme iiber die Nahrung aus Gesundheitsgriinden
supplementieren, stellt sich die Frage nach deren Wirkweise, ihrer Schutzfunktion im
Organismus und auch nach den Folgen, die eine Uberversorgung verursachen konnte.
Dazu sollten verschiedene Stoffe, Vitamin C, EPA, MMPDCD und Ethanol, auf eine
mogliche Schutzwirkung zunédchst im Sdugerzellmodell untersucht werden. Bei
MMPDCD handelt es sich, im Gegensatz zu den anderen Substanzen, nicht um einen

Bestandteil der allgemeinen Erndhrung sondern um eine Projektsubstanz mit
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moglicherweise dhnlichen Eigenschaften wie natiirliche Antioxidantien. Zunéchst sollte
die Wirkung dieser Stoffe in vitro auf den Untergrund von DNA-Schédden untersucht
werden. Auflerdem sollte ihr Einflul auf die Hohe von Schadensspiegeln, die durch
bereits bekannte, photosensibilisierende Schidigungsmechanismen induziert werden,
bestimmt werden. Dazu sollte die modifizierte Form der Alkalischen Elution
angewendet werden, mit der DNA-Strangbriiche und endonuklease-sensitive, hier Fpg-
sensitive, DNA-Modifikationen erkannt werden. Dariiberhinaus sollte die
Mikrokernbildung, als Endpunkt fiir die chromosomale Integritdt der zelluldren DNA,
und die Zytotoxizitdt und deren jeweiligen BeeinfluBbarkeit unter den
Versuchsbedingungen gemessen werden.

Neben der in vitro-Betrachtung sollte von Vitamin C, EPA und Alkohol auch der
Effekt im humanen Organismus auf die Untergrundspiegel in peripheren Lymphozyten
bestimmt werden. Dazu sollten verschiedene Studien durch gefiihrt werden. In Bezug
auf Vitamin C sollte der kurzfristige Effekt einer einmaligen oralen Gabe von 1 g
Ascorbinsdure auf die Schadensspiegel der Lymphozyten einiger freiwilliger Probanden
bestimmt werden. Fiir eine Humanstudie zum EPA-Effekt, die im Rahmen einer
europdischen Kooperation in der dermatologischen Abteilung der Universitéit Liverpool
durchgefiihrt wurde, sollten die Spiegel an oxidativen DNA-Schéden in peripheren
Lymphozyten gemessen werden. Die Probanden sollten dabei 4 g EPA oder Olsdure
taglich iiber drei Monate erhalten. Eine Studie mit alkoholabhéingigen Patienten, die in
der Klinik fiir Psychatrie und Psychosomatik der Universitit Mainz stationdr zur
Entgiftung aufgenommen sind, sollte die Wirkung von Ethanol auf die oxidativen
DNA-Schéden in peripheren Lymphozyten im Vergleich zu einer Kontrollgruppe
erfassen.

SchlieBlich sollte anhand der in vitro- und in vivo-Ergebnisse eine Bewertung der

Substanzen in Bezug auf protektive oder nozive Eigenschaften erfolgen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate
Autoklaven
Brutschrank

Coulter Counter

Fluoreszenz-Mikroskop

Fraktionssammler

Gefrierbehélter

Gefrierschrank
GC
Halogenlampe
HPLC
Laminarairflow
Mikroskop
Mehrkanalpumpe
pH-Meter
Pipetten

UV/VIS-Photometer
Schiitteltisch
UV-Lampe 254 nm

Zentrifugen

Zytozentrifuge

Biometra

Heraeus B 5060 (Heraeus, Hanau)

Modell N Industry (Coulter Electronics, Luton,
Grof3britannien)

Filter 46 63 01-9901 (Zeiss, Oberkochen)
Kontron FM 25 (Kontron AG, Ziirich, Schweiz)
RCT (Reichelt-Chemie-Technik, )
Fliissigstickstofftank TW 750RS (Taxlor Wharton,
Theodore, AL, USA)

—70°C Colora UF 85-300S (Colora, Lorch)

CP Sil 88,25 m x 0.25 mm (i.d.)

Osram SLG 1000-Studio (Osram, Miinchen)
250 x 4.6 (i.d.) mm Hypersil BDS C18 Séule
HB 2448 (Heraeus, Hanau)

(Zeiss, Jena)

Ismatec IPN 24 (Ismatec, Ziirich, Schweiz)

pH 526 (WTW, Weilheim)

Pipetman P 20, P 200, P 1000, P 5000 (Gilson,
Frankreich)

LKB Biochrom Ultrospec 2 (Pharmacia/LKB, Uppsala,
Schweden)

GFL No. 3015 (GFL, Burgwedel)

Original Hanau, 15W

Hettich Mikro Rapid/K

Hettich Universal/K2S (Hettich, Tuttlingen)
Cytospin 3 (Shandon, Astmoor, Grof3britannien)
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2.1.2 Verbrauchsmaterial

Deckgldschen
Filter

Filterhalter
Filterpapier
Fluoreszenzkiivetten
Kryordhrchen
Objekttriger
Plastikrohrchen
Pipettenspitzen
Pumpenschlduche

Spritzen

Sterilfilter
Zellkulturflaschen
Zellkulturschalen

2.1.3 Chemikalien

L(+)-Ascorbinsdure

Bisbenzimid Trihydrochlorid

Desferal

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Eicosapentaensdure

Ethanol, absolut

Ethylendiaminsdure (EDTA)
Ethylendiaminsédure, di-Natriumsalz(EDTA)

Glycin

Ham’s F12-Medium
Heparin
Histopaque-1077

Kélberserum, fetales

(Knittel Gléser)

Poycarbonat-Membran, Porengréf3e 2pum, Durchmesser
25mm (Millipore, Holstein)

Swinnex SC 2500 (Millipore, Holstein)
(Schleicher&Schiill, Dassel)

Hellma 105251-QS (Hellma GmbH, Miihlheim)
Nunc Kryo, 1,5 ml (A/S Nunc, Roskilde, Ddnemark)
(Knittel Gléser)

15 und 50 ml (Greiner GmbH, Niirtingen)

(Gilson, Frankreich)

(Ismatec, Ziirich, Schweiz)

20 ml Luerlock (Becton Dickinson &Co., Rutherford,
USA)

Porengrofie 0,22 um (Schleicher & Schiill, Dassel)
(Greiner GmbH, Niirtingen)

(Greiner GmbH, Niirtingen)

Sigma Chemie, Deisenhofen
Hoechst No. 33258, Sigma Chemie,
Deisenhofen
Sigma Chemie, Deisenhofen
Sigma Chemie, Deisenhofen
Sigma Chemie, Deisenhofen
Baker, Deventer, Niederlande
Merck KG, Darmstadt

Merck KG, Darmstadt
Merck KG, Darmstadt
PAA, Colbe
Biochrom, Berlin
Sigma Chemie, Deisenhofen

Gibco, Eggenstein
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Kalbsthymus-DNA
Kaliumdihydrogenphosphat

Serva, Heidelberg
Merck KG, Darmstadt

di-Kaliumhydrogenphosphat, Trihydrat Merck KG, Darmstadt

Magnesiumchlorid, Hexahydrat
meta-Phosphorsdure

MMPDCD

Natriumacetat, Trihydrat

Natriumchlorid

Merck KG, Darmstadt

Sigma Chemie, Deisenhofen
Institut fiir Pharmazie,
Pharmazeutische Chemie, Mainz
Merck KG, Darmstadt

Merck KG, Darmstadt

Natriumdihydrogenphosphat, Monohydrat Merck KG, Darmstadt

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Merck KG, Darmstadt

di-Natriumhydrogenphosphat, Dihydrat Merck KG, Darmstadt

Penicillin/Streptomycin-Losung
Pufferlésungen pH 5, pH 7, pH 10
Ro 19-8022

Rinderserumalbumin (BSA)
RPMI 1640

Salzsdure 25 %, 37 %

PAA, Colbe

Merck KG, Darmstadt

F. Hoffman-La Roche AG, Basel, Schweiz
Sigma Chemie, Deisenhofen

PAA, Colbe

Merck KG, Darmstadt

Tetraecthylammoniumhydroxid (TEAH) Merck KG, Darmstadt

Trypsin/EDTA-Losung

2.14 Enzyme

Fpg-Protein

Katalase

Proteinase K

PAA, Colbe

Formamidopyrimidin-DNA-Glykosylase aus
Escherichia coli; zur Verfiigung gestellt von Serge
Boiteux (Institute Gustave Roussy, Villejuif,
Frankreich); Herstellung siehe Doktorarbeit von
Olaf Will, 1999

aus Rinderleber 78750 U/mg, 100 mg in 5 ml
(Serva, Berlin)

lyophilisiert, 27mAnson U/mg Protein (Roth,
Karlsruhe)
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2.1.5 Zellen
ASS52 Ovarienzellinie des Chinesischen Hamster,
von W.J. Caspary, Laboratory of Environmental
Carcinogenesis and Mutagenesis, North Carolina,
USA
Menschliche Lymphozyten verschiedene Spender
2.1.6 Medien, Lésungen, Puffer
2.1.6.1 Zellkultur
Kulturmedium fiir AS52 Ham’s F 12 mit 5 % FCS, 1 %
Penicillin/Streptomycin-Losung
Kulturmedium fiir humane Lymphozyten RPMI 1640 mit 5 % FCS, 1 %
Penicillin/Streptomycin-Lésung
Einfriermedium fiir AS52 Kulturmedium fiir AS52 mit
10 % DMSO
Einfriermedium fiir humane Lymphozyten reines FCS mit 10 % DMSO
PBSCMF (10 fach) 80 g NaCl
2 gKCl
11,5 g Na,HPO, - 2 H,O
2 g KH,PO4
mit HyOyest ad 1000 ml
PBSCMF (autoklaviert) 100 ml PBSCMF (10 fach)
mit HyOgest ad 1000 ml
Trypsin/EDTA 0,5 g/l Trypsin
0,2 g/l EDTA

in modifizierter Puck’s Salzlsg. A
Ham’s F12, RPMI 1640, FCS, Trypsin/EDTA, Penicillin/Streptomycin: PAA, Cdlbe
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2.1.6.2 Aufarbeitung von Blutproben

Katalase aus Rinderleber
Histopaque®- 1077
Biocoll® Separating Solution

Sarstett S-Monovetten AH

Einfriermedium fiir humane Lymphozyten

Kulturmedium fiir humane Lymphozyten

PBSMCF (autoklaviert)

2.1.6.3 Alkalische Elution
BE;-Puffer

(autoklaviert)

Bisbenzimidstammldsung

DNA-Standard
Elutionspuffer

Enzymlosung

Protein

Lysepuffer

Lysepuffer mit Proteinase K
PBSCMF (autoklaviert)
Phosphatpuffer pH 6

Phosphatpuffer pH 7,2

Phosphatpuftfer/Bisbenzimid

78750 U/mg, 100 mg in 5 ml, Serva, Berlin
Sigma Chemie, Deisenhofen

Biochrom KG, Berlin

Sarstett

siche 2.1.6.1

siche 2.1.6.1

siche 2.1.6.1

20 mM Tris/HC1

100 mM NacCl

ImM EDTA pH 7,5

0,15 mM in HyOgest

aliquotiert und bei —20°C gelagert

50,0 mg/l Kalbsthymus-DNA in BE,-Puffer
20 mM H4EDTA pH 12,1-12,2
der pH-Wert wird mit TEAH eingestellt
BE,-Puffer mit 0,5 mg BSA und Fpg-

100 mM Glycin pH 10,0
20 mM EDTA

2 % Natriumdodecylsulfat

0,4 mg Proteinase K /ml Lysepuffer
siche 2.1.6.1

0,1 M Natriumphosphat (autoklaviert)
(Natriumdihydrogenphosphat 12,12 g/1,
Dinatriumhydrogenphosphat 2,17 g/1)
0,1 M Natriumphosphat (autoklaviert)
(Natriumdihydrogenphosphat 3,86 g/1,
Dinatriumhydrogenphosphat 12,82 g/1
1 % (v/v) Bisbenzimidstammldsung in

Phosphatpuffer pH 7,2
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Waschpuffer 20 mM EDTA pH 10,0

2.1.6.4 Toxizitatstest

Giemsa-Losung

Methanol Merck KG, Darmstadt
Natriumchlorid-Losung 0,9 % in HyOgest
PBSCMF siche 2.1.6.1

2.1.6.5 Mikrokerntest

Farbstofflosung Bisbenzimid in PBSCMF (5pug/ml)
Fixierlosung EDL-2 (Linaris, Bettingen)
PBSCMF siche 2.1.6.1

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Zellinie AS52

AS52 Zellen stammen aus Ovarien des chinesischen Hamsters (CHO-Zellen)
und wachsen adhérent. Die Zellinie stammt von der CHO-K1-BH4-Zellinie ab, in der
die einzige Kopie des hemizygoten Sdugergens HPRT (auf dem X-Chromosom
lokalisiert) inaktiviert wurde. Durch Transformation mit dem Vektor PSV2-gpt wurde
eine Kopie des zum HPRT-Gen funktionell analogen bakteriellen gpt-Gens eingefiihrt,
welches fiir die Xanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (XPRT oder XGPRT)
kodiert (Mulligan et al., 1980). Die Zellen wurden mit Ham’s F12 Medium
supplementiert mit 5 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin-Losung bei 37 °C und
5% CO; kultiviert. Thre Verdopplungszeit betrdgt etwa 18 h. Zur Passagierung der
Zellen wird das Medium abpipettiert und mit PBSCMF gewaschen. Dann wird der
Zellrasen mit Trypsin/EDTA-Losung benetzt und ca. 1 min bei 37 °C inkubiert.
Anschlieend werden die Zellen in 10 ml Medium aufgenommen und resuspendiert.

Dabei inaktiviert das serumhaltige Medium das Trypsin.
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2.2.1.2 Blutabnahme

Die Blutabnahme bei Probanden erfolgte in heparinisierten Monovetten oder in
Spritzen mit vorgelegter Heparin-Losung (0,3 ml je 10 ml Vollblut) aus der Armvene.
Bei der EPA- und bei der Alkohol-Studie wurde der Spritze bzw. Monovette aulerdem
Katalase (315 U/ml) zugesetzt, um Oxidationsreaktionen wihrend der Aufarbeitung zu
verhindern. Bei den Untersuchungen in Bezug auf Vitamin C wurde sowohl mit als

auch ohne Katalasezusatz gearbeitet.

2.2.1.3 Isolierung humaner Lymphozyten

Die Isolierung der Lymphozyten erfolgte iiber eine Dichtezentrifugation mit
Histopaque®-1077 (fir die Vitamin C- und EPA-Studie) oder Biocoll® (bei der
Alkoholstudie). Fiir die Aufarbeitung mit Histopaque®-1077 werden in ein 50 ml-
Zentrifugenrohrchen 10 ml der Trennldsung vorgelegt und auf Raumtemperatur
gebracht. AnschlieBend wird vorsichtig mit dem gleichen Volumen Vollblut
iiberschichtet und 30 min bei 400 x g zentrifugiert. Danach findet sich eine Schichtung
in vier Zonen, wobei die oberste Schicht aus Blutplasma, die folgende aus
mononukledren Zellen (Lymphozyten), die dritte aus Histopaque®-1077 und die letzte
aus roten Blutkorperchen besteht. Das Plasma wird abgenommen und verworfen, die
Lymphozyten in ein neues Zentrifugenréhrchen iiberfithrt und mit 10 ml PBSCMF
gemischt. Nach einer weiteren Zentrifugation (10 min bei 250 x g) wird der Uberstand
verworfen und der Bodensatz in 10 ml PBSCMF resuspendiert. Es wird erneut
zentrifugiert (10 min bei 250 x g) und resuspendiert. Nach einer dritten Zentrifugation
bei 250 x g wird der Bodensatz in dem entsprechenden Medium zur Weiterbehandlung
der Zellen aufgenommen und resuspendiert (Sigma Chemical Company, 1994).

Bei der Aufarbeitung mit Biocoll® werden 15 ml Vollblut in einem 50 ml-Zentri-
fugenrohrchen vorgelegt, mit 15 ml PBSCMF verdiinnt und mit 30 ml Trennmedium
vorsichtig unterschichtet. Bei der Zentrifugation von 15 min bei 2500 U/min bildet sich
die gleiche Schichtung aus wie oben beschrieben und die weitere Aufarbeitung ist
ebenfalls entsprechend.

Die Lymphozyten wurden wie oben beschrieben isoliert und anschlieBend direkt in
der Alkalischen Elution (siehe 2.2.8) vermessen oder nach der in 2.2.1.4 beschriebenen

Methode eingefroren, bis die Probensammlung abgeschlossen war.
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2.2.1.4 Kryokonservierung von Saugerzellen

Die Zellen wurden abzentrifugiert und mit vorgekiihltem Einfriermedium
resuspendiert, so daf8 sich eine Zelldichte von 2:10° Zellen ergab. Die Losung wurde
zligig in Kryorohrchen aliquotiert (je 1,8 ml pro Rohrchen) und erst 1 %2 Stunden bei
—20°C und anschliefend iiber Nacht bei -70°C eingefroren. Die Lagerung der Proben
erfolgte in fliissigem Stickstoff. Die Lymphozytenproben wurden jedoch aus
Platzgriinden bei —70°C aufbewabhrt.

Zum Auftauen der Zellen werden die Kryoréhrchen kurz in ein 37°C-Wasserbad
gehalten und angetaut, dann in ein 15 ml-Zentrifugenr6hrchen mit 10 ml Kulturmedium
iiberfiihrt und anschlieBend 10 min bei 140 x g zentrifugiert. Der Uberstand wird
verworfen und das Pellet in 5 ml Kulturmedium resuspendiert und kann dann in eine

Zellkulturflasche zur Weiterkultur tiberfihrt werden.

2.2.2 Studiendesign der Probandenstudie mit EPA

Fiir die doppelt-blind durchgefiihrte Studie zur Wirkung von EPA wurden 14
freiwillige Probanden rekrutiert. Jedem wurden an drei aufeinanderfolgenden Tagen
Blutproben entnommen, die Lymphozyten wie in 2.2.1.3 und 2.2.1.5 beschrieben
isoliert und eingefroren. Die Probanden erhielten dann {iber drei Monate eine
Supplementierung mit 4 g EPA (Verumgruppe) oder Olsiure (Placebogruppe) tiglich in
Form von Kapseln. Nach Ablauf dieser Zeit wurden erneut an drei
aufeinanderfolgenden Tagen Blutproben genommen, Lymphozyten isoliert und
eingefroren. Teile aller genommenen Blutproben wurden zur Bestimmung des DNA-
Schadens zur Verfiigung gestellt. Darliberhinaus wurde bei den Probanden die minimale
Erythem-bildende Lichtdosis (MED) sowohl vor als auch nach der Supplementierung
bestimmt und auch Hautbiopsien in Bezug auf Lipidperoxidation, GSH-, Vitamin E-

Gehalt und die Immunantwort untersucht.

2.2.3 Probandenstudie bzgl. chronischen Alkoholmi3brauchs

In Zusammenarbeit mit der Klinik fiir Psychatrie und Psychosomatik der
Universtitit Mainz wurden von Patienten, die zur Entgiftung nach chronischem
Alkoholkonsum stationdr aufgenommen wurden, 32 Freiwillige (Alter 44,7 *+ 8,7 Jahre)
in die Studie aufgenommen. Wie in Abb. 2.1 dargestellt ist, wurde ihnen bei stationérer
Aufnahme Blutproben entnommen, zwei Tage nach der Aufnahme wihrend der

Entgiftungstherapie und nach Abschlufl der Therapie am Entlassungstag (siche 2.2.1.3).
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Stationére
Aufnahme Entgiftung Entlassung
-90d 0d l ca.2d 10—14dl
Alkoholkonsum T T
I Blu- 2. Bigters : 3. Blutentnahme:
Entnahme: Ox. DNA-Schaden Ox DNASG
Ox. DNA-Scha- Blutbild (Vitamine, Leber-
den, Blutbild enzyme u.v.m,)
(Vitamine, Leber-
enzyme u.v.m.)

Abb.2.1 Design der Alkoholikerstudie

Bei allen Blutproben wurden wie in 2.2.1.3 beschrieben die Lymphozyten isoliert
und eingefroren, um spiter den DNA-Schaden in den Zellen zu bestimmen. Auflerdem
wurde bei der ersten und dritten Entnahme ein klinisches Blutbild erstellt.
Dariiberhinaus wurden die Patienten mit Hilfe eines standardisierten Fragebogens
(Form 90) zu ihrem Alkoholkonsum der letzten 90 Tage vor der stationdren Aufnahme
befragt. Einer Kontrollgruppe von 28 Personen der gleichen Altersgruppe (46,5 £ 6,9
Jahre) wurde ebenfalls Blut zur Lymphozytengewinnung und zur Erstellung des
Blutbildes entnommen. Auch diese Personen wurden {iber ihren Konsum an Alkohol
der zuriickliegenden drei Monate mit Hilfe des Formblattes befragt.

Mit dem Formblatt Form 90 wurde der Alkoholkonsum der Probanden (=
Alkoholiker und Kontrollen) fiir jeden Tag der letzten 90 Tage einzeln erfalt. Aus
diesen Daten lassen sich neben der Gesamttrinkmenge auch die Trinkmenge in jedem
einzelnen Monat, die abstinenten Tage, die Trinktage und die schweren Trinktage mit
einem Konsum iiber 80 g Alkohol pro Tag berechnen.

Die Bestimmung der Blutbilder erfolgte im Zentrallabor der Universititsklinik
Mainz nach den dortigen Standardmethoden. Dabei wurden die in Tabelle 2.1

aufgefiihrten Parameter erhoben.
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Alkohol mg/dl o. %o | AP = alkalische Phosphatase U/l
Vitamin A ng/ml GGT = y-Glutamyl-Transferase U/l
Vitamin E pg/ml | LDH = Lactat-Dehydrogenase U/l
25-Hydroxy-Vitamin D ng/ml | Natrium mmol/I
1,25-Dihydroxy-Vitamin D pg/ml | Kalium mmol/l
Vitamin B, ng/ml | Calcium mmol/l
Vitamin B, ng/ml | Magnesium mmol/l
Vitamin Bg ng/ml Chlorid mmol/l
CDT = carbohydrate deficient % CreatinK = Creatin-Kinase U/l
transferrin

TG = Triglyceride mg/dl | TnT =Troponin T ug/l
Cholesterin mg/dl | Lipase U/l
HDL = high densitiy mg/dl | Amylase U/l
liopoprotein

LDL = low density lipoprotein mg/dl | Creatinin mg/dl
Ri-Index = Quotient aus HDL Harnstoff mg/dl
und LDL

Leukozyten Anzahl/nl | Harnséure mg/dl
Erythrozyten Anzahl/pl | Phosphat mg/dl
Hb = Himoglobin g/dl Gesamtbilirubin mg/dl
HK = Himatokrit % Gesamteiweil3 g/l
MCYV = mean cell volume fl Glucose mg/dl
MCH = mean corpuscular pg Lactat mmol/l
hemoglobin

MCHC = mean corpuscular g/dl Quick = Prothrombinzeit %
hemoglobin concentration

EVB = % aktiviertes PTT = partielle sec
Erythrozytenverteilungsbreite Thromboplastinzeit

Thromb = Thrombozyten Anzahl/nl | TZ = Thrombinzeit sec
MTYV = mean thrombocyte fl Fibrinogen mg/dl
volume

Neutrophile = neutrophile % C-reaktives Protein mg/1
Granulozyten

Lymphozyten % Fe = Eisen (ng/dl
Monozyten % Ferritin ng/ml
Eos. = eosinophile % Vitamin B, pg/ml
Granulozyten

Baso = basophile % Folsdure ng/ml
Granulozyten

GOT = Glutamat-Oxalacetat- U/l TSH = Thyreoidea- mU/1
Transaminase stimulierendes Hormon

GPT = Glutamat-Pyruvat- U/l freies T3 = Triiodthyronin pg/ml
Transaminase

GLDH = Glutamat- U/l freies T4 = Thyroxin ng/dl
Dehydrogenase

Tab. 2.1 ErfaBBte Blutparameter in der Alkoholikerstudie
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Die statistische Analyse erfolgte ebenfalls in der Klinik fiir Psychatrie und
Psychosomatik mit Hilfe des Programmes SPSS 10.0, wobei Korrleationen nach
Pearson berechnet wurden. Zum Vergleich der beiden Probandengruppen wurde

Student’s T-Test angewendet.

2.2.4 Bestimmung des Vitamin C-Gehaltes im Zellysat und im Blut

2.2.4.1 Aufarbeitung der AS52-Zellen - Zellysat

Der vorbehandelte Zellrasen wird dreimal mit je 10 ml PBSCMF gewaschen,
abtrypsiniert und die Zellen in Medium resuspendiert (siche 2.2.1.1) und mit dem
Coulter Counter gezahlt. Anschliefend wird durch Zentrifugation ein Zellpellet aus vier
Millionen Zellen hergestellt und der Uberstand quantitativ abpipettiert. Zur Zellyse
werden 150 pl einer Losung aus 5 % meta-Phosphorsdure und 1 mM Desferal
zugegeben und stark gemischt. AnschlieBend wird die Probe bei —70°C eingefroren und

ist so maximal sechs Wochen haltbar.

2.2.4.2 Aufarbeitung der AS52-Zellen — Kernisolierung

2 bis 4 Millionen vorbehandelte und abtrypsinierte Zellen werden mit 400 x g
5 min zentrifugiert und in 5 ml NaCl-Losung (0,9 % in Wasser) resuspendiert. Dieser
Waschschritt wird einmal wiederholt und das Zellpellet in 1 ml Puffer A (10 mM Tris,
10 mM KCI, 0, mM EDTA; eingestellt auf pH 7,5) resuspendiert. Anschliefend
werden 30 pul NP40 (Nonidet P40 10% in Wasser) zugesetzt und stark gemischt, so daf3
die Zellen lysieren. Dann wird bei 1000 x g fiir 10 min zentrifugiert und der Uberstand
abgenommen. Zum Kernpellet werden 100 bis 200 pl NaCl-Losung (0,9 % in Wasser)
zugesetzt und vorsichtig resuspendiert. Die Suspension wird anschliefend bei —70°C

eingefroren.

2.2.4.3 Bestimmung des Vitamin C-Gehaltes in Blutproben

Die Bestimmung des Vitamin C-Gehaltes erfolgt im Blutserum. Dazu wird 1 ml
heparinisiertes Vollblut 5 min stark zentrifugiert, so dafl sich die Blutkérperchen
absetzen und das Serum den Uberstand bildet. AnschlieBend werden gleiche Teile von

Serum und einer Losung aus 10 % meta-Phosphorsdure und 2 mM Desferal stark
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gemischt und bei —70°C eingefroren. Die Lagerung der Proben sollte auch hier sechs

Wochen nicht uberschreiten.

2.2.4.4 Messung von Vitamin C durch HPLC

Alle Proben werden innerhalb von vier Wochen nach der Gewinnung zweimal
gemessen, um den Ascorbinsdure- und den Dehydroascorbinsduregehalt (DHA) zu
bestimmen. Einmal wird der Gesamt-Vitamin C-Gehalt nach Vorinkubation mit
Ascorbatoxidase und Umsetzung der DHA mit 4,5-Dimethyl-ortho-phenylendiamin
(DOP) zu einem fluoreszierenden Produkt gemessen. Bei der zweiten Analyse ohne
Ascorbatoxidase wird nur bereits vorhandene DHA mit DOP umgesetzt und bestimmt.
Die HPLC-Messung erfolgt mit einer 250 x 4.6 (i.d.) mm Hypersil BDS C18 Siule und
einem Gradienten von Acetonitril mit 80 mM Natriumacetatpuffer (pH 6,7) mit einer
Geschwindigkeit von 0,8 ml/min. Detektiert wird fluorimetrisch bei einer Wellenldnge
von 360 bzw. 455 nm fiir Exzitation bzw. Emission. Die Ascorbinsdurespiegel
errechnen sich aus der Differenz von Gesamt-Vitamin C- und DHA-Konzentration

(Speek et al., 1984; Lopez-Anaya et al., 1987).

2.2.5 Bestimmung der EPA-Aufnahme in AS52

2.2.5.1 Aufarbeitung der Zellen

Der vorbehandelte Zellrasen wird dreimal mit je 10 ml PBSCMF gewaschen,
abtrypsiniert und die Zellen in Medium resuspendiert (siche 2.2.1.1) und mit dem
Coulter Counter gezdhlt. AnschlieBend wird durch Zentrifugation ein Zellpellet aus vier
Millionen Zellen hergestellt und der Uberstand quantitativ abpipettiert. Zur Zellyse
werden 120 pl reines Wasser zugegeben und stark gemischt. AnschlieBend wird die

Probe bei —70°C eingefroren und ist lange haltbar, da EPA bei —70°C stabil ist.

2.2.5.2 Messung von Fettsauren durch GC/FID

Die Methode zur Bestimmung von Fettsduren ist eine spezifische Ein-Schritt-
Methylierungsreaktion, bei der die Fettsduren hydrolysiert, methyliert und extrahiert
werden. Dafiir wird in einem 10 ml-Glasréhrchen zu 100 pl Zellysat 15 pg
Nonadecansidure als interner Standard und 2 ml eines Methanol-Benzen-Gemisches [4:1
(v/v)] gegeben. Dann werden 200 pl Acetylchlorid langsam unter Mischen zugefiigt.
AnschlieBend wird das Glasréhrchen dicht verschlossen und bei 100 °C 1 h inkubiert.
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Ist die Mischung abgekiihlt, wird mit 5 ml 6 % (w/v) Kaliumcarbonat-Losung versetzt
und 5 min stark gemischt. Nach Zentrifugation von 10 min bei 1000 x g wird der
Benzeniiberstand abgenommen und zur Trockene eingedampft. Der Riickstand wird in
50 ul Hexan aufgenommen und enthilt die Fettsduremethylester (einschlieSlich EPA).
Diese werden dann mittels Gaschromatographie mit Stickstoff iiber eine Silicatséule (25
m x 0.25 mm (i.d.) CP Sil 88) getrennt und per Flammenionisation detektiert. Der
Fettsduregehalt wird in mol % bezogen auf die gesamte Fettsduremenge angegeben.

(Onkenhout et al., 1995).

2.2.6 Alkalische Elution

2.2.6.1 Prinzip der Methode

Die Alkalische Elution ist eine In vitro-Methode zur Quantifizierung von
Einzelstrangbriichen, DNA-DNA- und DNA-Protein-Quervernetzungen in zelluldrer
DNA von Saugerzellen (Kohn et al., 1976). Die Nachweisgrenze der Methode liegt bei
etwa 0,5 Lasionen pro 10’ Basenpaaren. Die Versuchsapparatur besteht aus einem
Polycarbonatfilter mit einer Porengréfle von 2 um und einem Durchmesser von 25 mm,
der sich in einem Filterhalter befindet. An diesen sind nach oben ein 25 ml-
Vorratsgefdll, iiber das alle Losungen aufgebracht werden, und nach unten ein
Dialyseschlauch angeschlossen, der {iiber eine Peristaltikpumpe mit einem
Fraktionssammler verbunden ist.

Fiir die Bestimmung werden vorbehandelte Zellen als Suspension auf den Filter
aufgebracht und mit einem Detergens lysiert, wobei der groBte Teil des zelluldren
Proteins und der RNA vom Filter gespiilt werden. Die DNA bleibt als Doppelstrang
zuriick. Anschlieend wird mit Proteinase K behandelt, um an die DNA-gebundenes
Protein abzubauen. Nun wird ein alkalischer Puffer (Elutionspuffer pH 12,1) iiber 12 h
sechsfach fraktioniert durch den Filter gepumpt. Im alkalischen Milieu dissoziiert der
DNA-Doppelstrang in seine Einzelstringe, die abhingig von ihrer Linge vom Filter
gespiilt werden. Kiirzere Stringe passieren einfacher als langere die Filterporen und
eluieren somit schneller. Das bedeutet auch, dafl die DNA geschédigter Zellen, also mit
mehr Einzelstrangbriichen, schneller durch den Filter tritt und die DNA von
ungeschédigten Zellen auf dem Filter verbleibt. Die Bestimmung des DNA-Gehaltes in

den aufgefangenen Fraktionen und auf dem Filter erfolgt nach deren Neutralisation und



50 2. Material und Methoden

Anfarbung mit Bisbenzimid fluorimetrisch. Daraus wird die Elutionsrate der DNA
errechnet, welche proportional zur Anzahl der Einzelstrangbriiche und alkalilabilen
Lésionen ist. Die Methode wird mit y-Strahlung als Standard kalibriert, wobei 6 Gy eine
Lision pro 10° Basenpaare hervorrufen (Kohn et al., 1976).

Eine Modifizierung der beschriebenen Methode erfolgt durch den Einsatz von
Reparaturendonukleasen. Diese werden nach der Proteinase K-Hydrolyse auf den Filter
aufgetragen und erkennen dort spezifisch DNA-Modifikationen, welche dann als

zusitzliche Einzelstrangbriiche sichtbar werden.

2.2.6.2 Vorbehandlung der Zellen fur die alkalische Elution

Zur Bestimmung des DNA-Schadens in AS52 werden Zellen im vorkonfluenten
Stadium verwendet, die nach ihrer Schiadigung und direkt vor der Alkalischen Elution in
Suspension gebracht und mit dem Coulter Counter gezihlt wurden. Um eine Reparatur
der induzierten DNA-Modifikationen zu verhindern, werden die Zellen bei 0 °C auf Eis
aufbewahrt.

Wird der DNA-Schaden in Lymphozyten bestimmt, werden diese entweder direkt
nach ihrer Isolierung (siehe 2.2.1.3) oder nach dem Auftauen in reichlich Medium

gezdhlt und bis zum Auftragen ebenfalls kiihl gelagert.

2.2.6.3 Prainkubation mit Vitamin C

Zur Vorbehandlung mit Vitamin C wird der Zellrasen gewaschen und 10 ml
frisches Medium zugegeben. AnschlieBend werden aus der 5 mM oder 100 mM
Vitamin C-Stammldsung entsprechende Volumina fiir Endkonzentrationen von 0 bis 1
mM zugesetzt und 2 h bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. AnschlieBend wird zweimal
mit PBSCMF gewaschen und eine Schidigung durchgefiihrt oder die Zellen zur DNA-

Schadensbestimmung abgelost.

2.2.6.4 Préainkubation mit EPA

Zunichst wird die EPA-Stammldsung (200 mM) im Verhiltnis 1:133 mit BSA-
Losung (10 %, m/v) gemischt und bei 37 °C fiir 15 min inkubiert, so dal EPA an BSA
binden und leichter in die Zelle aufgenommen werden kann (Trigatti et al., 1995). Der
Zellrasen wird gewaschen und 10 ml frisches Medium werden zugegeben.
Anschliefend werden aus dem EPA/BSA-Ansatz 333 pl zugesetzt (Endkonzentration
EPA 50 uM) und 24 h bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. AnschlieBend wird zweimal
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mit PBSCMF gewaschen und eine Schiadigung durchgefiihrt, oder die Zellen werden
zur DNA-Schadensbestimmung abgel0st.

2.2.6.5 Préainkubation mit MMPDCD

Fir die Behandlung mit MMPDCD wurden Stammldsungen der
Konzentrationen 3, 10, 30 und 100 uM hergestellt. Der gewaschene und mit 10 ml
frischem Medium versetzte Zellrasen wird mit 10 pl (bzw. 30 und 100 pl bei den
hochsten Konzentrationen) der jeweiligen Stammlosungen versetzt, so daB} sich
Endkonzentrationen von 0, 3, 10, 30, 100, 300, 1000 nM an MMPDCD ergeben. Die
Priainkubation erfolgt bei 37 °C und 5 % CO2 fiir 1 h. AnschlieBend wird zweimal mit
PBSCMF gewaschen und eine Schaddigung durchgefiihrt oder die Zellen zur DNA-

Schadensbestimmung abgeldst.

2.2.6.6 Prainkubation mit Ethanol

Zur Vorbehandlung mit Vitamin C wird der Zellrasen gewaschen und 10 ml
frisches Medium zugegeben. AnschlieBend werden entsprechenden Volumina Ethanol
p.a. zugegeben, so dafl Endkonzentrationen von 0 bis 10 % (v/v) erreicht werden, und
2 h bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Dann wird zweimal mit PBSCMF gewaschen und
die Zellen zur DNA-Schadensbestimmung abgeldst.

2.2.6.7 Bestrahlung mit sichtbarem Licht

Zur Bestrahlung mit sichtbarem Licht werden die prdinkubierten Zellen mit 10
ml PBSCMF versetzt und in Flaschen auf Eis geschiittelt und mit einer 1000 W-Lampe
im Abstand von 33 cm 20 min bestrahlt. Das entspricht einer Dosis von 450 kJ/m”. An-
schlieBend wird mit PBSCMF gewaschen und die Zellen abgeldst, resuspendiert,
gezdhlt und bis zum Auftragen kiihl aufbewahrt.

2.2.6.8 Bestrahlung mit sichtbarem Licht in Anwesenheit des Photosensibilisators
Ro 19-8022

Direkt vor dem Gebrauch wird die benétigte Menge PBSCMF mit dem
Photosensibilisator Ro 19-8022 (Endkonzentration 50 pM) vorgemischt. Zur
Bestrahlung werden die pridinkubierten Zellen mit 10 ml dieser Losung versetzt, in
Flaschen auf Eis geschiittelt und mit einer 1000 W-Lampe im Abstand von 38 cm 10

min bestrahlt. Das entspricht einer Dosis von 166 kJ/m”. AnschlieBend wird zweimal
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mit PBSCMF gewaschen und die Zellen abgeldst, resuspendiert, gezdhlt und bis zum
Auftragen kiihl aufbewahrt.

2.2.6.9 Bestrahlung mit UVB
Zur Bestrahlung mit UVB werden die prainkubierten Zellen mit 10 ml PBSCMF

versetzt und in Flaschen auf Eis mit einer UVB-Lampe im Abstand von 50 cm 14 min
bestrahlt. Das entspricht einer Dosis von 1,1 kJ/m”. AnschlieBend wird mit PBSCMF
gewaschen und die Zellen abgeldst, resuspendiert, gezdhlt und bis zum Auftragen kiihl

aufbewabhrt.

2.2.6.10 Praktische Durchfihrung der Alkalischen Elution

Die Polycarbonatfilterblittchen werden mit destilliertem Wasser befeuchtet, in
Filterhalter eingebaut und blasenfrei mit HyOgeg, gefiillt. Die Filterhalter werden an das
Vorratsgefdl und {iiber die Schliuche an die Mehrkanalpumpe angeschlossen.
Anschliefend wird zweimal mit 2 ml PBSCMF gespiilt und im temperierbaren
Wasserbad auf 4 °C gekiihlt. Bei dieser Temperatur werden pro Filter eine Million der
vorbehandelten Zellen bzw. der Kontrollen aufgetragen, mit maximaler
Pumpgeschwindigkeit auf den Filter gesaugt und anschlieBend zweimal mit 3 ml kaltem
PBSCMF gewaschen. Die anschlieende Zellyse erfolgt bei 20 °C. Dazu werden 2 ml
Lysepuffer mit maximaler Geschwindigkeit durch den Filter gepumpt und danach je 5
ml einer vorgemischten Losung aus Lysepuffer und Proteinase K (0,2 mg/ml)
aufgetragen und innerhalb von 90 min durch den Filter gepumpt. Rest des Puffers
werden entfernt und sieben mal mit je 5 ml BE;-Puffer gewaschen. Die
Enzyminkubation erfolgt anschlieBend bei einer Temperatur von 37 °C. Dazu werden 2
ml BE;-Puffer auf die Filter fiir die Strangbruchbestiummung und 2 ml einer frisch
hergestellten Fpg-Enyzmlosung aus BE;-Puffer mit 1,0 mg Fpg-Protein und 0,5 mg
BSA pro ml Puffer auf die Filter mit Enzymmessung aufgetragen. Die Hilfte der
Losungen wird mit maximaler Geschwindigkeit durchgespiilt und der Rest langsam
innerhalb von 60 min. AnschlieBend wird das Wasserbad auf 25 °C temperiert und die
Filter zweimal mit 5 ml BE,-Puffer und danach mit 4 ml Waschpuffer gewaschen. Fiir
die Elution der DNA werden 25 ml Elutionspuffer (pH 12,1) in das Vorritsgefdl3
gegeben und mit einer Geschwindigkeit von 2,15 ml/h gepumpt. Alle zwei Stunden
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erfolgt ein Fraktionswechsel, wobei die sechste Fraktion und der restliche
Elutionspuffer zur Erfassung der auf dem Filter verbliebenen DNA genutzt wird. Dazu
werden die Filterhalter einschlieBlich des Polycarbonatfilters mit dem Restpuffer der
sechsten Fraktion in einem Deckelgefdll vereinigt und 2 h bei 60 °C im Wasserbad
geschiittelt, um die restliche DNA in Ldésung zu bringen. Zur fluorimetrischen
Bestimmung der DNA in den Fraktionen wird jede Fraktion (auch die der geschiittelten
sechsten Fraktion) zu gleichen Teilen mit Phosphatpuffer pH 6 vermischt. Nach 15 min
wird noch einmal mit dem gleichen Volumen diesmal Phosphatpuffer pH 7,2 mit
Bisbenzimid gemischt und wunter Lichtausschlul weitere 15 min aufbewahrt.
AnschlieBend erfolgt die fluorimetrische Vermessung der Emission (bei 450 nm) des
Bisbenzimid-DNA-Komplexes, der bei 360 nm angeregt wird. Dabei dient eine
Mischung aus gleichen Teilen Elutionspuffer, Phosphatpuffer pH 6 und Phosphatpuffer
pH 7,2 (mit Bisbenzimid) als Blindwert. Die Summe der Fluoreszenzintensititen der
einzelnen Fraktionen einer Spur ist linear zum Gesamt-DNA-Gehalt der Probe. Man
errechnet nun den prozentualen Anteil der jeweiligen DNA-Menge, der zu den erfassten
Zeitpunkten noch auf dem Filter vorlag. Tragt man diesen DNA-Gehalt logarithmisch
gegen die Zeit auf, erhdlt man eine Gerade, deren Steigung direkt proportional zur
Anzahl der Einzelstrangbriiche in der DNA ist. Die absolute Strangbruchzahl pro 10°
Basenpaaren kann aus der Geradensteigung und dem Faktor F=-2,24 direkt errechnet
werden. Dieser Faktor ergibt sich aus der Kalibrierung der Alkalischen Elution mit y-
Strahlung (Pflaum, 1996; Epe et al., 1993). Die Anzahl der Fpg-sensitiven
Modifikationen errechnet sich anschlieBend aus der Differenz der Spur mit Enzym und
einer, in der ausschlieBlich bereits vorhandene Einzelstrangbriiche gemessen wurden.
Sie werden dann ebenfalls als Modifikationen/10° Basenpaare (bp) angegeben.
Desweiteren wird eine Bestimmung des absoluten DNA-Gehaltes durchgefiihrt.
Dazu wird ein Ansatz mit 20 pl eines Kalbsthymus-DNA-Standards (Konzentration von
0,2 mg/ml) in Elutionpuffer hergestellt, dessen Volumen dem der Fraktionen entspricht.
Dieser wird dann wie oben beschrieben mit Phosphatpuffer pH 6 und Phosphatpuffer
pH 7,2 (mit Bisbenzimid) versetzt und auch analog gemessen. Der DNA-Gehalt in jeder
Spur errechnet sich aus der Summe des relativen DNA-Gehaltes aller Fraktionen
multipliziert mit der DNA-Menge des Standards und dividiert durch die gemessene

Fluoreszenz des Standards.
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2.2.7 Toxizitatstest

Zur Bestimmung der Toxizitdt wird die Eigenschaft der AS52 zur Bildung von
Kolonien, die Cloning efficiency, genutzt. Dazu werden Zellen, die sich in der
logarithmischen Wachstumsphase befinden, vorbehandelt und geschidigt wie in 2.2.6
beschrieben. Die Zellen werden abgelost und zu je 200 Zellen in fiinf 60 mm-
Gewebekulturschalen mit je 5 ml Routinemedium ausgesdt. Die Platten werden acht
Tage im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Zur Anfdarbung der Kolonien
werden die Platten mit 0,9 % Natriumchlorid-Losung gespiilt und die Kolonien mit
Methanol 15 min fixiert. Nun wird mit Giemsa-Losung fiir 15 min geférbt und danach
nicht gebundener Farbstoff vorsichtig mit Wasser abgespiilt. Nach dem Trocknen
werden die Kolonien jeder Platte ausgezdhlt und der durchschnittliche Wert jedes
Ansatzes ermittelt. Die Zahl des Kontrollansatzes, also die maximale Uberlebensrate,

wird als 100 %-Wert gesehen und die anderen Ansatze dazu ins Verhéltnis gesetzt.

2.2.8 Mikrokerntest

Prinzip der Methode

Mikrokerne stellen von einer doppelten Kernmembran umgebenes Chromatin im
Zytoplasma der Zelle dar, das sich vom Hauptkern abgesondert hat. Es sind also
kleinere Kerne (max. 1/3 des Hauptkerndurchmessers), die sich au3erhalb, aber in enger
Nachbarschaft zum Hauptkern, von dem sie abstammen, befinden. Die Ultrastruktur der
Mikrokerne entspricht der eines normalen Kerns; sie besitzen Kernporen, Kernhiille,
Hetero- und Euchromatin. Zur Entstehung von Mikrokernen tridgt der Verlust von
Chromatinmaterial aus dem Hauptkern wéhrend der Mitose bei. Dabei kénnen durch
Schéiden verschiedener Art ganze Chromosomen oder aber Chromosomenfragmente bei
der Polwanderung verloren gehen (Heddle et al., 1991; Kirsch-Volders et al., 1997).
Mikrokerne kommen in gesunden Zellen sehr selten vor, ihr Vorkommen kann durch
Mutagene aber drastisch erhoht werden. Eine Sichtbarmachung von Zellkernen und

Mikrokernen ist durch Anfarbung des Chromatins mit Bisbenzimid moglich.

Mikrokerninduktion in AS52
Die wie unter 2.2.6 vorbehandelten Zellen werden nach der Schadigung gewaschen
und mit frischem Medium fiir 24 h bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert. Danach werden

die Zellen abgeldst, zu einer Zelldichte von etwa 1 Million pro ml resuspendiert und
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wenige Tropfen davon mit Hilfe einer Zytozentrifuge (1000 U/min fiir 4 min) auf drei
Objekttrager je Ansatz aufgetragen. AnschlieBend werden die Zellen mit Methanol bei —
20°C fiir mindestens eine Stunde fixiert. Die Anfiarbung der DNA erfolgt erst kurz vor
der mikroskopischen Auswertung. Dazu werden die Objekttrager fiir eine Minute in
Bisbenzimid-Losung gestellt, anschlieBend vorsichtig mit PBSCMF gewaschen und mit
einigen Tropfen EDL-2 eingedeckt. Danach erfolgt die Auswertung im
Fluoreszenzmikroskop mit einem Anregungsfilter von 356 nm. Pro Objekttrager werden
2000 Zellen mit den dazugehdrigen Mikrokernen ausgezéhlt, also DNA-haltige
Strukturen, deren GroBe kleiner als 25 % des Hauptkerns ist und die deutlich vom

Zellkern getrennt sind, und der Mittelwert flir jeden Ansatz errechnet.
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3 Ergebnisse

3.1 EinfluR von Vitamin C in AS52

Um einen anti- oder pro-oxidativen Effekt von Vitamin C feststellen zu konnen,
wurden zunichst kultivierte Sdugerzellen (AS52-Zellen) untersucht. Es wurden Vitamin
C-Konzentrationen von 0, 50 und 100 uM eingesetzt, da diese etwa der physiologischen
Serumkonzentration im Menschen entsprechen und bei diesen Konzentration noch keine
pro-oxidativen Effekte beziiglich der DNA-Modifikationen festgestellt worden sind.

Zunichst wurden zum Nachweis der Aufnahme von Vitamin C AS52-Zellen mit 0,
50 und 100 puM Vitamin C fiir 2 h und fiir 4 h vorinkubiert und anschlieend der Gehalt
an Ascorbinsdure und Dehydroascorbinsdure (DHA) mit Hilfe der HPLC bestimmt.
Abbildung 3.1 zeigt, daBl nicht vorbehandelte Zellen fast kein Vitamin C enthielten und
daf der Gehalt durch die Vorinkubation konzentrationsabhéngig nach zwei Stunden auf
ein Vielfaches angestiegen war. Nach vierstiindiger Inkubation zeigten sich dhnliche

Konzentrationen in den Zellen wie nach 2 h.
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Abb.3.1 Gehalt an Ascorbinsdure und DHA im Zellysat von AS52 nach zwei- und
vierstlindiger Priinkubation mit 0, 50 und 100 uM Vitamin C (Messung mit HPLC).
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3.1.1 Beeinflussung der DNA-Modifikationen durch Vitamin C in vitro

Zunichst wurde die Wirkung einer zweistiindige Vorbehandlung von AS52-Zellen
mit Vitamin C auf die Bildung von Einzelstrangbriichen (ssb) und Fpg-sensitiven
Liasionen untersucht. Hierbei zeigte sich im Konzentrationsbereich von 0 bis 1 mM kein
Einflul von Vitamin C auf den Untergrundspiegel oxidativer DNA-Modifikationen
(Abb. 3.2).
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Abb. 3.2 Untergrundspiegel von Einzelstrangbriichen und Fpg-sensitiven Lésionen in
ASS52 nach Priinkubation mit verschiedenen Konzentrationen Vitamin C fiir 2 h, n =3

fir 0,005/0,01/1 mM, n =5 fiir 0,05 mM und n = 13 fiir 0/0,1 mM Vitamin C.

Anschlielend wurde untersucht, ob eine Priainkubation mit Vitamin C einen Einfluf}
auf die Suszeptibilitidt gegeniiber einer zusitzlichen oxidativen DNA-Schadigung hat.
Diese wurde durch verschiedene Bestrahlungsbehandlungen und einer damit
einhergehenden Bildung von ROS induziert. Wie Abbildung 3.3 zeigt, waren beide
Konzentrationen Vitamin C in der Lage, die durch sichtbares Licht induzierten Lasionen

signifikant zu vermindern und so einen protektiven Effekt auszuiiben.
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Abb. 3.3 Anzahl der induzierten Einzelstrangbriiche und Fpg-sensitiven Lisionen in
AS52 nach Priinkubation mit Vitamin C (0, 50, 100 uM) fiir 2 h und Schidigung mit
sichtbarem Licht (1000 W, 33 cm, 20 min; 450 kJ/mZ), n=>5,%p<S %, + p<l %,
** p<0,5 %. Die Zahl der Modifikationen in unbestrahlten Zellen (Untergrundspiegel,
vgl. Abb. 3.2) wurden jeweils abgezogen.

Eine weitere Schidigung ist die Behandlung mit dem Photosensibilisator Ro
19-8022, der in Gegenwart von Licht oxidative Schidden verursacht und dabei selbst in
den eingesetzten Konzentrationen nicht zytotoxisch ist. Wie aus Abbildung 3.4 deutlich
wird, ist Vitamin C in einer Konzentration von 50 uM nicht in der Lage, den durch den
Photosensibilisator induzierten Schaden zu verhindern. Dies bedeutet, dal3 bei dieser
Schadigung entweder ein grundsitzlich anderer Mechanismus als bei der mit sichtbarem
Licht vorliegt (Abb. 3.3) oder dal mdglicherweise die reaktiven Spezies im Falle von
Ro 19-8022 rdumlich so nah an der DNA gebildet werden, dal Vitamin C keinen

protektiven Effekt ausiiben kann.
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Abb. 3.4 Induzierte Einzelstrangbriiche und Fpg-sensitiven Ldsionen in AS52 nach
Prainkubation mit Vitamin C (0, 50 uM) fiir 2 h und Schidigung mit 50 nM Ro 19-8022
und sichtbarem Licht (1000 W, 38 c¢m, 10 min; 166 kJ/m?), n = 4. Die Zahl der
Modifikationen in unbestrahlten Zellen (Untergrundspiegel, vgl. Abb. 3.2) wurden

jeweils abgezogen.

Als drittes DNA-schidigendes Agens wurde UVB-Strahlung verwendet und auch
hier der EinfluB einer Vitamin C-Vorbehandlung untersucht. Dabei zeigte sich
(Abb. 3.5) in Bezug auf die Fpg-sensitiven Lidsionen ein leichte Tendenz der
Schadenssenkung, wihrend die Anzahl der Einzelstrangbriiche durch die Anwesenheit

von Vitamin C eher anstieg.
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Abb. 3.5 Induktion von Einzelstrangbriichen und Fpg-sensitiven Lisionen in AS52 nach
Prainkubation mit Vitamin C (0, 50, 100 uM) fiir 2 h und Schadigung mit UVB (50 cm,
14 min; 1,1 kJ/mz), n = 5. Die Zahl der Modifikationen in unbestrahlten Zellen
(Untergrundspiegel, vgl. Abb. 3.2) wurden jeweils abgezogen.

Vitamin C fiihrte also zu einer signifikanten Senkung der durch sichtbares Licht
induzierten DNA-Schiden, wihrend ein durch Ro 19-8022 oder UVB verursachter
Schaden und auch der Schaden durch endogen gebildete ROS nicht beeinflullit wurde.
Somit beruht die Induktion von oxidativen DNA-Schiden mit sichtbarem Licht auf
einem Mechanismus, in den Vitamin C eingreifen konnte, wihrend dies bei anderen

Schidigungen, auch einer endogenen, nicht moglich war.

3.1.2 Beeinflussung der Mikrokernrate in AS52-Zellen durch Vitamin C

Als  weiterer gentoxischer Endpunkt wurde unter den gleichen
Schadigungsbedingungen wie in Kapitel 3.1.2 die Bildung von Mikrokerne in AS52-
Zellen (s. Kapitel 2.2.8) und auch hier der Einflul einer Vorbehandlung mit Vitamin C
untersucht.

Zunichst wurden unbestrahlte Zellen beziiglich ihres Verhaltens gegeniiber der
Vorbehandlung mit Vitamin C betrachtet. Wie aus Abbildung 3.6 deutlich wird, liegen
auch in vollig unbehandelten AS52-Zellen Mikrokerne vor, deren Zahl durch eine
Priainkubation mit Vitamin C, bei 100 uM signifikant, erh6ht wird. Dies zeigte, dal3

Ascorbinsédure in Konzentrationen, bei denen keine Erhdhung der DNA-Modifikationen
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erkennbar war, bereits zu einer signifkanten Erhohung der spontanen Mikrokernrate

fiihrte und dieser Assay vermutlich sehr empfindlich fiir gentoxische Schadigungen ist.

60

*%

50

1 I

30 -

20 A

Mikrokerne / 2000 Zellen

10 -

0 50 100
Konzentration Vitamin C (uUM)

Abb. 3.6 EinfluB3 von Priainkubation mit Vitamin C (2 h; 0, 50, 100 uM) auf die Bildung
von Mikrokernen in AS52, n =9, ** p<0,5 %.

AnschlieBend wurde der EinfluB von sichtbaren Licht auf die Mikrokernrate in
ASS52 untersucht. In Abbildung 3.7 ist die dosisabhidngige Bildung von Mikrokernen
durch sichtbares Licht dargestellt. Bei einer Bestrahlungsdauer von 20 min (450 kJ/m?)
war eine signifikante Erhohung der Mikrokernrate erkennbar, welche etwa der
Erhohung durch 100 uM Vitamin C allein entsprach. Dies zeigte, dall auch sichtbares
Licht gentoxisch ist. Alle nachfolgenden Schéidigung mit sichtbarem Licht zur

Untersuchung der Mikrokernrate wurden bei dieser Lichtdosis erhoben.
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Abb. 3.7 Induktion von Mikrokernen in AS52 mit sichtbarem Licht in Abhéngigkeit
von der Belichtungszeit, n = 1-4.

Betrachtet man nun den Einflu3 der Priinkubation mit Vitamin C auf die Bildung
von Mikrokernen durch 450 kJ/m’® sichtbares Licht (Abb. 3.8), so sind 50 uM
Vitamin C nicht in der Lage, die lichtinduzierte Mikrokernbildung zu verhindern. Bei
einer Prainkubation mit 100 uM Vitamin C ist die Mikrokernrate gegeniiber dem Wert
im Dunkeln unveridndert. Das heiflt, dal eine zusétzliche Mikrokernbildung durch

Ascorbinsiure verhindert wurde.
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Abb.3.8 EinfluB von Priinkubation mit Vitamin C (2 h; 0, 50, 100 puM) auf die
Induktion von Mikrokernen in AS52 durch sichtbares Licht (1000 W, 33 c¢cm, 20 min,
450 kJ/m?), n = 3.
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Ebenso wie sichtbares Licht allein erhohte eine Behandlung mit 50 nM Ro 19-8022
und Licht signifikant die Mikrokernrate in AS52-Zellen. Eine Vorbehandlung mit
50 uM Vitamin C bewirkte eine signifikante Senkung der Rate, wihrend bei einer
Konzentration von 100 uM keine Verdnderung zu den durch Ro 19-8022 selbst
induzierten Schaden auftrat. Dabei ist wieder zu beriicksichtigen, dall bei dieser
Vitamin C—Konzentration bereits ein sehr hoher Untergrund an Mikrokernen vorliegt

(Abb. 3.9) und Vitamin C somit eine zusétzliche Mikrokernbildung durch Ro 19-8022

verhinderte.
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Abb. 3.9 EinfluB von Prdinkubation mit Vitamin C (2 h, 0, 50, 100 uM) auf die
Induktion von Mikrokernen in AS52 durch 50 nM Ro 19-8022 und sichtbares Licht
(1000 W, 38 cm, 10 min, 166 kJ/mz), n =3, ** p<0,5 %.

Besonders interessant war die Mikrokernbildung durch UVB, da sich bei dieser
Schadigung bereits bei der Untersuchung der DNA-Schiden eine starke Erhéhung der
Einzelstrangbriiche, welche fiir die Bildung von Mikrokernen verantwortlich gemacht
wird, in AS52-Zellen zeigte (Abb. 3.5). Wie die Belichtungsreihe aus Abbildung 3.10
zeigt, war die Mikrokernrate durch UVB-Strahlung ebenfalls dosisabhidngig und
erreichte ihr Maximum bei einer Bestrahlungsdauer von 14 min. Bereits ab einer

Belichtungszeit von 7 min lag die Mikrokernrate deutlich {iber dem Untergrund. Trotz
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der hohen Anzahl an Einzelstrangbriichen war die Mikrokernbildung aber nicht héher
als bei anderen Schidigungen, was darauthin deutet, daB3 es den vermuteten, direkten

Zusammenhang zwischen diesen beiden Parametern nicht gibt.
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Abb. 3.10 Dosisabhidngigkeit der Induktion von Mikrokernen in AS52 durch UVB
(Abstand 50 cm, Dosen: 0, 275, 550, 1100, 1650 J/m?), n =4 (bei 275 J/m* n = 2).

AnschlieBend wurde die BeeinfluBbarkeit der UVB-vermittelten (Dosis 1,1 kJ/m?)
Mikrokernrate durch Vitamin C-Prdinkubation bestimmt. Sowohl 50 als auch 100 uM
Vitamin C zeigten eine signifikante Hemmung der Schadensinduktion, wobei die Rate
bei 100 uM auf das Untergrundniveau zuriickging (Abb. 3.11), was sich ebenfalls nicht

in der Anzahl der gemessenen Einzelstrangbriiche widerspiegelte (Abb. 3.5).
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Abb. 3.11 EinfluB von Priinkubation mit Vitamin C (2 h, 0, 50, 100 uM) auf die
Induktion von Mikrokernen in AS52 durch UVB (50 cm, 14 min, 1,1 kJ/mz), n=3,
** p<0,5 %.

3.1.3 Einflul3 von Vitamin C auf die Zytotoxizitat in AS52-Zellen

Durch Messung der ,,Cloning efficiency* (Kapitel 2.2.7) wurde die Toxizitédt der
in Kapitel 3.1.1 und 3.1.2 angewendeten Schidigungen bestimmt, um den
Vitalititszustand der Zellen wihrend der Behandlung zu erfassen und um mogliche
protektive Effekte der Vitamin C-Vorbehandlung gegeniiber toxischen Folgen der
Schadigungen zu erkennen.

Wie in Abbildung 3.12 zu erkennen ist, hatte die Behandlung mit 50 und
100 uM Vitamin C keinerlei EinfluB3 auf die Lebensfahigkeit der AS52-Zellen und war

unter diesem Aspekt unschédlich.
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Die Belichtung mit sichtbarem Licht zeigte iiber den gesamten Dosisbereich
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Der Photosensibilisator Ro 19-8022 war im Dunkeln (Abb. 3.14) und in der unter
3.1.1 und 3.1.2 eingesetzten Konzentration von 50 nM nicht zytotoxisch (Daten nicht
gezeigt). Ab einer Konzentration von 300 nM und Licht zeigte er einen deutlich
senkenden FEinfluB auf die Uberlebensrate. Deshalb wurde diese Konzentration
(300 nM) eingesetzt, um den EinfluB von Vitamin C auf die Toxizitit des

Photosensibilisators Ro 19-8022 zu untersuchen.
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Abb. 3.14 EinfluB der Behandlung mit 300 nM Ro 19-8022 auf die Uberlebensrate in
AS52,n=4-7

Das Ergebnis (Abb. 3.15) zeigte, dal eine Prdinkubation sowohl mit 50 uM als
auch mit 100 pM Vitamin C die Uberlebensrate signifikant erhdhte und somit protektiv

wirkte.
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Abb. 3.15 EinfluB von Vitamin C auf die Uberlebensrate von AS52 nach Schiidigung
mit 300 nM Ro 19-8022 (1000 W, 38 cm, 10 min), n =15, ** p<0,5 %.

Die Schiadigung mit UVB war fiir AS52-Zellen sehr toxisch. Wie Abbildung 3.16
zeigt, senkten bereits Dosen von 550 J/m? die Uberlebensrate um iiber 40 %. Bei noch
hoheren Dosen, also auch bei den in Kapitel 3.1.1 und 3.1.2 angewendeten

Schidigungsbedingungen, sank die Uberlebensrate sogar auf unter 20 %.
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Abb. 3.16 Dosisabhingigkeit der Toxizitdt von UVB in AS52 (Dosen von 0,55/1,1/1,65
kJ/m* entsprechend 7, 14, 21 min Belichtungszeit); n = 8.

Eine Prédinkubation mit 50 uM Vitamin C zeigte bei einer Belichtungszeit von

7 min noch einen protektiven Effekt, der bei einer Konzentration von 100 uM nicht
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mehr ganz so deutlich sichtbar war. Bei ldngeren Bestrahlungszeiten sank die
Uberlebensrate so stark, daB nur noch ein leicht protektiver Effekt durch 100 uM
Vitamin C und einer Dosis von 1,1 kJ/m? feststellbar war (Abb. 3.17).

Uberlebensrate (%)

Belichtungszeit (min), ohne Belichtungszeit (min), mit Belichtungszeit (min),
Vitamin C Vitamin C 50 uM mit Vitamin C 100 pM

Abb. 3.17 EinfluB von Vitamin C (50 oder 100 pM) auf die Uberlebensrate nach
unterschiedlichen Dosen (0,55/1,1/1,65 kJ/m? ; entsprechend 7/14/21 min
Bestrahlungszeit) UVB-Schadigung, n = 5, + p<2,5 %.

3.2 EinfluR von Vitamin C auf Lymphozyten in vivo

Um den Einflu von Ascorbinsdure auch im Organismus zu untersuchen, wurde
an freiwilligen, gesunden Probanden eine Studie durchgefiihrt und dafiir der akute
Effekt von 1 g Vitamin C auf den DNA-Schaden in peripheren Lymphozyten erhoben.
Dazu wurde an verschiedenen Tagen insgesamt acht verschiedenen Personen mehrfach
Blut abgenommen und die Untergrundspiegel oxidativer DNA-Schaden in den
Lymphozyten bestimmt. Anschliefend wurde 1 g Vitamin C oral aufgenommen und
zwei Stunden spéter erneut Blutproben genommen und analog untersucht. Es wurde der
DNA-Schaden sowohl in frisch isolierten als auch in kryokonservierten Zellen
untersucht. Auflerdem wurde ein Teil der Blutproben mit Katalase versetzt und mit
nicht Katalase-behandelten Proben verglichen.

In einem Teil der Blutabproben wurde im direkt nach der Blutentnahme
gewonnenem Serum mittels HPLC der Vitamin C-Gehalt (s. Kapitel 2.2.4.4) bestimmt.
Abbildung 3.18 zeigt den deutlichen Anstieg der Serumspiegel 2 h nach der oralen

Einnahme von 1 g Vitamin C.
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Abb. 3.18 HPLC-Messung der Vitamin C-Konzentrationen im Serum vor und nach
Aufnahme von 1 g Vitamin C am Beispiel von sechs Blutproben bei verschiedenen

Probanden.

3.2.1 Beeinflussung der oxidativen DNA-Modifikationen in Lymphozyten durch

orale Vitamin C-Gabe

In Abbildung 3.19 sind die DNA-Modifikationen vor und nach oraler Gabe von
Vitamin C gegeniibergestellt. Dabei handelte es sich um Proben, die mit Katalasezusatz
und direkt nach der Isolierung vermessen wurden. Es zeigte sich eine leichte, nicht
signifikante Senkung der Fpg-sensitiven Léasionen, wihrend der Spiegel der

Einzelstrangbriiche (ssb) nicht beeinfluflt wurden.
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Abb. 3.19 Untergrundspiegel oxidativer DNA-Schiden frisch isolierter, humaner
Lymphozyten mit Katalasezusatz; jweils vor und nach Supplementation mit Vitamin C,

n=21.

Wie bereits beschrieben wurde ein Teil der Proben auch tiefgefroren und erst spiter
auf den DNA-Schaden hin analysiert. Abbildung 3.20 zeigt nun die Gegeniiberstellung
dieser Proben vor und nach Vitamin C-Aufnahme. Es fanden sich hier dhnliche Spiegel
an Einzelstrangbriichen und Fpg-sensitiven Lésionen wie bei den direkt vermessenen
Proben und auch eine leichte Abnahme der Fpg-sensitiven Modifikationen bei der

zweiten Probennahme war erkennbar.
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Abb. 3.20 EinfluB von Vitamin C auf die DNA-Modifikationen in humanen

Lymphozyten mit Katalasezusatz, tiefgefrorene Proben; n = 13.
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3.2.2 Inter- und intraindividuelle Schwankungen der Modifikationen

Vergleicht man nun die MeBwerte einzelner Personen, so fillt auf, daf die
Grundspiegel an Fpg-sensitiven Modifikationen sowohl zwischen den Individuen als
auch in einem Individuum abhingig vom Tag der Probennahme sehr schwanken kénnen
(Abb. 3.21). Dabei fiel besonders die Blutabnahme vom 10.12.1998 auf, bei der sich
auffillig hohe Werte fiir Fpg-sensitive Lédsionen fanden. Da dieser Effekt bei allen

Probanden zu beobachten war, kann ein experimenteller Fehler vermutet werden.
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Abb. 3.21 Inter- wund intraindividuelle Schwankungen der Fpg-sensitiven

Modifikationen bei vier Probanden, Proben ohne Vitaminvorbehandlung.

3.2.3 Einflul von Katalsezusatz bei der Blutabnahme auf die Bildung von
Modifikationen

Da das Enzym Katalase Reaktionen verhindern kann, bei denen reaktive
Sauerstoffspezies gebildet werden (siehe Kapitel 1.2 und 1.5.1.1; und hier besonders die
Autoxidation von Ascorbinsdure), wurden einige Blutproben mit Katalase versetzt und
mit katalasefreien verglichen. Durch einen Katalsezusatz sollten also Reaktionen
ausgeschlossen werden, die moglicherweise als ex vivo-Schiadigung wéhrend der
Blutaufarbeitung stattfinden konnten. Aus Abbildung 3.22 ist ersichtlich, dafl mit
Katalase (315 U/ml) versetzte Proben einen niedrigeren Spiegel an Fpg-sensitiven

Modifikationen aufwiesen. Der Unterschied wurde vor allem bei den Proben vor der
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Vitamin C-Einnahme deutlich. In Bezug auf die Einzelstrangbriiche war kein Effekt
durch Katalase feststellbar. Dies zeigte, dal} ein Katalasezusatz zwar offensichtlich nicht
immer notwendig war, aber doch einen schiitzenden Effekt vor einer ex-vivo-
Schéadigung haben konnte. Aufgrund dieses Ergebnisses wurde bei allen nachfolgenden
Experimenten und bei den Studien zu EPA und Ethanol den Blutproben routinemafig

Katalase zugesetzt.
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Abb. 3.22 Vergleich von frischen, humanen Lymphozyten vor und nach Einnahme von

1 g Vitamin C, mit und ohne Katalasezusatz; ohne Katalase: n = 9, mit Katalase: n = 21.

Die Untersuchung der tiefgefrorenen Lymphozyten unter dem Aspekt des
Katalasezusatzes (Abb. 3.23) zeigte keinen Unterschied zwischen vorbehandelten und
nicht vorbehandelten Proben. Allerdings war die Probenzahl ohne Katalsezusatz sehr

gering und es konnte sich auch um ein zufilliges Ergebnis handeln.
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Abb. 3.23 Vergleich tiefgefrorener, humaner Lymphozyten mit und ohne

Katalasezusatz; ohne Katalase: n = 2, mit Katalase: n=13.

3.2.4 Einflu der Kryokonservierung auf die Bildung von Modifikationen

Um fiir die nachfolgenden Studien sicherzustellen, ob die von Patienten und
Probanden gewonnenen Lymphozyten in tiefgefrorenem Zustand ohne Erhdhung des
DNA-Schadens gelagert werden konnen, wurden Vergleichsmessungen der beiden
Probenbehandlungen durchgefiihrt. Aus Abbildung 3.24 wird deutlich, daB3 sich weder
die Einzelstrangbriiche noch die Fpg-sensitiven Modifikationen durch den

Einfriervorgang weder vor noch nach der oralen Vitamin C-Aufnahme verdndern.
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Abb. 3.24 EinfluB von Kryokonservierung auf den DNA-Schaden. Vergleich frische

und tiefgefrorene humane Lymphozyten, vor und nach Vitamin C-Gabe, n = 12.

Wird in allen Untersuchungen zur oralen Vitamin C-Aufnahme der Ausgangswert,
also die Messung vor Aufnahme von Vitamin C, gleich 100 % und die Bestimmung 2 h
nach der Aufnahme dazu ins Verhiltnis gesetzt, so ergab sich insgesamt eine nicht
signifikante Senkung der Fpg-sensitiven Modifikationen auf 80 % des Ausgangswertes.
Dies traf sowohl fiir die direkt analysierten als auch fiir die gefroren gelagerten Proben

zu (Abb. 3.25). Die absoluten Werte gehen aus den Abbildung 3.24 hervor.

Veranderung der Fpg-sensitiven
Modifikationen (%)
3

frisch gefroren

Abb. 3.25 Veridnderung der Fpg-sensitiven Modifikationen nach Vitamin C-Aufnahme
in Prozent, 100 % entspricht dem Wert vor Vitamin C-Einnahme, n = 30 (frisch) und
n = 15 (gefroren).
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3.3 Einflul von Vitamin C auf Lymphozyten in vitro

Um den direkten Effekt von Vitamin C auf humane Lymphozyten unter Ausschlufl
von Einfliissen des Organismus zu untersuchen, wurden humane Lymphozyten mit
verschiedenen Konzentrationen Vitamin C im Medium fiir 2 h ex vivo unter
Zellkulturbedingungen kultiviert. Dabei stieg mit zunehmender Ascorbinsédure-
konzentration die Anzahl der Einzelstrangbriiche stark an, wéhrend die Fpg-sensitiven
Lésionen unverdndert blieben. Bei einer Konzentration von 1 mM traten ebenso viele
Einzelstrangbriiche wie Fpg-sensitive Modifikationen auf (Abb. 3.26). Das zeigt, da3
Vitamin C im Konzentrationsbereich bis 1 mM auch in Lymphozyten unter
Zellkulturbedingungen keinen Einflull auf den Untergrund der Fpg-sensitiven Schdden
hatte, was bereits fiir AS52-Zellen gezeigt wurde (sieche Abb. 3.2). Allerdings zeigte
sich im Gegensatz zu den AS52-Zellen in den Lymphozyten eine deutliche Erhéhung

der Einzelstrangbriiche bereits bei Konzentrationen von 500 uM.

0,350

0,300 ’\\‘/%’
0,250
0,200

0,150
0,100 /0/
0,050

0,000 M

T v T T T T

0 200 400 600 800 1000 1200
Konzentration Vitamin C (uM)

Modifikationen / 1 Mio bp

| —0—ssb  —@—Fpyg |

Abb. 3.26 EinfluB} einer zweistiindigen in vitro-Inkubation mit Vitamin C auf oxidative

DNA-Modifikationen in humanen Lymphozyten, n = 1.
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3.4 EinfluR von MMPDCD in AS52

Als weitere Substanz wurde nach Vitamin C das Carbazolderivat MMPDCD
(siehe Kapitel 1.5.1.2) auf oxidative DNA-Schiden, Mikrokerninduktion und Toxizitét
in AS52 getestet. Die Verbindung wurde im Arbeitskreis von Prof. U. Pindur am
Institut fiir Pharmazie der Universitit Mainz synthetisiert und zeigte in Vorversuchen
antioxidative Eigenschaften. Im folgenden sind der EinfluB von MMPDCD auf
oxidative DNA-Schiden im Untergrund und nach Induktion mit sichtbarem Licht und

mit dem Photosensibilisator Ro 198022 beschrieben.

3.4.1 Beeinflussung von DNA-Modifikationen durch MMPDCD

MMPDCD wurde in einem Konzentrationsbereich von 0 bis 1000 nM zur
Priainkubation in AS52-Zellen fiir eine Stunde eingesetzt und direkt anschlieBend der
oxidative DNA-Schaden bestimmt. Dabei fanden sich im Untergrundspiegel ein leichter
Riickgang der Fpg-sensitiven Modifikationen und ein leichter Anstieg der
Einzelstrangbriiche mit zunehmender Konzentration an MMPDCD (Abb. 3.27). Somit
konnte MMPDCD in Abhéngigkeit von der Konzentration einen Teil des oxidativen
Schadens, nimlich die Fpg-sensitiven Lésionen, verhindern, wéihrend ein anderer Teil,

die Einzelstrangbriiche, anstiegen.

S 0,250 7 = . . .
— % 7 // 7 i -|- *
S 0,200 % / / // v 7 T
E 0,150 % % % % %
g BN BN . .
~ 0100 % % % % %
AT By BNy En
: 3 KoniintrationsiAMPDCI;O?nM) - Di:go

Fpg

Abb. 3.27 Einflul von MMPDCD auf den Untergrund an oxidativen DNA-Schédden in
ASS52. Prainkubation mit MMPDCD fiir 1 h; n = 3; * p<5 %, + p<2,5 %, ** p<0,5 %.
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Anschlieend wurde die Empfindlichkeit der mit MMPDCD vorinkubierten AS52-
Zellen gegeniiber sichtbarem Licht bestimmt, wobei die Substanz wéhrend der
Schiadigung nicht anwesend war. Als Bezugsgrofie fiir den Untergrund wurde hier wie
auch in allen folgenden Untersuchungen zu MMPDCD eine vollig unbehandelte
Kontrolle verwendet. Wie aus Abb. 3.28 hervorgeht, beeintrichtigte die Prainkubation
mit MMPDCD nicht die Spiegel der induzierten oxidativen Schiden mit Ausnahme von
signifikant erhdhten Einzelstrangbriichen bei Konzentration von 300 und 1000 nM und

einer nicht signifikanten Senkung der Fpg-sensitiven Lasionen bei 100 nM.

0,350

0,300

0,250 -|-

0,200

—

0,150

0,100

Modi fi kationen / 1 M

0,050

0,000 -
0 3 10 30 100 300 1000 Ossb

Konzentration MMPDCD (nM) @Fpg

Abb. 3.28 EinfluB der Prdinkubation mit MMPDCD in AS52 fiir 1 h auf die
Schadensinduktion mit sichtbarem Licht (1000 W, 33 cm, 20 min). MMPDCD ist nicht
anwesend wahrend der Bestrahlung; der Untergrundspiegel von unbestrahlten und nicht

priainkubierten Zellen wurde in allen Fillen abgezogen, n = 5; ** p<0,5 %.

In Abbildung 3.29 sind die Ergebnisse der Suszeptibilititsuntersuchung gegeniiber
sichtbarem Licht fiir den Fall gezeigt, daB MMPDCD wéhrend der Bestrahlung
anwesend ist. MMPDCD konnte hier in Konzentrationen ab 100 nM die Bildung von
Fpg-sensitiven Modifikationen verhindern. Allerdings nahm unter den gleichen

Bedingungen auch die Anzahl der Einzelstrangbriiche zu.
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Abb. 3.29 EinfluB der Prdinkubation mit MMPDCD in AS52 fiir 1 h auf die
Schadensinduktion mit sichtbarem Licht (1000 W, 33 cm, 20 min; 450 kJ/mz).
MMPDCD ist wihrend der Bestrahlung anwesend; der Untergrundspiegel von
unbestrahlten und nicht prainkubierten Zellen wurde in allen Féllen abgezogen, n = 5;

*p<5 %, + p<2,5 %, ++ p<1 %, ** p<0,5 %.

AnschlieBend wurde der Einflul von MMPDCD auf eine Schadensinduktion mit
dem Photosensibilisator Ro 19-8022 untersucht. Dabei konnte der oxidative Schaden in
ASS52 durch Priinkubation und gleichzeitige Anwesenheit der Substanz bei der
Schadigung teilweise verhindert werden (Abb. 3.30). Bei allen Konzentrationen war der
Fpg-sensitive Schaden erniedrigt, wobei sich bei 30 nM ein Minimum fand. Bei
hoheren Konzentrationen stieg die Zahl der Lisionen wieder an, blieb aber unter dem

Niveau der unbehandelten Kontrolle.
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Abb.3.30 Induzierte Einzelstrangbriiche und Fpg-sensitiven Ldsionen in AS52 nach
Prainkubation mit MMPDCD (0 bis 1000 nM) fiir 1 h und Schidigung mit 50 nM
Ro 19-8022 und sichtbarem Licht (1000 W, 33 cm, 10 min) in Gegenwart von
MMPDCD; der Untergrundspiegel von unbestrahlten und nicht pridinkubierten Zellen

wurde in allen Féllen abgezogen; n = 4.

3.4.2 EinfluR von MMPDCD auf die Mikrokernrate

Um einen weiteren gentoxischen Endpunkt zu untersuchen, wurde der Einfluf3 einer
Vorbehandlung mit MMPDCD auf die Mikrokernrate von AS52-Zellen bestimmt.
Dabei fiel in mit MMPDCD préinkubierten Zellen eine signifikante Zunahme der
spontanen Mikrokernrate bei einer Konzentration von 30 nM und héher auf (Abb. 3.31).
MMPDCD induzierte dhnlich wie Vitamin C dosisabhingig Mikrokerne und konnte so

pro-oxidativ wirken.
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Abb. 3.31 EinfluB von MMPDCD-Prédinkubation auf die spontane Bildung von
Mikrokernen in AS52, n = 2-5, ** p<0,5 %.

Wurde die Mikrokernbildung in AS52 nach Schéidigung mit sichtbarem Licht
betrachtet, so zeigte sich nach Prdinkubation mit MMPDCD eine signifikante,
dosisabhingige Zunahme der Rate. Hierbei ist allerdings zu berticksichtigen, dal3 die
nicht prdinkubierte, aber bestrahlte Probe (Konzentration 0 nM), die in anderen
Versuchen (siche Abb. 3.7 und 3.46; Kapitel 3.1.2 und 3.5.3) bei 53 Mikrokernen / 2000
Zellen lag, keine Erhohung der Mikrokernrate iiber dem Untergrund aufwies. Wenn
man den induzierten Wert aus den anderen Untersuchungen zugrunde legt, zeigen die
beiden hochsten Konzentrationen MMPDCD noch eine deutlich erhohte Mikrokernrate
und bei niedrigeren Konzentrationen (3 und 10 nM) wére dann auch ein protektiver

Effekt denkbar.
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Abb. 3.32 Einflu von MMPDCD-Priinkubation auf die Induktion von Mikrokernen in
AS52 mit sichtbarem Licht (1000 W, 33 cm, 20 min; 450 kJ/mz), MMPDCD ist nicht
anwesend wihrend der Bestrahlung; n = 2 (3, 10 nM), n=3 (30, 100 ,300, 1000 nM),
n =5 (Kontrolle , 0 nM); ** p<0,5 %, * p<5 %.

Die Beeinflussung der mit dem Photosensibilisator Ro 19-8022 induzierten

Mikrokerne erwies sich ebenfalls als konzentrationsabhdngig. Bei Konzentrationen von

3 und 10 nM lag eine signifikant erniedrigte Mikrokernrate vor, wihrend die

nichsthéhere Konzentration von 30 nM bereits eine signifikante Erhdhung verursachte

(Abb. 3.33).
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Abb. 3.33 Induktion von Mikrokernen in AS52 nach Priinkubation mit MMPDCD und
Schéadigung mit Ro 19-8022 50 nM in Anwesenheit von MMPDCD, n = 4, * p<5 %,
+p<2,5 %, ** p<0,5 %; (**) Erhohung gegeniiber des bei 0 induzierten Schadens.
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3.4.3 EinfluR von MMPDCD auf die Zytotoxizitat in AS52-Zellen
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3.5 EinfluR von EPA in AS52

Wie in der Einleitung (Kapitel 1.5.2) beschrieben, wird von einem protektiven
Effekt eines hohen Konsums an Fischol, und damit an mehrfach ungesittigten ®3-
Fettsduren, auf das Herz-Kreislauf-System bereits seit langem berichtet (Jorgensen, K.
et al., 1986). Welchen Einflul die w3-Fettsduren EPA auf den DNA-Schaden in Zellen
hat, wurde bisher noch nicht genauer untersucht. Deshalb wurde in den nachfolgend
beschriebenen Untersuchungen die BeeinfluBbarkeit von basalen und induzierten
Basenmodifikationen, von Mikrokernraten und von der Uberlebensfihigkeit in AS52-

Zellen durch 50 uM EPA gemessen.

3.5.1 Resorption von EPA

Zunichst wurde der Gehalt an ®3-Fettsduren im Zellkern und im Zellysat von AS52-
Zellen nach Priinkubation mit verschiedenen Konzentrationen EPA fiir 24 h mit Hilfe
der GC/FID (siehe Kapitel 2.2.5) bestimmt. Dabei fiel auf, dal der Anteil an ®3-
Fettsduren im Kern insgesamt anstieg und nicht nur der Gehalt an EPA sondern auch
der an Docosahexaensdure (= C 22:6) zunahm. Per Anteil an den gesamten Fettsduren
in den Zellen verdoppelte sich der Gehalt an EPA durch eine Zugabe von 50 uM und
stieg absolut auf den fiinfachen Wert an (Abb. 3.37 und Abb. 3.38). Die Zunahme an
den Fettsduren insgesamt bzw. an Docosahexaensdure konnte auf das zugesetzte BSA
zurlickzufithren sein (siche Kapitel 2.2.6.4), welches nicht fettsdurefrei war und so

Verunreinigungen bei der Prainkubation verursachen konnte.
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Abb. 3.37 Gehalt an ®3-Fettsduren im Zellkern von AS52 nach 24-stiindiger

Priainkubation mit EPA (Angabe in mol % der Gesamtfettsduren).
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Abb. 3.38 Gehalt an ®3-Fettsduren im Zellkern von AS52 nach 24-stiindiger

Priainkubation mit EPA (Angabe in pmol/1 Mio Zellen).

Im Zellysat erhohte sich ebenfalls der Gehalt an EPA nach einer Supplementation

mit 50 uM und zwar sowohl relativ als auch absolut auf das 2 '2-fache (Abb. 3.39 und

Abb. 3.40). Damit war die Supplementation mit EPA moglich und eine Konzentration

von 50 uM konnte den Gehalt deutlich erhdhen.
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Abb. 3.39 Gehalt an 3-Fettsduren im Zellysat von AS52 nach 24-stiindiger

Priainkubation mit EPA (Angabe in mol % der Gesamtfettsduren).
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Abb. 3.40 Gehalt an 3-Fettsduren im Zellysat von AS52 nach 24-stiindiger
Priainkubation mit EPA (Angabe in pmol/ 1 Mio Zellen).

3.5.2 EinfluB von EPA auf oxidative DNA-Modifikationen

Eine Pridinkubation mit EPA in einem Konzentrationsbereich von 0 bis 500 uM
hatte keinen EinfluB3 auf den Untergrund an oxidativen DNA-Schidden in AS52-Zellen
(Abb. 3.41), wobei sich die Anzahl der Strangbriiche bei Konzentrationen zwischen 0,1

und 10 uM transient leicht erhohte. Die nachfolgenden Untersuchungen wurden jeweils

in unbehandelten Zellen und in mit 50 pM EPA vorbehandelten AS52 durchgefiihrt.
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Abb. 3.41 EinfluB von EPA auf den Untergrund an DNA-Modifikationen in AS52;
n =2 fiir 500 uM, n =4 fiir 0,1/1/10 uM, n = 10 fiir 50 uM und n = 14 fiir 0 uM EPA.
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Bei den Schéddigungen zur Induktion von oxidativen DNA-Schéden in AS52-Zellen
wurde zundchst mit sichtbarem Licht bestrahlt. Es zeigte sich hier kein Einflu} auf die
Suszeptibilitdt der Zellen durch eine Pridinkubation mit 50 uM EPA (Abb. 3.42), da
EPA die Schadensinduktion nicht verénderte.
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50 uM Ossb
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Abb. 3.42 Anzahl der induzierten Einzelstrangbriiche und Fpg-sensitiven Lédsionen in
ASS52 nach Prainkubation mit EPA (0, 50 uM) fiir 24 h und Schiadigung mit sichtbarem
Licht (1000 W, 33 cm, 20 min; 450 kJ/mz), n=4.

Auch die Induktion von oxidativen DNA-Schidden durch den Photosensibilisator
Ro 19-8022 konnte durch eine Prdinkubation mit 50 uM EPA nicht signifikant
beeinfluBt werden, obwohl die Zahl der FEinzelstrangbriiche leicht zurilickging
(Abb. 3.43).
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Abb. 3.43 Induzierte DNA-Modifikationen in AS52 nach Prdinkubation mit EPA (0,
50 uM) fiir 24 h und Schiadigung mit 50 nM Ro 19-8022 und sichtbarem Licht (1000 W,
38 cm, 10 min; 166 kJ/m?), n = 3.

Bei der dritten Schidigungsvariante, mit UVB, verhinderte die Vorbehandlung mit
EPA ebenfalls nicht die Anzahl der induzierten oxidativen Modifikationen (Abb. 3.44).
EPA war also nicht in der Lage, die Suszeptibilitit von AS52-Zellen gegeniiber einer

der untersuchten, exogenen Oxidation zu beeinflussen.
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Abb. 3.44 Induktion von Einzelstrangbriichen und Fpg-sensitiven Ldsionen in AS52
nach Prédinkubation mit EPA (0, 50 uM) fiir 24 h und Schiadigung mit UVB (50 cm,
14 min; 1,1 kJ/m?), n=4.
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3.5.3 Beeinflussung der Mikrokernrate durch EPA
Im Gegensatz zu Vitamin C und MMPDCD (siehe Kapitel 3.1.3 und 3.4.2)

beeinflulte EPA in einer Konzentration von 50 uM den Untergrund der spontanen

Mikrokernrate in AS52-Zellen nicht (Abb. 3.45).
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Mikrokerne / 2000 Zellen

Abb. 3.45 EinfluB von 50 uM EPA auf die Spontanrate von Mikrokernen in AS52,
n=09.

Bei der Induktion von Mikrokernen durch sichtbares Licht war die Vorbehandlung
mit 50 uM EPA in der Lage, die Suszeptibilitdit von AS52-Zellen zu verdndern. Die
Fettsdure senkte signifikant die Mikrokernrate um ca. 14 % (Abb. 3.46).
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Abb. 3.46 Einflu von 50 uM EPA auf die Induktion von Mikrokernen in AS52 mit
sichtbarem Licht (1000 W, 33 cm, 20 min; 450 kJ/m?) (vis = sichtbares Licht); n = 3
+p<2,5 %.
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Auch bei der Schiadigung mit dem Photosensiblisator Ro 19-8022 verhinderte die
Prdinkubation mit 50 uM EPA die Mikrokerninduktion signifikant (Abb. 3.47).
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Abb. 3.47 Induktion Mikrokernen in AS52 mit 50 nM Ro 19-8022 (1000 W, 38 cm,
10 min; 166 kJ/m?) nach EPA-Priinkubation (50 pM fiir 24 h), n = 3; ** p<0,5 %.

Bei der dritten Schidigungsart fand sich ebenfalls ein protektiver Effekt von EPA
auf die Mikrokernrate in AS52 (Abb. 3.48). EPA erwies sich also bei der Induktion von
Mikrokernen als effektiver Schutzfaktor, obwohl es die in der alkalischen Elution

gemessenen oxidativen DNA-Schéden nicht beeinflusste (sieche Kapitel 3.5.2).
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Abb. 3.48 Einflull von 50 uM EPA auf die Induktion von Mikrokernen in AS52 durch
UVB (50 cm, 14 min; 1,1 kJ/m?), n = 3; ** p<0,5 %.
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3.5.4 Einflul? von EPA auf die Zytotoxizitat

Durch Messung der ,,Cloning efficiency” (Kapitel 2.2.7) wurde die Toxizitdt der
angewendeten Schadigungen bestimmt, um den Vitalititszustand der Zellen nach der
Behandlung zu erfassen und um mogliche protektive Effekte der EPA-Vorbehandlung
gegeniiber toxischen Folgen der Schadigungen zu erkennen.

Auf ungeschidigte AS52-Zellen hatte EPA in einer Konzentration von 50 uM
keinen toxischen Einflu3 (Abb. 3.49)

100 N B AR — s s e
s T TR
RIS SIIRES B R ]
s s
—~ RS SEERIIRS
N—r
©
—_
0 N
ss) s
] s sS ARSI SRS
0 A B R SRR

Konzentration EPA (uUM)

Abb. 3.49 Einflul von 50 uM EPA auf die Uberlebensrate von AS52-Zellen, n = 11.

Bei der Schidigung mit dem Photosensibilisator Ro 19-8022 konnte EPA, im
Gegensatz zu Vitamin C (siche Kapitel 3.1.4), nicht die Toxizitdt der Behandlung
vermindern (Abb. 3.50).
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3.6 EinfluR von EPA in humanen Lymphozyten

Durch Teilnahme an einem von der Europdischen Kommission geférderten
Forschungsprojekt ergab sich die Moglichkeit, die protektive Wirkung von EPA
gegeniiber einer oxidativen DNA-Schidigung auch in vivo zu iberpriifen.
Ausgangspunkt des Projektes war der allgemein fiir ®3-Fettsduren beobachtete
kardioprotektive Effekt und eine Erhohung der MED durch EPA. Als Endpunkte der
Untersuchung wurden die Aufnahme von EPA in die Haut, die minimale Erythem-
bildende Dosis, die Immunantwort, die Lipidperoxidation, der GSH- und Vitamin E-
Gehalt und in Lymphozyten der oxidative DNA-Schaden bestimmt (siche Kapitel
2.2.2). Letztere Untersuchung war Teil der vorliegenden Arbeit.

Fiir die doppelt-blind durchgefiihrte Studie zur Wirkung von EPA wurden in der
dermatologischen Abteilung des Royal Liverpool University Hospital 14 freiwillige
Probanden rekrutiert. Jedem wurden an drei aufeinanderfolgenden Tagen Blutproben
entnommen, die Lymphozyten wie in 2.2.1.3 und 2.2.1.5 beschrieben isoliert und
eingefroren. Die Probanden erhielten dann {iber drei Monate eine Supplementierung mit
4 g EPA (Verumgruppe) oder Olsiure (Placebogruppe) tiglich in Form von Kapseln.
Nach Ablauf dieser Zeit wurden erneut an drei aufeinanderfolgenden Tagen Blutproben
genommen, Lymphozyten isoliert und eingefroren. Teile aller genommenen Blutproben

wurden zur Bestimmung des DNA-Schadens zur Verfiigung gestellt.

3.6.1 EinfluR von EPA auf die DNA-Modifikationen

In Abb. 3.52 sind die Einzelstrangbriiche und Fpg-sensitiven Modifikationen der
einzelnen Probanden der Placebogruppe als Mittelwerte aus den jeweils drei
Blutabnahmen vor und nach der Supplementation dargestellt. Um Schwankungen
zwischen den Messungen auszuschlieen, wurde die drei Proben eines Probanden
immer gleichzeitig in einem Versuch bestimmt. Der Proband DW bildet hier eine
Ausnahme, da bei ihm die Zellen der drei Blutabnahmen weger ihrer geringen Anzahl
gepoolt wurden. Bei den sieben Individuen war kein Trend einer Verdnderung durch die
Supplementation mit Olsdure erkennbar. Vielmehr fiel erneut auf, daB sich die Spiegel

an Fpg-sensitiven Modifikatione zwischen den Individuen stark unterscheiden.
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Abb. 3.52 EinfluB der Supplementierung mit Olsdure (Placebogruppe) auf die DNA-

Schiden in peripheren Lymphozyten, pre = vor und post = nach Supplementierung,

n=1, 3.

Fiir die Bestimmung des DNA-Schadens in der Verumgruppe wurde genauso

vorgegangen wie bei der Placebogruppe. Auch hier konnte aus Mangel an Lymphozyten

bei einem Kandidaten (JF) nur eine Bestimmung durchgefiihrt werden. Auch in dieser

Gruppe schwankten die Fpg-sensitiven Modifikationen mit Werten zwischen 0,15 und

0,30 Modifikationen/1 Million Basenpaare sehr stark. Ein Trend zu einem protektiven

oder noziven Effekt durch die Supplementation mit EPA fand sich nicht (Abb.3.53).
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Abb. 3.53 EinfluB der Supplementierung mit EPA (Verumgruppe) auf den DNA-

Schaden in peripheren Lymphozyten, pre = vor und post = nach Supplementierung

n=1, 3.



96 3. Ergebnisse

3.6.2 Vergleich Verum — Placebo — Gruppen
In Abb. 3.54 sind die Werte aus den beiden vorherigen Abbildungen als

Veridnderung zum jeweiligen Ausgangswert (100 %) prozentual dargestellt. Betrachtet
man die Fpg-sensitiven Modifikationen, so sanken diese in beiden Gruppen leicht, aber
nicht signifikant. In Bezug auf die Einzelstrangbriiche konnte man in der Placebogruppe
eine leichte Erhohung erkennen gegeniiber einer leichten Verminderung in der

Verumgruppe.
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Abb. 3.54 Verdnderung in Prozent zu den Werten vor der Supplementierung mit
Olsiure bzw. EPA. Die Werte der Probanden vor der Supplementierung entsprechen

jeweils 100 %.

3.7 EinfluR von Ethanol auf AS52

Zur Erfassung des Effektes von Ethanol auf den oxidativen DNA-Schaden wurden
zundchst kultivierte Zellen untersucht. Dazu wurden AS52-Zellen mit verschiedenen
Konzentrationen Ethanol im Medium fiir 2 h prdinkubiert und anschlieBend der
oxidative DNA-Schaden bestimmt. Dabei konnten leicht erhéhte Spiegel der
Einzelstrangbriiche und der Fpg-sensitiven Modifikationen beobachtet werden, wobei

diese Verdanderungen nicht signifikant waren (Abb. 3.55).
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Abb. 3.55 Einflull von Ethanol auf den DNA-Schaden in AS52, Inkubation fiir 2 h,
n=1-2

3.8 EinfluR wvon chronischer Ethanolaufnahme auf humane
Lymphozyten und Blutparameter

In Zusammenarbeit mit der Klinik fiir Psychatrie und Psychosomatik der
Universtitit Mainz wurde eine Studie zum EinfluB3 chronischem Alkoholkonsums auf
den oxidativen DNA-Schaden in menschlichen Lymphozyten durchgefiihrt. Dazu
wurden 32 freiwillige Patienten, die zur Entgiftung nach chronischem Alkoholkonsum
stationdr aufgenommen wurden, im Alter von 44,7 * 8,7 Jahre und 28 Kontrollpersonen
der gleichen Altersgruppe Altersgruppe (46,5 + 6,9 Jahre) in die Studie aufgenommen.
Wie in Abb. 2.1 dargestellt ist, wurde den Patienten bei stationdrer Aufnahme (ty), zwei
Tage nach der Aufnahme wihrend der Entgiftungstherapie (t;) und nach Abschluf3 der
Therapie am Entlassungstag (t,) zur Lymphozytenisolierung Blutproben entnommen
(siehe Kapitel 2.2.1.3). Den Kontrollpersonen wurde nur einmalig Blut entnommen (t).
Die isolierten Zellen wurden eingefroren, um spéter ihren DNA-Schaden zu bestimmen.
AuBerdem wurde bei der ersten und dritten Entnahme ein klinisches Blutbild erstellt.
Dariiberhinaus wurden alle Probanden mit Hilfe eines standardisierten Fragebogens
(Form 90) zu ihrem Alkoholkonsum der letzten 90 Tage vor der stationdren Aufnahme

befragt.
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3.8.1 Erhebung des Alkoholkonsums vor Probennahme

Zur Erfassung des gesamten Alkoholkonsums der letzten drei Monate vor
stationdrer Aufnahme bzw. vor Probennahme wurden die Probanden mit Hilfe eines
Formblattes zu ihrem Trinkverhalten befragt. Die Aufaddierung fiir die einzelnen
Patienten und Probanden ist in den Abbildungen 3.56 und 3.57 dargestellt. Der
durchschnittliche Alkoholkonsum lag in der Kontrollgruppe bei 675 + 552 g und in der
Patientengruppe bei 11930 = 10483 g Ethanol.
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Abb. 3.56 Alkoholkonsum der Kontrollgruppe in den letzten 90 Tage vor Probennahme.
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Abb. 3.57 Alkoholkonsum der letzten 90 Tage in der Alkoholikergruppe. Die Angaben
zu den Patienten 25, 27, 28 und 31 fehlen.



3. Ergebnisse 99

Die Abbildungen 3.58 und 3.59 zeigen den Alkoholkonsum der Kontroll- und der
Patientengruppe in den letzten 30 Tagen vor der Probennahme. Der durchschnittliche
Alkoholkonsum lag bei 174 + 160 bzw. 4740 + 3388 g pro Proband. In diesem
Zeitraum, der wegen der zu erwartenden, eher kurzfristigen Effekte auf die DNA
besonders von Bedeutung ist, konsumierten die Alkoliker somit etwa 27 mal mehr

Ethanol als die Kontrollpersonen.
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Abb. 3.58 Alkoholkonsum der Kontrollen in den letzten 30 Tage vor Probennahme.
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Abb. 3.59 Alkoholkonsum der Alkoholiker in den letzten 30 Tage vor der
Probennahme. Die Angaben zu den Patienten 25, 27, 28 und 31 fehlen.
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100

3.8.2 Einflul3 von Ethanol und von Ethanolentzug auf die DNA-Modifikationen
in humanen Lymphozyten
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Untergrundspiegel
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In den Abbildungen 3.60 und 3.61

sensitiven Modifikationen der Kontroll- und der

hen und Fpg
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Einzelstrangb

Patientengruppe zum Zeitpunkt ty angegeben. Es handelt sich hier um den Mittelwert

aus jeweils zwei unabhéngigen Bestimmungen der gleichen Probe. Auffillig war hier

-Schidden zwischen den

wiederum die grofle interindividuelle Schwankung der DNA

einzelnen Probanden, besonders in der Patientengruppe.
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Abb. 3.60 Untergrund an oxidativen DNA-Modifikationen in der Kontrollgruppe, n
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Abb. 3.61 Untergrund oxidativen DNA-Modifikationen in der Alkoholikergruppe,
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Mittelt man die Werte der jeweiligen Gruppe, so ergibt sich der in Abbildung 3.62
dargestellte Vergleich. Die Einzelstrangbriiche waren in der Kontrollgruppe etwas
niedriger und die Fpg-sensitiven Lésionen signifikant (um 12,5 %) niedriger als in der

Alkoholikergruppe.
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Abb. 3.62 Vergleich der oxidative DNA-Schidden in den Proben von Kontrollpersonen
(n =28) und Alkoholikern (n =32), *: p <5 %.

In Abbildung 3.63 sind die zum Zeitpunkt t, gemessenen Blutalkoholkonzen-
trationen der Alkoholiker und der Kontrollen gegen den Fpg-sensitiven Modifikationen
dargestellt. Dabei zeigte sich innerhalb der Alkoholiker mit zunehmenden
Alkoholgehalt ein sinkender oxidativer DNA-Schaden. Allerdings verschwand dieser
Zusammenhang wieder, wenn man die Kontrollpersonen (mit einer angenommenen
Blutalkoholkonzentration von 0 mg/dl) mit einbezog. Ein mit steigendem akuten
Alkoholspiegel sinkender DNA-Schaden wiirde fiir einen antioxidativen Effekt von
Ethanol besonders in Konzentrationen gréfer 260 mg / dl sprechen. Allerdings zeigte
sowohl Abb. 3.62 als auch Abb. 3.63, daB3 Alkoholiker, vermutlich aufgrund ihres durch
chronischen Miflbrauch induzierten Leberschadens, einen hoheren DNA-Schaden haben

als Kontrollpersonen.
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Abb.3.63 Korrelation der Alkoholkonzentration bei Aufnahme mit Fpg-sensitiven
Modifikationen (lineare Regression nur durch die Punkte der Alkoholiker).

Wie in Kapitel 2.2.3 beschrieben wurden von den Patienten im Verlauf der
Entgiftung wiederholt Blutproben entnommen. Abbildung 3.64 zeigt die oxidative
DNA-Schéden wihrend dieses Zeitraumes. Sowohl die Einzelstrangbriiche (Daten nicht
gezeigt) als auch die Fpg-sensitiven Lisionen der drei MeBpunkte unterschieden sich
kaum. Der deutliche Unterschied zur Kontrollgruppe blieb aber bestehen, was fiir einen
chronischen Schaden in der Alkoholikergruppe spricht. Betrachtet man die prozentuale
Veridnderung jeweils gegeniiber dem Aufnahmezeitpunkt to = 100 % (Abb. 3.65), so
zeigte sich zum Zeitpunkt t; eine signifikante Erhohung der Einzelstrangbriiche auf
117,5 % und zum Zeitpunkt t, ein signifikanter Anstieg der Fpg-sensitiven Lésionen auf
109,5 % jeweils gegeniiber ty,. Dariiberhinaus waren die MeBwerte fiir die drei

Zeitpunkte bei beiden Parametern korreliert (Tab. 3.4).
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Der unabhingig aus Abb. 3.63 und Abb. 3.65 hervorgehende antioxidative
Effekt wurde in Abb. 3.66 fiir die Entgiftungsphase noch einmal genau aufgeschliisselt.
Dafiir wurden die Alkoholiker nach ihrem akuten Blutalkoholspiegel bei Aufnahme in
drei Gruppen eingeteilt (Probanden ohne meBbaren Alkoholspiegel, Probanden mit
einem Ethanolspiegel bis 260 mg / dl und Probanden mit einer Blutalkoholkonzentra-
tion tiber 260 mg / dl) und ihre individuelle Schadensverdnderung beziiglich der Fpg-
sensitiven Modifikationen wihrend der Entgiftung dargestellt. Bei der Gruppe mit den
hochsten Blutalkoholkonzentrationen und den niedrigsten Untergrundspiegeln bei
Aufnahme erhohte sich unter Alkoholentzug bei nahezu allen Probanden der oxidative
DNA-Schaden (Teil E und F der Abb. 3.66). Somit scheint Ethanol in diesem
Konzentrationsbereich antioxidative Eigenschaften zu besitzen, die aber vermutlich

nicht langfristig durch eine Alkohol-bedingte Leberschiadigung bestehen kann.
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Abb. 3.66 Fpg-sensitive Modifikationen zu den drei MefBzeitpunkten (1: to, 2: t; und

3:t;) in der

Alkoholikergruppe.

A und B: Alkoholiker ohne

meBbare

Blutalkohol-konzentration, C und D: Alkoholiker mit einer Blutalkoholkonzentration

von bis zu 260 mg / dl, E und F: Alkoholiker mit einer Blutalkoholkonzentration von

iiber 260 mg / dl bei Einlieferung. A, C, E: relative Verdngerung gegeniiber ty; B, D, F:

Absolute Mef3werte.
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3.8.3 Vergleich der sonstigen Blutparameter zwischen Kontroll- und

Alkoholikergruppe

Tab. 3.1 zeigt als Ubersicht die Mittelwerte aller Parameter, die in der

Kontrollgruppe und in der Patientengruppe zum Zeitpunkt der Aufhahme (ty) und der

Entlassung (t,) erfa3t wurden.

Parameter Kontrollen Alkoholiker tg Alkoholiker t,
Alter (Jahre) 46,5+ 6,9 44,7 + 8.7 -

ssb 0,041 + 0,008 0,061 £ 0,036 0,057 £ 0,024
Fpg 0,221 +£ 0,043 0,252 + 0,085 0,259 + 0,071
Alkoholkonsum 90d (g) 674,77+ 551,5 | 11930,1 £ 10483,0 -
Alkoholkonsum 30d (g) 1744 £160,4 4739,7 +3388,0 -
Vitamin A (ng/ml) 850,0+177,9 1022,4 +328.9 n.b.
Vitamin E (ug/ml) 12,7+5.2 11,5+4,6 n.b.
25-OH-Vitamin D (ng/ml) 12,6 + 3,1 10,6 + 7,8 n.b.
1,25-diOH-Vitamin D (pg/ml) 37,4+10,3 35,2+ 13,7 n.b.
Vitamin B1 (ng/ml) 73,8+ 12,1 61,0184 n.b.
Vitamin B2 (ng/ml) 264 + 34 235+ 48 n.b.
Vitamin B6 (ng/ml) 443 +329 33,4+22,6 n.b.
CDT (%) 3,48 +0,77 10,09 + 5,35 n.b.

TG (mg/dl) 211,2 +155,2 165,1 +101,1 128,3 + 36,0
Cholesterin (mg/dl) 210,6 £ 37,2 215,3 £ 64,7 174,0 £ 53,0
HDL (mg/dl) 51,2+ 10,7 82,7 + 26,1 55,5+ 30,6
LDL (mg/dl) 125,7 + 34,6 99,5+ 59,2 92.8+278
Ri-Index 2,54 +£0,8 1,32+ 0,83 2,1+1,0
Leukozyten/nl 6,4+1,5 8,6 3,5 7,92+25
Ery's /pl 5,1+0,3 4,62 + 0,48 4,34 + 0,36
Hb (g/dl) 153+1,2 15,0+ 1,6 17,5+ 18,1
HK (%) 44,2 +£3,0 44,1 + 4.6 41,8 +£3,8
MCV (f1) 86,6 + 3,1 95,5+ 6,1 96,5+ 6,5
MCH (pg) 29,9+ 1,6 325+23 32,7+2.1
MCHC (g/dl) 345+1,2 34,0+0,9 33,9+0.,8
EVB (%) 13,0+0,7 13,8 +1,7 13,6 1,7
Thromb /nl 231,0 £ 49,7 219,5+ 84,8 300,2 +£ 1440
MTYV (f1) 89+1,1 8,38 £0,92 8,6 +£0,8
INeutrophile (%) 59,2 +8,2 66,3 +12,0 63,2+9,2
Lymphozyten (%) 31,7+ 6,8 25,5+ 11,7 25,0+7,1
Monozyten (%) 57+ 1,0 5,6 +2,1 8,1 +3,1
Eosinophile (%) 29+22 2,0+1,7 2,8+3,0
Basophile (%) 0,704 0,704 0,9+0,7
GOT (U/l) 24,5 +8,1 78,2 +£46,2 444 + 31,6
GPT (U/l) 30,7+ 12,3 55,9 +33.3 62,1 +£63,3
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GLDH (U/1) 49+33 26,0 +£27,5 17,1 £454
AP (U/1) 177,4 + 49,4 234,5+95,8 206,4 + 71,8
GGT(U/N) 30,3 + 20,7 2484 + 3349 208,3 + 184,3
LDH (U/1) n.b. 445 + 152 426,0 + 14,0
Natrium (mmol/1) 1399+ 1,5 139,6 +4,2 141,2+3,0
Kalium (mmol/I) 4,1+0,3 4,1+0,5 42+0,4
Calcium (mmol/I) 2,3+0,1 24+0,2 2,43 +0,13
Magnesium (mmol/l) 0,83 + 0,06 0,82 +0,07 0,86 + 0,03
Chlorid (mmol/l) 100,6 + 1,9 99,1 £4,6 102,5+0,7
CreatinK (U/I) 123,0 + 56,8 226,1 £215,7 100,4 + 67,1
Lipase (U/I) 449+ 16,5 44,6 £ 19,3 343+ 6,1
Creatinin (mg/dl) 1,1 £0,2 0,89 +0,13 0,94 +£0,13
Harnstoff (mg/dl) 14,3 +3,9 8,8+3,3 9,3+3,3
Harnsiure (mg/dl) 5,6x1,5 6,0+1,3 5,0+1,1
Phosphat (mg/dl) 3,6 £0,7 3,60,8 3,7+£0,6
Gesamtbilirubin (mg/dl) 0,7+0,3 0,8 +0,6 0,5+0,4
Gesamteiweil} (g/1) 72,9+2,5 74,2 £6,5 72,1 £5,7
Glucose (mg/dl) 87,2+ 14,3 99,5+214 98,8 +23,2
Quickwert (%) 99,2 + 8,7 1004 + 14,8 99.6 + 16,2
aktiviertes PTT (sec) 30,6 +2.9 31,8+5,3 349+7,6
Thrombinzeit (sec) 16,9+ 0,9 16,7+ 1,4 15,6 £0,5
Fibrinogen (mg/dl) 258,3+61,0 285,7+92,0 413,1 £ 86,7
C-reaktives Protein (mg/l) 30+£24 5,5+94 52+5,7
Fe (ng/dl) 94,0 +£23,2 151,1 + 69,1 87,0+ 37,4
Ferritin (ng/ml) 196,6 +192,5 473,0 +443,1 n.b.
Vitamin B12 (pg/ml) 4372 +105,6 4459 + 159,5 n.b.

Tab. 3.1 Gemessene (Blut)Parameter der Kontrollen und der Patienten (n.b.: nicht

bestimmt).

Verglich man die in Tabelle 3.1 aufgefiihrten Mittelwerte zum Zeitpunkt t, mit

Hilfe von Student‘s T-Tests, so ergaben sich fiir folgende Parameter signifikante

Unterschiede zwischen der Kontroll- und der Patientengruppe, die in den Abbildungen

3.67 bis 3.69 dargestellt sind:

Fpg-sensitive Lasionen (p<5 %)
Vitamin E (p<0,5 %)

Vitamin D (p<0,5 %)

Vitamin B; (p<0,5 %)

Vitamin B¢ (p<0,5 %)

CDT (p<0,5 %)

LDL (p<2,5 %)

Vitamin A (p<0,5 %)

Folsdure (p<0,5 %)
Dihydroxy-Vitamin D (p<0,5 %)
Vitamin B, (p<0,5 %)

GOT (p<0,5 %)

HDL (p<0,5 %)

RI-Index (p<0,5 %)
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Leukozyten (p<0,5 %) Erythrozyten (p<0,5 %)
MCYV (p<0,5 %) MCH (p<0,5 %)
MCHC (p<S5 %) EVB (p<2,5 %)

MTV (p<2,5 %) Neutrophile (p<0,5 %)
Lymphozyten (p<<1 %) Eosinophile (p<5 %)
GPT (p<0,5 %) GLDH (p<0,5 %)

AP (p<0,5 %) GGT (p<0,5 %)
Creatinin (p<0,5 %) Harnstoff (p<0,5 %)
Eisen (p<2,5 %) Ferritin (p<5 %)

EKontrollen B Alkoholiker

Abb. 3.67 Mittelwerte verschiedener, in den beiden Gruppen signifikant
unterschiedlicher Parameter [Fpg-Werte: (Modifikationen/10” bp); CDT: (%);
Leukozyten: (Anzahl/nl); MTV: (fl); Eosinophile: (%); Erythrozyten: (Anzahl/pl);
Creatinin: (mg/dl); Folsdure: (ng/ml); EVB: (%); Harnstoff: (mg/dl)].
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Abb. 3.68 Mittelwerte verschiedener, in den beiden Gruppen signifikant
unterschiedlicher Parameter [MCV: (fl); MCH: (pl); MCHC: (g/dl); Neutrophile: (%);
Lymphozyten: (%); GOT: (U/1); GLDH: (U/l); GPT: (U/l); Vitamin E: (ug/ml); Vitamin
D: (ng/ml); Dihydroxy-Vitamin D: (pg/ml); Vitamin Bg: (ng/ml)].
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Abb. 3.69 Mittelwerte verschiedener, in den beiden Gruppen signifikant
unterschiedlicher Parameter [Eisen: (pg/dl); Ferritin: (ng/ml); AP: (U/l); LDL: (mg/dl);
GGT: (U/l); HDL: (mg/dl); Vitamin A: (ng/ml); Vitamin B;: (ng/ml); Vitamin B,:
(ng/ml)].
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3.8.4 Korrelationen der Blutparameter nach Pearson

Setzt man den Ethanolkonsum mit den DNA-Schidden zum Zeitpunkt der
Aufnahme (tp) in Beziehung, so ergeben sich fiir einen Zeitraum von 90 Tagen vor
Probennahme die Abbildungen 3.70 und 3.72 und fiir den Zeitraum von 30 Tagen die
Abbildungen 3.71 und 3.73. Nach Pearson korrelierte iiber alle Probanden die Anzahl
der Einzelstrangbriiche mit dem Alkoholkonsum iiber 90 Tage (Korrelation: 0,345 /
Signifikanz: 0,009 / n: 56) und iiber 30 Tage (0,359 / 0,007 / 56), wahrend bei den Fpg-
sensitiven Lésionen ein solcher Zusammenhang nicht erkennbar war. Dies ist zum Teil
durch die akuten antioxidativen Effekte des Ethanols (Abb. 3.63) bedingt. Eine stérkere,
aber immer noch nicht signifikante Korrelation ergibt sich fiir die Alkoholiker wenn die
Fpg-sensitiven Modifikationen zum Zeitpunkt t; oder t, mit dem ladngerfristigen

Alkoholkonsum in Beziehung gesetzt werden (Abb. 3.74 und 3.75).
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Abb. 3.70 Korrelation des Alkoholkonsums iiber 90 Tage vor Probenaufnahme mit der
Anzahl der Einzelstrangbriiche in Alkoholikern und Kontrollpersonen zum Zeitpunkt

der Aufnahme, n = 56.
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Abb. 3.71 Korrelation des Alkoholkonsums iiber 30 Tage vor Probennahme mit der
Anzahl der Einzelstrangbriiche in Alkoholikern und Kontrollpersonen zum Zeitpunkt

der Aufnahme, n = 56.
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Abb. 3.72 Korrelation des Alkoholkonsums iiber 90 Tage vor Probennahme mit den
Fpg-sensitive Modifikationen in Alkoholikern und Kontrollpersonen zum Zeitpunkt der

Aufnahme, n = 56.
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Abb. 3.73 Korrelation des Alkoholkonsums der letzten 30 Tage vor Probennahme mit
den Fpg-sensitive Modifikationen in Alkoholikern und Kontrollpersonen zum Zeitpunkt

der Aufnahme, n = 56.
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Abb. 3.74 Korrelation der Fpg-sensitiven Modifikationen mit dem Alkoholkonsum;
Kontrollen Werte vom Zeitpunkt ty und fiir Alkoholiker zum Zeitpunkt t; (n = 28).
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Abb. 3.75 Korrelation der Fpg-sensitiven Modifikationen mit dem Alkoholkonsum;
Kontrollen Werte vom Zeitpunkt ty und fiir Alkoholiker zum Zeitpunkt t,, (n = 28).

Fiihrt man mit den in Tabelle 3.1 aufgefiihrten Werten fiir jede Gruppe eine
Korrelationsanalyse nach Pearson durch, so ergaben sich fiir die in der Studie erfassten
Vitamine (A, E, D, By, B,, B¢, Bi2) keine signifikante Korrelationen mit der Anzahl der
Einzelstrangbriiche oder mit der Anzahl der Fpg-sensitiven Modifikationen. Alle
Korrelationen mit einem Signifikanzniveau von p<0,050, die sich innerhalb der
Kontrollgruppe rein rechnerisch fanden, sind in Tabelle 3.2 dargestellt, die der

Patientengruppe in Tabelle 3.3.



114

3. Ergebnisse

Parameter 1 Parameter 2 Korrelation | Signifikanz | Probenzahl n
Vitamin E Vitamin B2 0,782 0,013 9
Vitamin E Vitamin B6 0,782 0,013 9
Vitamin E Folsdure 0,974 0,000 9
Vitamin B2 Vitamin B6 0,772 0,015 9
Vitamin B2 Folsdure 0,869 0,002 9
Vitamin B6 Vitamin B12 0,833 0,005 9
Vitamin B6 Folsdure 0,795 0,001 9
Vitamin A Vitamin E 0,516 0,010 24
GOT GPT 0,651 0,000 26
GOT GLDH 0,518 0,007 26
GLDH GGT 0,420 0,032 26
GGT schwere Trinktage 0,562 0,002 28
GOT GGT 0,512 0,008 26
GPT GGT 0,423 0,031 26
GPT ssb -0,455 0,020 26
GLDH schwere Trinktage 0,437 0,025 26
GPT ssb -0,455 0,02 26
T3 ssb -0,783 0,022 8
Lipase Fpg -0,809 0,008 9
Phosphat Fpg 0,792 0,011 9
TZ Fpg -0,847 0,008 8
T4 Fpg 0,750 0,032 8

Tab. 3.2 Statistisch signifikante Korrelationen (nach Pearson) der Blutparameter in der

Kontrollgruppe.

Parameter 1 Parameter 2 Korrelation | Signifikanz Probenzahl n
Ty Vitamin A Ty Vitamin D 0,414 0,018 32
Ty Vitamin A Ty Vitamin B6 -0,442 0,013 31
Ty Vitamin D Ty dVitamin D 0,459 0,009 31
Ty Vitamin D Ty Vitamin B12 -0,554 0,001 32
Ty dVitamin D Ty Vitamin B12 -0,362 0,045 31
Ty Vitamin B1 Ty Folsdure -0,518 0,004 29
Ty Vitamin B12 | Ty Folsaure 0,439 0,013 31
Ty Vitamin A Ty Vitamin E 0,410 0,020 32
To ssb T, ssb 0,674 0,000 31
Ty ssb T, ssb 0,552 0,001 31
T, ssb T, ssb 0,582 0,001 31
Ty Fpg T, Fpg 0,814 0,000 31
To Fpg T, Fpg 0,636 0,000 31
T, Fpg T, Fpg 0,604 0,000 30
Ty CDT Ty GOT 0,404 0,033 28
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To CDT To GLDH 0,459 0,014 28
Ty MCV T, MCV 0,895 0,000 29
To GOT To GPT 0,827 0,000 31
Ty GOT Ty GLDH 0,714 0,000 31
To GLDH To GGT 0,390 0,030 31
Ty GGT Trinktage 0,395 0,041 27
Ty GOT Ty AP 0,389 0,031 31
Ty GPT To GLDH 0,597 0,000 31
Ty GLDH T, GLDH 0,497 0,006 29
Ty AP T, AP 0,730 0,000 29
Ty GGT T, GGT 0,598 0,001 29
T, GOT T, GPT 0,855 0,000 30
T, GOT T, GLDH 0,823 0,000 30
T, GOT T, AP 0,528 0,003 30
T, GOT T, GGT 0,625 0,000 30
T, GPT T, GLDH 0,916 0,000 30
T, GPT T, AP 0,376 0,041 30
T, GPT T, GGT 0,542 0,002 30
T, GLDH T, AP 0,420 0,021 30
T, GLDH T, GGT 0,518 0,003 30
T, AP T, GGT 0,519 0,003 30
T, MCV T, ssb -0,371 0,047 29
T, ssb GTM 90 0,440 0,019 28
T, ssb GTM 30 0,467 0,012 28
T, ssb GTM 60 0,397 0,036 28
T, ssb GTM 90 0,407 0,032 28
To GGT GTM 90 0,731 0,000 27
Ty MCV Trinktage 0,525 0,005 27
Ty MCV schwere Trinktage 0,393 0,043 27
Ty GGT schwere Trinktage 0,396 0,041 27
Ty ClI To ssb -0,412 0,026 29
To HS Ty ssb 0,505 0,004 31
Ty Gluc Ty ssb 0,543 0,001 32
T, HDL T, ssb -0,981 0,019 4
T, RI T, ssb 0,996 0,004 4
T, Leuko T, ssb 0,369 0,049 29
T, MCV T, ssb -0,371 0,047 29
T, Throm T, ssb 0,434 0,019 29
T, GEIW T, ssb 0,451 0,012 30
T, PTT T, ssb 0,891 0,007 7
To MTV Ty Fpg 0,358 0,048 31
T, MTV T, Fpg 0,389 0,037 29
T, GEIW T, Fpg -0,374 0,042 30
T, CRP T, Fpg 0,557 0,025 16

Tab. 3.3 Statistisch signifikante Korrelationen (nach Pearson) der Blutparameter in der

Patientengruppe (alle Zeitpunkte).
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Uber die in den Tabellen 3.2 und 3.3 dargestellten Korrelationen hinaus gab es

noch solche, die sowohl in den beiden Untergruppen also auch im gesamten

Probandenkollektiv auftraten. Diese sind in Tabelle 3.4 aufgefiihrt und fiir die
Beziehungen zwischen Vitamin A und Vitamin E, GOT und GPT und von GGT und
Trinktage in den Abbildungen 3.74 bis 3.76 dargestellt.

Paramter 1 Parameter 2 Korrelation | Signifikanz Probenzahl n
Ty Vitamin A Ty Vitamin E 0,352 0,024 56
Ty GOT To GPT 0,842 0,000 57
Ty GOT Ty GLDH 0,781 0,000 57
Ty GLDH To GGT 0,504 0,000 57
To GGT Trinktage 0,461 0,000 55

Tab. 3.4 Korrelation von Blutparametern im Gesamtkollektiv

Vitamin E (ug/ml)
&
o
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Abb. 3.74 Korrelation von Vitamin A- mit Vitamin E-Werten im Probandenkollektiv.
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Abb. 3.75 Korrelation von GOT- mit GPT-Werten im Probandenkollektiv.
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Abb. 3.76 Korrelation von GGT-Werten mit der Anzahl der Trinktage (innerhalb von

90 Tagen vor der Blutentnahme) im Probandenkollektiv.



118 3. Ergebnisse

3.8.5 EinfluB der Lagerzeit auf den DNA-Schaden
Um den FEinfluB der Lagerzeit auf den DNA-Schaden in den

Lymphozytenproben zu untersuchen, wurden alle Einzeluntersuchungen mit ihrer
jeweiligen Lagerungszeit und den Fpg-sensitiven Modifikationen bzw. der Zahl der
Einzelstrangbriichen in Abbildungen 3.77 bzw. 3.78 dargestellt. Dabei zeigte sich bei
den Fpg-sensitiven Lédsionen kein Zusammenhang zur Lagerzeit, womit eine
Vermessung der Lymphozytenproben unabhidngig von der Lagerdauer erfolgen kann.
Bei den Einzelstrangbriichen war eine leichte Zunahme mit lingerer Lagerzeit zu

beobachten.
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Abb. 3.77 Korrelation von der Lagerzeit der Proben mit den Fpg-sensitiven

Modifikationen (fiir alle Einzelmessungen aller Probanden).



3. Ergebnisse 119

o
N
a
o

o
o
i)
= 0,200
— i 0‘
= .
o
< 0,150
S
= L J L J
o * * * * ¢ ?
o> 0,100 7‘ﬁﬁs—s @
C ‘ ¢ ® L J L 2 a
@ . .4 r~ X
] <* L ' L) *
%) ] ® *
¥ 0,050 . L2
o s *8&
= ~ Coe
W 0,000 : : ‘ : : :
0 50 100 150 200 250 300 350
Lagerzeit (Tage) # Alkoholiker © Kontrolle

Abb. 3.78 Korrelation von der Lagerzeit der Proben mit der Anzahl der

Einzelstrangbriiche (fiir alle Einzelmessungen aller Probanden).
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4 Diskussion

4.1 Wirkung von Vitamin C auf den oxidative DNA-Schaden in Zellkultur und
in vivo

In dieser Arbeit wurde der EinfluB von Vitamin C auf eine DNA-Schidigung
sowohl in vitro als auch in vivo untersucht. Obwohl der Hamster nicht zu den Spezies
mit Mangel an L-Gulonolacton-Oxidase gehort, findet sich in routineméfig kultivierten
AS52-Zellen nur eine sehr niedrige Konzentration an Ascorbinsdure (Abb.3.1). Der
Gehalt kann aber effektiv innerhalb von 2 h durch Supplementierung des
Zellkulturmediums mit fiir den Menschen physiologischen Konzentrationen von 50 und
100 uM Vitamin C erhéht werden (Abb. 3.1). Auch die Resorption einer oralen Gabe
von 1 g Ascorbinsdure aus dem Gastrointestinal-Trakt ins Blut erfolgt rasch und erh6ht
innerhalb von 1 h den Plasmaspiegel beim Menschen (Abb. 3.18). Pharmakokinetische
Untersuchungen zeigen zwar eine dosisabhingige Reduktion der Resorptionsquote von
Ascorbinsdure (Mutschler et al., 2001), doch auch in allen fritheren Studien fiihrte jede
orale Dosis zu einer Erhéhung des Vitamin C-Plasmaspiegels (Vojdani et al., 2000;
Jacobson et al., 2000; Lee et al., 1998).

Bei der Bestimmung des Untergrundspiegels an oxidativen DNA-Schidden in AS52-
Zellen ergab sich keine Verdnderung durch eine Prdinkubation mit Ascorbinsdure in
einem Konzentrationsbereich bis 1 mM (Abb. 3.2). Frithere Untersuchungen im
Arbeitskreis zeigten, dass bei hoheren Konzentrationen (10 und 20 mM) der oxidative
Schadens zunimmt, also eine pro-oxidative Wirkung von Vitamin C zu beobachten ist
(Will et al., 1999). In anderen in vitro-Untersuchungen an isolierter DNA oder an
Zellkernen fand sich ein pro-oxidativer Effekt von Vitamin C nur in Gegenwart von
zusitzlichen Metallionen, so daBl ROS iiber eine Fenton-Reaktion generiert werden
konnten (vgl. Kapitel 1.1 und 1.2) und dadurch DNA-Schiden méglich waren (Drouin
et al., 1996 ; Fischer-Nielsen et al., 1992; Hu et al., 1997). Bei in vitro-Inkubation fiir
2h von humanen Lymphozyten mit Ascorbinsdure erhohte sich die Anzahl der
Einzelstrangbriiche ab einer Konzentration von 500 uM, wiéhrend sich die Fpg-
sensitiven Modifikationen nicht verdnderten (Abb. 3.26). In der Literatur wird von
einem Effekt auf Einzelstrangbriiche unter diesen Bedingungen bereits ab einer
Konzentration von 200 uM Vitamin C berichtet (Green et al., 1994). Weiterhin fiel auf,
daBl 100 uM Vitamin C - eine nicht DNA-schddigende Dosis - einen signifikanten
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EinfluBl auf die Bildung von Mikrokerne hatte (Abb. 3.7), welcher bei 50 uM noch nicht
auftrat.

Bei exogen induzierten DNA-Schiden war Ascorbinsdure in der Lage, den durch
sichtbares Licht induzierten Schaden signifikant und den durch UVB hervorgerufenen
nicht signifikant zu verhindern (Abb. 3.3 und Abb. 3.5). Hier wirkte Ascorbinsdure also
protektiv. Ahnliches fanden auch andere Arbeitsgruppen. Diese fanden einen
antioxidativen Effekt von Ascorbinsdure in Abwesenheit von Metallionen, durch den
sowohl im zellfreien System (Fiala et al., 1996; Wei et al., 1998) als auch in Zellkultur
(Noroozi et al., 1998, Fischer-Nielsen et al., 1993, Pflaum et al., 1998) die Bildung von
8-0x0G durch UV-Strahlung und andere Oxidantien verhindert werden konnte.
Erstaunlicherweise zeigte Vitamin C aber gegeniiber der Schiddigung mit
Photosensibilisator Ro 19-8022 und sichtbarem Licht keinen Schutzeffekt (Abb. 3.4),
obwohl hier, genau wie bei Behandlung mit sichtbarem Licht, die Bildung von
Singulettsauerstoff der schiddigende Vorgang war. Moglicherweise konnen die hier
entstehenden ROS nicht abgefangen werden oder sie werden in unmittelbarer Néhe der
DNA gebildet, so dal3 eine Schadensverhinderung nicht moglich ist.

Betrachtet man die Mikrokernraten der genannten Behandlungen, so fanden sich
hier protektive Effekte. Ascorbinsdure verhinderte die Mikrokerninduktion durch
Photosensibilisator Ro 19-8022 und durch UVB, aber nicht die durch sichtbares Licht
(Abb. 3.8, Abb. 3.9 und Abb.3.11). Dabei lieB3 sich dieser Schutzeffekt nicht auf eine
Verhinderung des DNA-Schadens zuriickfiihren, insbesondere nicht auf eine verdnderte
Induktion von Einzelstrangbriichen, die fiir die Entstehung von Mikrokernen
normalerweise verantwortlich gemacht werden. Die Spiegel an Einzelstrangbriichen
waren in den bereits beschriebenen Bestimmungen des DNA-Schadens so niedrig, daf3
eine Beeinflussung weder ausgeschlossen noch nachgewiesen werden konnte. Nur bei
der Schiadigung mit UVB wurde eine Erhohung der Einzelstrangbriiche erkennbar, die
allerdings gegenldufig zu dem protektiven Effekt in Bezug auf die Mikrokerninduktion
war. Die erhohte Mikrokernrate durch die Behandlung mit 100 uM Vitamin C konnte
ebenfalls nicht eindeutig auf eine Haufung von Einzelstrangbriichen zuriickgefiihrt
werden. Genauso wenig ldBt sich aus Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen zur
Bildung von Einzelstrangbriichen durch Vitamin C auf einen Zusammenhang mit
Mikrokernen schlieBen. So wurden einmal in verschiedenen Zelltypen mit Hilfe des

Comet Assay vermehrte Einzelstrangbriiche nach Vorbehandlung mit 25, 50 und
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100 uM Ascorbinsdure gefunden (Singh, 1997) und andererseits mit derselben Technik
in lymphoblastoiden Zellen ein protektiver Effekt durch 60 uM Vitamin C auf die
Einzelstrangbriiche beobachtet (Sweetman et al., 1997). Es bleibt also unklar, ob sich
die Erhohung der Mikrokernrate in AS52-Zellen durch Inkubation mit Ascorbinsdure
auf eine erhohte Bildung von Einzelstrangbriichen zuriickfiihren 1483t.

Die Toxizititsdaten weisen insgesamt auf einen eher protektiven Effekt von
Ascorbinsédure hin. Die Substanz selbst war im gewdhlten Konzentrationsbereich nicht
toxisch (Abb. 3.12) und verhinderte den zytotoxischen Effekt der Schadigung mit
Photosensibilisator und Licht (Abb. 3.15). Da die Behandlung mit sichtbarem Licht
auch bei hoheren Dosen nicht toxisch war (Abb. 3.13), konnte hier keine Aussage zum
EinfluB von Ascorbinséure gemacht werden (Abb. 3.17). Dagegen wirkten sich die fiir
eine Induktion oxidativer DNA-Schidden notwendigen Dosen von UVB derart
gravierend auf das Uberleben der Zellen aus, daB man nur kiirzere Bestrahlungszeiten
hierfiir betrachten konnte. Bei einer Dosis von 550 J/m” konnte eine Prainkubation mit
Vitamin C die Uberlebensrate leicht erhdhen. Als Ursache fiir einen protektiven Effekt
auf die Lebensfdhigkeit wire eine Membran-schiitzende Eigenschaft von Ascorbinsiure
(Inhibition der Lipidperoxidation) denkbar. Ein Einflul von Vitamin C auf die Bildung
der Pyrimidindimere, die vermutlich maBgeblich fiir die Toxizitit von UVB
verantwortlich sind, kann ausgeschlossen werden, da diese Modifikationen durch
direkte Anregung der DNA erzeugt werden.

In humanen Lymphozyten in vivo verursachte eine einmalige, orale Gabe von 1 g
Vitamin C eine leichte Senkung der Fpg-sensitiven Modifikationen und hatte keinen
EinfluB8 auf die Anzahl an Einzelstrangbriichen (Abb. 3.24 und 3.25). Dies entspricht
eher einem antioxidativen als einen pro-oxidativen Effekt von Ascorbinsiure. Betrachtet
man andere Humanstudien, in denen der Einflu3 von Vitamin C untersucht wurde, so
iiberwiegen die antioxidativen Beobachtungen. Carr und Frei (1999) diskutierten in
ihrem Ubersichtsartikel insgesamt 44 Untersuchungen zum Effekt von Ascorbinsdure
auf den DNA-Schaden, Lipidperoxidation und Proteinoxidation. Sie kamen zu dem
SchluB3, daB ein Vergleich der Studien aufgrund der unterschiedlichen Studiendesigns
und Methodik schwierig sei, wobei aber die meisten Untersuchungen eine Senkung und
nur wenige eine Erhohung der Parameter zeigten (Carr et al., 1999). Die
Veroffentlichung von Podmore et al. zur pro-oxidativen Wirkung von Vitamin C hat fiir

groBes Aufsehen auch in der Regenbogenpresse gesorgt (Podmore et al., 1998). In
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diesem Artikel wurde iiber eine Erhdhung der 8-oxoA in peripheren Lymphozyten
durch die Supplementierung mit Vitamin C berichtet und gleichzeitig von einer
Senkung der 8-0xoG. Bei der Bewertung der Ergebnisse dieser Studie sind allerdings
folgende Punkte zu beachten. Zum einen war in allen Probanden der Untergrundspiegel
an Ascorbinsdure im Blut bereits sehr hoch, so da3 kaum noch weitere Effekte durch
eine Supplementation zu erwarten waren (Carr et al., 1999, Levine et al., 1998). Zum
anderen ist die Bildung von 8-0x0A nicht von so grofler Bedeutung fiir die Mutagenese
wie 8-0x0G, da es im Vergleich seltener im Schéidigungsprofil auftritt und im
bakteriellen Testsystem auch eine 10 mal geringere Mutagenitit aufweist (Prigent et al.,
1992). AuBlerdem wurde als MeBmethode GC/MS verwendet, welche durch
Artefaktbildung bei der Aufarbeitung der Proben im Allgemeinen 10- bis 100-fach
hohere MeBwerte ergibt als andere Methoden (Collins et al., 1997). Auf diesen letzten
Punkt ist die Arbeitsgruppe um Podmore in einer erneuten Analyse der gleichen Proben
durch HPLC/ECD selbst eingegangen (Cooke et al., 1998). Hier wurden zwar nur die 8-
oxoG-Spiegel bestimmt und keine absoluten Schadenswerte genannt - ein direkter
Vergleich zu der ersten Verdffentlichung ist also nicht moglich - doch fand sich auch
hier eine Senkung des 8-0xoG-Spiegels. Dariliberhinaus wurden auch Daten zur
Ausscheidung von 8-0xoG im Urin mit der ELISA-Technik prasentiert (Carr et al.,
1999). Da sich hier nach ldngerer Vitamin C-Supplementation eine Erhéhung der
Exkretion fand, schlossen die Autoren auf einen wenig ausgeprégten, preventiven Effekt
auf die Bildung oxidativer DNA-Schidden und stattdessen auf eine Induktion der
Reparatur von 8-0xoG durch Vitamin C. In Bezug auf die Veroffentlichung von
Podmore et al. vermuten sie, da3 diese Reparaturinduktion bei 8-0x0A nicht erfolgt und
sich so keine Verringerung des Schadens ergibt. Die Gruppe um Barry Halliwell kam in
threr Studie zur Supplementierung mit Ascorbinsdure und Eisen(I)sulfat zu einer
dhnlichen Einschiatzung (Rehman et al., 1998). Zunidchst zeigte sich hier eine
Abhingigkeit der Spiegel an oxidativen DNA-Schiden von der Plasma-Vitamin C-
Konzentration. In der Gruppe mit einem niedrigen Ausgangsspiegel an Ascorbinsiure
(< 50 uM/l) sank der DNA-Schaden durch die Supplementierung, wéhrend in der
Gruppe mit einem hohen Ausgangsplasmaspiegel (> 72 uM/l) an Vitamin C dieser
durch die Supplementierung nicht mehr anstieg. Hier sank zwar ein Teil der DNA-
Schédden, 8-0xoG und 8-0x0A, aber ein anderer, 5-Hydroxyhydantoin und Fapy-

Guanosin, stieg im gleichen Ausmal} an. Da auch diese Studie auf GC/MS-Messungen
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beruhte und es auflerdem weder eine reine Eisen-, eine Placebo- noch eine Vitamin C-
Gruppe gab, sind auch diese Daten umstritten. Allerdings ergab eine erneute Analyse
der hier veroffentlichen Daten durch Carr und Frei eine negative Korrelation der
Plasmakonzentration an Vitamin C und dem DNA-Schaden in Bezug auf 13
Modifikationen, unter denen sich 8-0x0G, 8-0x0A und Fapy-Guanin befanden (Carr et
al., 1999). Im Gegensatz zu den oben beschriebenen in vitro-Daten, die einen pro-
oxidativen Effekt von Ascorbinsdure in Kombination mit Eisen(II)-lonen belegen,
lassen die in vivo-Daten fiir die Cosupplementierung keinen negativen Einflufl
erkennen. Das 148t sich durch eine mit der Vitamin C-Konzentration ansteigenden
Transferrinsittigung erkldren (Carr et al., 1999), welche ein Auftreten von freien
Eisenionen und somit auch mogliche Fentonreaktionen verhindert.

Da Raucher wie bereits beschrieben einen hoheren DNA-Schaden und gleichzeitig
niedrige Plasma-Vitamin C-Konzentrationen aufweisen (Fraga et al., 1996), wurde in
dieser Gruppe von Lee et al. der Effekt einer Ascorbinsduresupplementation untersucht.
Tatséchlich liel sich durch die orale Gabe von Vitamin C der Spiegel an 8-0x0G in
Lymphozyten verringern (Lee et al., 1998). Auch Analysen des DNA-Schadens in
Spermatozyten zeigten eine Abhéngigkeit von der Vitamin C-Versorgung. So wurde
durch eine Ascorbinsdure-arme Didt der DNA-Schaden erhoéht und durch eine
Supplementation signifikant erniedrigt. Wurden periphere Lymphozyten ex vivo mit
H,0, oder ionisierender Strahlung geschéddigt und mit dem Comet Assay die Zahl der
Einzelstrangbriiche bestimmt, so zeigte sich ebenfalls ein protektiver Effekt bei den mit
Vitamin C behandelten Probanden gegeniiber dieser Schiadigungen (Anderson et al.,
1997; Green et al., 1994; Panayiotidis et al., 1997).

Zusammengefalit ergibt sich aus den bereits verdffentlichten und eigenen
Untersuchungen, daB3 Vitamin C antioxidative Eigenschaften besitzt, auch wenn diese
nicht bei allen im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Behandlungen sichtbar wurden.
AuBerderm bleibt es fraglich, ob Ascorbinsdure neben der Schadensverhinderung auch
die Reparatur von oxidativen Modifikationen induzieren kann und in wieweit die
Plasma- oder Gewebekonzentration vor der Supplementierung einen Einflu3 auf das
Ausmal} exogen induzierter DNA-Schiden hat. Worauf sich der pro-oxidative Effekt
von Ascorbinsdure auf die spontane Mikrokernrate zuriickfiihren 14Bt, bleibt ebenfalls
unklar. Allerdings scheint es trotz dieses erhohten Untergrundes eine Schutzwirkung

vor weiteren exogenen Schiddigungen zu geben, womit sich insgesamt wieder ein
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antioxidativer Effekt ergibt. Es wére also tatséchlich eine insgesamt protektive Wirkung
als Summe aus anti- und pro-oxidativen Eigenschaften von Vitamin C denkbar
(Halliwell, 1999).

Uber die Beeinflussung des DNA-Schadens durch Ascorbinsdure hinaus wurde
auch untersucht, in wieweit eine X Vivo-Schidigung humaner, peripherer Lymphozyten
in Human-Studien bei der Aufarbeitung und Lagerung der Blutproben bzw. der
isolierten Zellen verhindert werden kann. Dafiir wurde Blutproben Katalase (315 U/ml)
zugesetzt, um eine eventuelle Artefaktbildung z.B. im Sinne einer Fenton-Reaktion
wéhrend der Zellisolierung und —aufarbeitung zu verhindern. Abb. 3.22 zeigt durch die
Gegeniiberstellung von Proben mit und Proben ohne Katalasezusatz, dal das Enzym
einen Teil der Fpg-sensitiven Modifikationen verhindern konnte. Diese miissen
wihrend der Aufarbeitung entstanden sein, da andere Effekte, die eine Verdnderung
hervorrufen konnten wie z.B. eine Schadensreparatur, wihrend des gleichen Zeitraumes
nicht moglich waren. Ein weiterer Aspekt ist die Lagerung von isolierten Lymphozyten,
die dadurch notwendig wurde, da3 die Proben eines Individuums zwar zu verschiedenen
Zeitpunkten genommen werden, aber gleichzeitig bzgl. ihres DNA-Schadens analysiert
werden sollten. Der Vorgang des Einfrierens in fetalem Kélberserum mit DMSO (im
Verhiltnis 10:1) zeigte keine Verdnderung des DNA-Schadens gegeniiber der Analyse
von nicht eingefrorenen Zellen des gleichen Probanden zum gleichen Zeitpunkt der
Blutabnahme (Abb. 3.24). Erstaunlicherweise zeigte sich bei dem Vergleich der
kryokonservierten Zellen kein Effekt des Katalase-Zusatzes (Abb. 3.23), was allerdings
auch durch die sehr kleine Fallzahl der katalasefreien Proben bedingt sein konnte. Die
Lagerungszeit hatte keinen Einflu3 auf die Hohe des Fpg-sensitiven DNA-Schadens in
kryokonservierten Lymphozyten und erhohte die Zahl der Einzelstrangbriiche nur
geringfligig (Abb. 3.76 und 3.77). Eine weitere Auffilligkeit ist in Abb. 3.21 dargestellt.
Die Werte der Fpg-sensitiven Modifikationen schwankten deutlich zwischen
verschiedenen Probanden und auch zwischen verschiedenen Proben ein- und desselben
Probandens. Dies kann auf unterschiedliche korperliche Belastungen zuriickgefiihrt
werden, die der jeweiligen Probennahme vorausgingen. Bei der Hohe des Schadens
spielt die jeweilige Erndhrungsweise, also z.B. eine vitaminreiche Erndhrung, aber auch
die Umsetzung von Sauerstoff eine Rolle. So wurde z.B. festgestellt, dal bei erhohter
korperlicher Anstrengung wie Sporttraining auch der DNA-Schaden aufgrund von
vermehrter Bildung von ROS zunimmt (Huang et al., 2000; Niess et al., 1996).
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Dartiberhinaus stieg der DNA-Schaden in Blutzellen von Probanden, die mit
hyperbarem Sauerstoff behandelt wurden an (Dennog et al., 1999), wihrend humane
Lungen-Zellen, die unter Vitamin C-Behandlung einer Hypoxie ausgesetzt wurden, eine
niedrigere Rate an DNA-Strangbriichen (Zhang et al., 2001) zeigten. Rauchen ist ein
weiterer Faktor, der im Vergleich zu Nichtrauchern zu einem héheren DNA-Schaden

fiihrt (Fraga et al., 1996).

4.2 EinfluB von MMPDCD auf den oxidativen DNA-Schaden

MMPDCD wurde als Derivat von Carazostatin, eines Alkaloids aus Streptomyces,
welches in in vitro Versuchen antioxidative Wirkung hatte (Iwatsuki et al., 1993), auf
seine gentoxischen Eigenschaften hin untersucht. Dabei zeigte es einen
dosisabhingigen, senkenden Effekt auf die Untergrundspiegel Fpg-sensitiver
Modifikationen, wihrend es die Anzahl Einzelstrangbriiche leicht erhohte (Abb.3.27).
Bei einer Schddigung mit sichtbarem Licht war eine Prdinkubation mit MMPDCD nicht
in der Lage, die nachfolgende Induktion der Schiden ohne MMPDCD im Medium zu
verhindern. Bei der hochsten getesteten Konzentration stieg sogar die Anzahl der
induzierten Einzelstrangbriiche gegeniiber der Kontrolle an (Abb. 3.28). Hierbei muf
allerdings berticksichtigt werden, daB3 in den einzelnen Versuchen jeweils eine vollig
unbehandelte Kontrolle als abzuziehender Untergrund in die Berechnung einging.
Fiithrte man die Schidigung durch Licht in Gegenwart von MMPDCD durch, so
bestétigte sich die direkte Beeinflussung der Schadensinduktion durch MMPDCD.
Wihrend bei Konzentrationen von 100 nM und hdher die Zahl der Einzelstrangbriiche
stieg, sanken die Fpg-sensitiven Modifikationen signifikant gegeniiber der bestrahlten
Kontrolle (Abb. 3.29). Die Ergebnisse deuten darauf hin, dal die Anwesenheit von
MMPDCD in der Losung moglicherweise die Entstehung von ROS wéhrend der
Bestrahlung stirker verhindern kann, als wenn es nur intrazellulédr vorliegt. Allerdings
miilte man auch die Effektivitdt der Resorption durch die einstlindige Prédinkubation,
also die intrazelludre Konzentration an MMPDCD, bestimmen, um diese mit der
extrazelluldren Konzentration als effektive Konzentration vergleichen zu kénnen.

Bei einer Schidigung mit Photosensibilisator Ro 19-8022 in Gegenwart von
steigenden Konzentrationen von MMPDCD ergab sich bei den Fpg-sensitiven
Modifikationen eine U-formige Dosis-Wirkungskurve, bei der das Minimum bei 30 nM

MMPDCD lag. Aber auch bei der hochsten Konzentration (1000 nM) war der Schaden
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immer noch signifikant unter dem Wert der unbehandelten Kontrolle (Abb. 3.30).
MMPDCD konnte also abhidngig von der Konzentration sowohl die basalen Spiegel
oxidativer DNA-Schéden als auch die Induktion zusitzlicher oxidativer Schiden durch
den Photosensibilisator verhindern.

Bei der Bildung von Mikrokernen zeigte sich ein anderes Bild. Der
Untergrundspiegel war hier bereits bei einer Konzentration von 30 nM signifikant
erhoht (Abb. 3.31) und eine zusitzliche Bestrahlung mit sichtbarem Licht erhohte
ebenfalls signifikant die Mikrokernrate (Abb. 3.32). Dagegen fiihrte ein Vorinkubation
mit niedrigen Konzentrationen an MMPDCD (3 und 10 nM) nach einer Schidigung mit
dem Photosensibilisator Ro 19-8022 zu einer signifikanten Senkung der Mikrokern-
bildung, wihrend hohere Konzentrationen diese signifikant erhohten (Abb. 3.33).
Konzentrationen unter 30 nM besitzen folglich einen leicht protektiven Effekt auf die
Mikrokernrate, wihrend hohere Konzentrationen diese deutlich erhohen. Da bei
hoheren Konzentrationen der Substanz mit der Alkalischen Elution erhohte Spiegel an
Einzelstrangbriichen gemessen wurden, konnten sich die hier entstehenden Mikrokerne
— zumindestens zum Teil - auch auf die Behandlung mit MMPDCD zuriickfiihren
lassen.

MMPDCD zeigte nur geringe Toxizitidt sowohl bei der Prainkubation als auch unter
Schadigungsbedingungen (Abb. 3.34 bis Abb. 3.36). Allerdings war selbst im
ungiinstigsten Fall die Uberlebensrate immer noch bei 87 % im Vergleich zu einer
unbehandelten Kontrolle lag. Insgesamt hatte MMPDCD einen schiitzenden Effekt nur
auf den Untergrund der Fpg-sensitiven Lésionen und in niedrigen Konzentrationen auf
die Induktion von Mikrokernen. Bei hoheren Konzentrationen liberwiegen pro-oxidative
Eigenschaften.

In der Literatur gibt es verschiedene Hinweise auf antioxidative Eigenschaften von
Alkaloiden aus Streptomyces ssp. aus der Gruppe der Carbazole (Aygiin et al., 2000).
So zeigten sich Carazostatin und Carbazomycin B in in vitro-Oxidationssystemen als
starkes Antioxidans (Iwatsuki et al., 1993). Kato et al. kamen zu &hnlichen Ergebnissen
und untersuchten zusitzlich auch strukturelle FEinfliisse auf die antioxidative
Eigenschaften der Stoffgruppe (Kato et al., 1993). Dabei erwiesen sich die sekundére
Aminofunktion und eine freie Hydroxylgruppe am Cs;-Atom als essentiell flr die
Wirkung. Dihydroxyderivate zeigten eine schwichere Wirkung und bei Methoxy-

verbindungen war eine vorangegangene Hydrolyse des Ethers entscheidend. Daraus
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lieBe sich schlieBen, dal fiir eine mogliche antioxidative Wirkung von MMPDCD
zunéchst eine Reduktion der Ketostruktur notwendig ist. Im Zellkulturmodell ist eine
solche Reduktion zwar moglich, diirfte aber das zelluldre, antioxidative Systems
schwéchen. Dal MMPDCD auf den Untergrund der oxidativen DNA-Schéden einen
protektiven EinfluB3 hat, lieBe sich durch eine ausreichende Kapazitit der Zelle zur
Reduktion von MMPDCD und anschlieBender Wirkungsentfaltung von reduziertem
MMPDCD erkldren. Bei zusitzlicher oxidativer Belastung wére die Zelle dann aber ab
einer bestimmten Konzentration nicht mehr in der Lage, eine adéquate Stressantwort zu
geben, und es kdme zu einer Hiufung von DNA-Schiden. Die Beeinflussung der
Mikrokernbildung 148t sich durch diese Theorie allerdings nur teilweise erkldren. Die
Dosisabhéngigkeit des schadigenden Effekts durch MMPDCD liefe sich zwar ebenfalls
auf ein erschopftes zelluldres Puffersystem zuriickfiihren, allerdings kann dies nicht die
Ursache fiir die deutliche Beeinflussung der spontanen Mikroikernrate sein. Es ist
denkbar, dal MMPDCD selbst, neben den antioxidativen Eigenschaften seiner
reduzierten Form, pro-oxidative Effekte besitzt. Durch Untersuchungen z.B. in einem
zellfreien System, in dem eine Reduktion der Substanz ausgeschlossen werden kann,

konnte diese Annahme iiberpriift werden.

4.3 EPA als untypisches Antioxidans

In der vorliegenden Arbeit wurde der EinfluB der 3-Fettsiure EPA auf
gentoxische Endpunkte untersucht. Bei der Betrachtung der oxidativen DNA-Schiden
zeigte sich keine BeeinfluBbarkeit des Untergrundspiegels in AS52-Zellen durch
Vorbehandlung mit EPA in Konzentrationen bis 500 uM (Abb. 3.41), obwohl die
Substanz in diesem Zeitraum sowohl in die Zelle als auch in den Zellkern aufgenommen
wird (Abb. 3.37 bis 3.40). Die Resorption der Fettsdure aus dem Zellkulturmedium ist
insofern problematisch, da zum einen der Fettsduregehalt des dem Routinemedium
zugesetzten fetalem Kélberserums unbekannt ist und zum anderen die Vorbehandlung
mit EPA mit einer nicht Fettsdure-freien BSA-Losung erfolgt. Deshalb sind
Verunreinigungen mit anderen mehrfach ungesittigten Fettsduren nicht auszuschlieen
und daher 146t sich auch die Zunahme an anderen ®3-Fettsduren durch die EPA-
Prainkubation erkldren (Abb. 3.37 bis 3.40).

Bei exogener Schadensinduktion mit sichtbarem Licht, UVB oder

Photosensibilisator Ro 19-8022 verdnderte eine Vorbehandlung mit 50 uM EPA nicht
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die Hohe des DNA-Schadens in den Zellen (Abb. 3.42 bis 3.44). Lediglich bei der
Behandlung mit dem Photosensibilisator Ro 19-8022 war eine Senkung der Anzahl an
Einzelstrangbriichen sichtbar (Abb. 3.44). Dagegen hatte die Priinkubation mit 50 uM
EPA im Mikrokerntest einen durchgehend protektiven Effekt. Sie verhinderte
signifikant die Rate der induzierten Mikrokerne bei den durchgefiihrten Schadigungen
(Abb. 3.46 bis 3.48), ohne den Untergrund gegeniiber der unbehandelten Kontrolle zu
verdndern (Abb. 3.45). Auf die Toxizitdt der untersuchten Behandlungsarten hatte EPA
erstaunlicherweise keinen EinfluB (Abb. 3.49 bis Abb. 3.51), obwohl sie die
Fettsdurezusammensetzung von Lipidmembranen verdndert (Leaf et al.,, 1988;
Goodnight et al., 1982) und so auch die Empfindlichkeit der Zelle gegeniiber dufleren
Noxen verdndern konnte. Andere Untersuchungen (Eckert, 1., personliche Mitteilung)
mit EPA-Supplementation in priméren, humanen Keratinozyten zeigten ebenfalls eine
signifikante Hemmung der Mikrokernraten, die auf die gleiche Weise wie in den AS52-
Zellen induziert wurden. Da eine Kontrolle mit Olsdure-Supplementierung die
Mikrokernrate nicht beeinflusste, ist die Senkung der Mikrokernraten eindeutig auf EPA
zurlickzufiihren und nicht zellspezifisch. In Bezug auf die oxidativen DNA-Schiaden
unterschieden sich die Keratinozyten von den AS52-Zellen nur bei der Schidigung mit
sichtbaren Licht, bei der eine Hemmung der induzierten Lisionen durch EPA erkennbar
war. Auch bei der Behandlung mit EPA lassen sich die protektiven Effekte bei der
Generierung von Mikrokernen, genau wie bei der Behandlung mit Vitamin C (siche
Kapitel 4.1), nicht auf einen verringerten oxidative DNA-Schaden zuriickfiihren.

Bei der Humanstudie mit EPA-Supplementierung (4 g EPA oder Olsiure/Tag iiber 3
Monate; siche Kapitel 2.2.2) ergab sich kein Unterschied zwischen Placebo- und
Verumgruppe in Bezug auf die Anzahl oxidativer DNA-Schiden in den jeweiligen
Lymphozytenproben. Der Untergrundspiegelder Fpg-sensitiven DNA-Modifikationen
nach erfolgter Supplementierung entsprach in beiden Gruppen dem Ausgangsspiegel. In
der Placebogruppe ergab sich ein leichter, nicht signifikanter Anstieg der
Einzelstrangbriichen, wihrend die Verumgruppe einen erniedrigten Wert fiir diesen
Parameter zeigte (Abb. 3.54). In Bezug auf andere Endpunkte wurden von den
Kooperationspartnern in Liverpool aber durchaus Effekte durch die Supplementierung
beobachtet (Rhodes, 2000; Rhodes et al., 1994). So erhohte sich der EPA-Gehalt in der
Haut von 0,1 auf 0,6 mol %, was fiir eine Resorption und eine Verteilung im

Organismus spricht. Dariliberhinaus stieg nach einer UV-Behandlung die
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Lipidperoxidation an, wéhrend die Expression von p53 nach dieser Behandlung
innerhalb von 24 h auf 50 % des Wertes in der Kontrollgruppe sank. Aulerdem stieg
die minimale Erythem-bildende Dosis (MED) in der Verumgruppe im Vergleich zur
Placebogruppe um 30 % sowohl bei UVB- als auch UVA-Bestrahlung an. Zuvor wurde
dieser protektive Effekt gegeniiber einer UV-induzierten Hautschddigung bereits bei der
Behandlung von Miusen mit Fischol beobachtet (Orengo et al., 1992). Diese
Ergebnisse zeigen eine Verringerung der Entziindungsreaktion und eine Schutzwirkung
gegeniiber UV-Strahlung durch die EPA-Supplementation. In Versuchen an Méusen
wurde nach EPA-Supplementation und UV-Behandlung eine verringerte
Immunsuppression festgestellt (Moison et al., 2001).

Bei der Erforschung der Wirkung von w3-Fettsduren stand zunichst die Protektion
beziiglich der Herz-Kreislauf-Erkrankungen im Vordergrund (siehe Kapitel 1.5.2).
Darauf aufbauend wurden aber auch zahlreiche andere Untersuchungen durchgefiihrt.
Ein Ansatzpunkt war die Beeinflussung des Tumorzellwachstums durch mehrfach
ungesittigte Fettsduren. Hier zeigte sich in insgesamt 97 Studien an Ratten und Mausen,
dall w6-Fettsduren eine starke tumorpromovierende Wirkung haben, wihrend 3-
Fettsduren einen leichten, nicht signifikanten protektiven Effekt zeigten (Fay et al.,
1997). Dartiberhinaus erhohten w6-Fettsduren in trachtigen Ratten die Empfindlichkeit
gegeniiber einer Mammakarzinominduktion mit 7,12-Dimethylbenz[a]anthracen, was
auf eine erhdhte Ostrogenbildung zuriickgefiihrt wurde (Hilakivi-Clarke et al., 1996),
wihrend die w3-Fettsdure EPA die Induktion von Colon-Karzinomen in Ratten durch
Azoxymethan verhinderte (Minoura et al., 1988). ®w3-Fettsduren waren aulerdem in der
Lage, kompetitiv die tumorpromovierenden Effekte von w6-Fettsduren im Tierversuch
zu verhindern (Rose, 1997; Karmali, 1987; Karmali et al., 1984; Matsuba et al., 1998;
Minoura et al., 1988; Takahashi et al., 1997; Hubbard et al., 1998). In einer
Bevolkerungsstudie zum Zusammenhang von Fischkonsum, und damit Aufnahme von
m3-Fettsduren liber mehrere Jahre, und der Mortalitdt duch Colon-Karzinom fand sich
eine negative Korrelation, was auf eine Hemmung der Promotion hindeutet (Caygill et
al., 1995; Caygill et al., 1996). Ein dhnliches Ergebnis zeigten auch Fall-Kontroll-
Studien beziiglich einer Supplementierung mit Fischél und Colon-Karzinom (La
Vecchia et al., 1988; Steinmetz et al., 1993; Franceschi, 1997).

Als Ursachen fiir die unterschiedliche Beeinflussung des Tumorzellwachstums und

der Kanzerogenese durch ®3- und w6-Fettsduren werden verschiedene Mechanismen
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diskutiert. Da langkettige Fettsduren, vor alle w3-Fettsduren, nach Phosphorylierung zu
einer Suppression des Apoptose-hemmenden Proteins Bcl-2 und dadurch zu einer
vermehrten Lipidperoxidation fithren, koénnen sie so vermutlich auch die Apoptose
induzieren (Wertz et al., 1996; Das, 1999; Horrocks et al., 1999). Auflerdem hemmt
EPA die Mitose von Zellen und fordert so ihre Ablosung aus dem Zellverband.
AnschlieBend leiten diese Zellen dann die Apoptose ein, die man bei dem hier fehlenden
Zell-Zell-Kontakt als Anoikis bezeichnet (Clarke et al., 1999; Tang et al., 1997).

Ein anderer Aspekt ist die Aufnahme und Metabolisierung von mehrfach
ungesittigten Fettsduren. Durch Supplementierung mit w3-Fettsduren verdandert sich der
Aufbau der Phosphorlipidmembranen, da zugunsten von EPA z.B. Arachidonsdure und
andere w6-Fettsduren verdrangt werden (Schwartz, 2000; Schmitz et al., 2000). Da ®3-
und w6-Fettsduren strukturell sehr &hnlich sind, werden sie von den gleichen Enzymen
verstoffwechselt. Allerdings unterscheiden sich die jeweiligen Produkte deutlich in ihrer
Wirkung (siche Kapitel 1.5.2). Steigt die Konzentration an ®3-Fettsduren, entsteht
durch ihre Kompetition bei der Umsetzung von Arachidonsdure weniger PGE, und
TXA,, welche iiber die Bildung von PDGF (platelet-derived growth factor) die
Zellproliferation fordern (Schmitz et al., 2000; Nitta et al., 1998; Sylvester et al., 1994,
Riku et al., 1993; Cybulski et al., 1992). Desweiteren wurde in Gegenwart von ®3-
Fettsduren eine Hemmung der Aufnahme von anderen Fettsduren in Tumorzellen
beobachtet, was zu einer Verstarkung der protektiven Eigenschaften der m3-Eicosanoide
fiihrte (Sauer et al., 2000).

In Bezug auf die Immunantwort gibt es ebenfalls Einfliisse, die von der
Fettsduregruppe abhéngig sind. So steigt bei Supplementierung mit w6-Fettsduren die
Bildung von TNF, und Cytokinen, welche z.B. liber die Aktivierung von NO-Synthase
ROS generieren konnen. Wird dagegen mit w3-Fettsduren supplementiert, verringert
sich die Menge an TNF, und Cytokinen, wodurch protektive PG entstehen und die
Belastung durch ROS sinkt (Darlington et al., 2001). Auflerdem wurde nachgewiesen,
daB EPA und Docosahexaensdure direkt und indirekt die Genexpression in Vivo
beeinflussen (Fernandes et al., 1998). So konnen diese Fettsduren an regulatorische
Transkriptionsfaktoren binden wund intrazelluldre, sekundire Botenstoffe wie
Diacylglycerol oder Ceramid beeinflussen.

Ein weiterer Effekt betrifft die bereits erwdhnte Lipidperoxidation, der

grundsétzlich alle mehrfach ungesittigten Fettsduren unterliegen konnen und bei der
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verstarkt ROS entstehen (Dreher et al., 1996). Fiir w6-Fettsduren wurde gezeigt, daf3
Aldehyde gebildet werden, die zu exocyclischen, promutagenen DNA-Addukten fiihren.
Diese Addukte, vor allem Etheno-Addukte, verursachen vermehrt Fehlpaarungen und
dadurch Punktmutationen in Sdugerzellen (Vaca et al., 1988; Bartsch et al., 1994;
Chung et al., 1996). Auch in einer Humanstudie wurde nach Supplementation mit w6-
Fettsduren in weillen Blutzellen eine erhohte Anzahl an DNA-Addukten bestimmt, die
sich auf das bei der Lipidperoxidation entstehende Malondialdehyd zuriickfiihren lassen
(Nair et al., 1997).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dal3 es auf zelluldrer Ebene Befunde gibt,
die die antikanzerogenen und immunmodulatorischen Effekte von w3-Fettsduren, im
speziellen EPA, und das unterschiedliche Verhalten von w6-Fettsduren erkldren kdnnen
(Bartsch et al., 1999). Mogliche Mechanismen hierbei sind die Bildung protektiver
Eicosanoide, die Interaktion in die Signaltransduktion, und damit auch in die
Genexpression, und strukturelle und funktionelle Verdnderungen von Zellmembranen.
Dem gegeniiber steht die vermehrte Lipidperoxidation auch durch EPA, welche zu einer
vermehrten Generierung von ROS fiihrt, die aber wiederum wie oben beschrieben auch
die Apoptose einleiten konnen.

Die in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse erginzen die vorangegangenen
Uberlegungn. EPA beeinfluBt weder in vivo noch in vitro die Spiegel an oxidativen
DNA-Modifikationen und der Einzelstrangbriiche, obwohl dies durch ROS, die bei der
Lipidperoxidation und bei der Metabolisierung entstehen, durchaus moglich wiére.
Offensichtlich sind die pro-oxidativen Wirkungen nur gering. Die Supplementierung
mit EPA erhoht die Uberlebensrate der AS52-Zellen nach den verschiedenen
Behandlungen nicht, was der Induktion von Apoptose nicht eindeutig widerspricht, sie
allerdings auch nicht bestétigt. Hier wére es sicherlich interessant, auch héhere EPA-
Konzentrationen zu untersuchen und neben der Cloning efficiency auch die
Apoptoserate z.B. in lymphatischen Zellen zu bestimmen, um einen Riickschluf} auf die
Ursache des bei der Behandlung auftretenden Zelltodes zu erhalten. Andererseits wurde
von einer Induktion der Apoptose nur in entarteten Zellen berichtet, so dall dieser EPA-
Effekt eventuell auch nur gekoppelt an den Verlust der Wachstumskontrolle auftreten
konnte. Auffillig ist aber der protektive Effekt von EPA auf die Induktion von
Mikrokernen. Unwahrscheinlich ist, dal sich durch eine vermehrte Apoptose stark

geschadigter, Mikrokern-haltiger Zellen die Gesamtzahl von Mikrokernen in der Kultur
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vermindert, da sich dies dann auch als zusétzlicher toxischer Effekt bei der Bestimmung
der Uberlebensrate zeigen miiBte. Da dies nicht der Fall ist, bleibt anzunehmen, daf3
EPA im Kern auf die Stabilitdit der Chromatinstruktur EinfluB nimmt und die
chromosomale Integritdt effektiv erhbhen kann. Es ist durchaus denkbar, dafl der neu
gefundene protektive Effekt von EPA auch an der antikanzerogenen Wirkung beteiligt
ist, da die genetische Instabilitit des Genoms von Tumorzellen fiir die fortschreitende
Entartung eine grof3e Rolle spielt und eine Erhéhung der Stabilitdt durch EPA, die sich
in der Senkung der Mikrokernrate zeigt, so die Tumorpromotion bzw. Progression

verlangsamt.

4.4 Effekte durch Ethanol

In der vorliegenden Arbeit wurde der EinfluB von Ethanol auf den oxidative
DNA-Schaden in vitro und in vivo untersucht. In AS52-Zellen zeigte Ethanol nach
einmaliger, kurzzeitiger Exposition eine nicht signifikante Erhohung der
Einzelstrangbriiche und der Fpg-sensitiven Modifikationen (Abb. 3.55). Blasiak et al.
berichten ebenfalls iiber vermehrte Einzelstrangbriiche durch in vitro-Inkubation von
Lymphozyten und Colonzellen mit Ethanol, welche aber innerhalb von 4 h wieder
vollstindig repariert wurden (Blasiak et al., 2000). Dariiberhinaus zeigten andere
Untersuchungen mit Thymozyten signifikant erhohte  Apoptoseraten in
alkoholbehandelten Zellen (Ewald et al., 1993; Slukvin et al., 1995; Singh et al.,
1995a), was also einen toxischen Effekt von Ethanol widerspiegelt. Eine moglicher
Mittlerrolle bei der Auslosung gentoxischer Wirkungen konnte Acetaldehyd haben, der
bei der Metabolisierung von Ethanol entsteht. In einem Vektorsystem konnte gezeigt
werden, dall Acetaldehyd selbst Vernetzungen innerhalb und zwischen DNA-Stringen
bilden kann, die wiederum GG-Tandemmutationen verursachen (Matsuda et al., 1998;
Blasiak et al., 2000).

In der durchgefiihrten Studie mit alkoholabhédngigen Patienten ergab die Messung
der oxidative DNA-Schédden in der Alkoholikergruppe eine signifikante Erhéhung der
Fpg-sensitiven Modifikationen gegeniiber der Kontrollgruppe, wobei sich die Anzahl
der Einzelstrangbriiche nicht unterschied (Abb. 3.62). Von anderen Arbeitsgruppen
wurde berichtet, dal Ethanol im Tierversuch wenige Stunden nach Applikation eine
reversible Erhohung der Einzelstrangbriiche hervorruft (Singh et al., 1995b; Navasumrit
et al., 2000; Singh et al., 1995a; Cahill et al., 1999; Renis et al., 1996). In Versuchen
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mit Ratten wurde nach einer einmaligen Gabe von Ethanol innerhalb von wenigen
Stunden sowohl eine vermehrte Bildung von Hydroxyethylradikalen als auch ein
vermehrtes Auftreten von Einzelstrangbriichen beobachtet. Durch eine chronische
Ethanolzufuhr war die Radikalbildung nach einer Woche signifikant erhdht, was mit
einer Induktion von CYP 2E1 erkldrbar wére, und sank danach wieder. Entsprechend
traten zundchst innerhalb von drei Tagen Einzelstrangbriiche auf, die unter chronischen
Bedingungen in den folgenden fiinf Wochen wieder abnahm (Navasumrit et al., 2000).
Ein dhnlicher, zeitabhéngiger Effekt auf die Einzelstrangbriiche wére auch bei den in
dieser Arbeit untersuchten Patienten denkbar. Dieser konnte allerdings nicht im Rahmen
der Studie erfalit werden, sondern nur die bereits wieder niedrigen Werte zum Zeitpunkt
to, die denen der Kontrollgruppe entsprachen. Die erhohten Fpg-sensitiven Lésionen der
Patientengruppe lieBen dann auf einen erhohten DNA-Schaden durch den chronischen
Alkoholkonsum schlieBen. In anderen Humanstudien wurde von einer Erhohung der
ROS-Spiegel berichtet und die Strangbriiche gemessen, aber nicht 8-OxoG (Thome et
al., 1997, Mutlu-Turkoglu et al., 2000). In Studien an Ratten wurde dagegen neben der
Erhohung der ROS-Bildung und der Anstieg der Strangbriiche auch von einem
signifikant erhohtem Auftreten von 8-OxoG in der DNA berichtet (Cahill et al., 1997;
Cahill et al., 1999).

Der in Abbildung 3.65 dargestellte Verlauf der oxidative DNA-Schdden wéhrend
der Entgiftung zeigte eine Erhohung der Einzelstrangbriiche zum Zeitpunkt t;, welche
moglicherweise eine Anpassung an die durch Alkoholentzug verdnderte Enzymaktivitit
und -induktion sein konnte. Zum Zeitpunkt t, war dieser kurzfristige Effekt wieder
ausgeglichen und stattdessen die Anzahl der Fpg-sensitiven Lésionen erhoht. Dieser
letzte Befund deutete daraufhin, daB durch den Entzug von Ethanol auch dessen
antioxidativer Effekt einer akuten Dosis wegfiel (Abb. 3.63. und 3.66) und somit der
DNA-Schaden mittel- oder langfristig stieg. Vielleicht riickte zu diesem Zeitpunkt aber
auch das ausgepriagte Rauchverhalten der Patienten in den Vordergrund, was ja selbst
auch eine DNA-schddigende Wirkung hat. Dem widerspricht allerdings der Befund
anderer Studien, in denen ein synergistischer Effekt von Rauchen und Alkohol
gefunden wurde (Castelli et al., 1999; Autrup et al., 1992). Wie aus den Abbildungen
3.70 und 3.71 hervorgeht, gab es in der gesamten Probandengruppe eine Korrelation
zwischen dem Alkoholkonsum, sowohl iiber 30 als auch iiber 90 Tage, und der Anzahl

der Einzelstrangbriiche, wihrend sich im Vergleich der beiden Gruppen nur eine leicht
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niedrigere Tendenz fiir diesen Parameter in der Kontrollgruppe ergab. Aullerdem wurde
in Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen bei der Betrachtung der Mikrokernbildung
in Lymphozyten bei Alkoholikern in einer Humanstudie eine signifikant erhohte MK-
Rate gefunden, was fiir einen clastogenen Effekt von Ethanol spricht (Maffei et al.,
2000).

Bei einem Vergleich der Blutparameter ergaben sich mehrere signifikante
Unterschiede zwischen beiden Gruppen. So hatten die Patienten einen signifikant
niedrigeren Spiegel an Vitaminen (Vitamin B;, B;, Bs, D, E und Folsdure), mit
Ausnahme von Vitamin A, welches dort signifikant hoher war. Dieser Befund deckt
sich mit anderen veroffentlichten Beobachtungen (Lecomte et al., 1994a; Lecomte et
al., 1994b). Alle Leberwerte (GOT, GPT, GGT und CDT) waren in der Patientengruppe
signifikant hoher als in der Kontrollgruppe, was sich durch eine ausgeprigte
Leberschiadigung erkléren 1a6t, wobei CDT als sensitiver Marker fiir Alkoholabusus von
besonderer Bedeutung ist (Lakshman et al., 2001). Ein anderer Marker fiir ldnger
andauernden, starken Alkoholkonsum ist der MCV-Wert (mittleres zelluldres
Volumen), der auch hier in der Patientengruppe signifikant erhoht war und auch im
Laufe der Entgiftung nicht sank. In der Patientengruppe sank der LDL-Wert signifikant
und der HDL-Wert war signifikant erhoht. Dies spiegelte sich auch im RI-Index wieder,
der ein Mall fir das Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen ist. Viele
epidemiologische Studien weisen darauf hin, da3 das Auftreten dieser Erkrankungen
durch Ethanolkonsum verhindert werden kann (Wu et al., 2001). Hier konnte eine
Induktion von Abbaumechanismen von Phospholipiden eine Rolle spielen, die
vermutlich von der Aktivitat freier Radikale abhéngig ist (Fink et al., 1985). In wieweit
die anderen signifikant unterschiedlichen Parameter kausal von Ethanol abhéngen, ist
noch unklar und bedarf weiterer Erforschung der molekularen Mechanismen nach
Alkoholkonsum. Dariiberhinaus muf3 beachtet werden, dal die Zuordnung der
Probanden zur jeweiligen Gruppe durch die in Kapitel 1.6.2 beschriebene Diagnose der
Abhidngigkeit erfolgte und nicht nach der konsumierten Alkoholmenge vor der
Probennahme (siche Abb. 3.56 bis 3.59). Bei der Korrelation iiber das gesamte
Probandenkollektiv fiel besonders auf, dal CDT nicht mit dem ermittelten
Alkoholkonsum zusammenhing. Eine Korrelation fand sich nur zwischen den anderen
Leberwerten. Von diesen korrelierte nur GGT mit der Anzahl der Trinktage und

ansonsten fanden sich erwartete Zusammenhdnge von Vitamin A mit Vitamin E, von
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GOT mit GPT, von GOT mit GLDH und von GLDH mit GGT (Lecomte et al., 1994a;
Lecomte et al., 1994b; Mansouri et al., 2001).
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5 Zusammenfassung

Nach heutigen Erkenntnissen sind fiir die Krebsentstehung Mutationen in Genen
somatischer Zellen verantwortlich, die durch chemische Modifikationen der DNA
(DNA-Schiden) hervorgerufen werden. Als DNA-schiddigende Agentien sind besonders
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) von Bedeutung, die sowohl endogen, z.B. in der
Lipidperoxidation und der mitochondrialen Atmungskette, als auch exogen, z.B. durch
Xenobiotika und Strahlung, entstehen konnen. Der stets in jeder Zelle vorhandene
Untergrundspiegel an DNA-Modifikationen ergibt sich aus dem Gleichgewicht
zwischen Schadensbildung und den zelluliren antioxidativen Schutz- und den
Reparaturmechanismen. Ziel dieser Arbeit war, die Beeinflussung oxidativer DNA-
Schidden durch verschiedene, vom Menschen zumeist oral aufgenommene Stoffe unter
Normalbedingungen und unter exogenem, oxidativem Stress zu untersuchen. Ein
besonderes Augenmerk lag auch auf der Untersuchung in vivo.

Sowohl in in vitro- als auch in in vivo-Versuchen wurde der Einflul von
Ascorbinséure, Eicosapentaensdure und Ethanol und zusétzlich noch in vitro der Effekt
von MMPDCD, einem synthetischen Antioxidans, untersucht. Zur Induktion von
zusdtzlichem oxidativen Stress wurden AS52-Zellen (CHO-Zellen) mit UVB oder
sichtbarem Licht bzw. sichtbarem Licht und Photosensibilisator bestrahlt. Die
Bestimmung der oxidativen DNA-Schidden in den Zellen (AS52 oder humane
Lymphozyten) erfolgte mit Hilfe der Alkalischen Elution, wobei als Sonde das Fpg-
Protein, eine DNA-Reparaturendonuklease, die vor allem 8-oxoG erkennt, verwendet
wurde.

In der in vivo-Studie ergab sich kein signifikanter Effekt von Ascorbinsdure auf den
oxidativen DNA-Schaden in den Lymphozyten, obwohl mit der Einmalgabe von 1 g
Vitamin C der Plasmaspiegel deutlich erhoht wurde. Bei den in vitro-Untersuchungen
zeigten sich sowohl anti- als auch pro-oxidative Wirkungen. Der Untergrundspiegel an
DNA-Schédden in AS52-Zellen wurde durch Ascorbinsdure-Inkubation nicht beeinfluf3t.
Bei Schiddigung durch Bestrahlung (sichtbares Licht und UVB) konnte eine
Prainkubation mit 50 bzw. 100 uM Ascorbinsdure das induzierte Schadensausmal}
senken, sowohl in Bezug auf den oxidativen DNA-Schaden als auch auf die

Mikrokernrate. Dieselben Konzentrationen von Vitamin C erhohten allerdings die
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Spontanrate der Mikrokerne signifikant. Ascorbinsdure hatte also auch eine pro-
oxidative Wirkung, wobei die zelluldre Zielstruktur dieses Effektes noch unklar ist.

Als Derivat des antioxidativen Naturstoffes Carazostatins wurde MMPDCD
beziiglich seiner Effekte auf den zelluldren oxidativen DNA-Schaden untersucht. Es
zeigte sich in Untersuchungen mit AS52-Zellen, dal MMPDCD eine Senkung der
Untergrundspiegel der Fpg-sensitiven Basenmodifikationen bewirkte, die allerdings mit
einer Erhohung der Einzelstrangbriiche einherging. Auch die Zahl der durch
Photosensibilisator Ro 19-8022 oder sichtbares Licht induzierten oxidativen DNA-
Schiaden war in Gegenwart von MMPDCD signifikant reduziert. Andererseits erhdhte
die Substanz die basale Mikrokernraten bereits bei Konzentration gréfer 30 nM,
wihrend niedrigere Konzentrationen eine zusitzliche Mikrokerninduktion verhindern
konnten.

Die aus Fischol stammende mehrfach ungesittigte Fettsaure EPA ist vor allem
wegen ihrer kardioprotektiven Wirkung bekannt geworden. Dariliberhinaus zeigt sie eine
Photoprotektion gegeniiber einer Erythembildung, deren Zusammenhang mit oxidativen
DNA-Schidden hier untersucht wurde. In der in Kooperation mit dem University
Hospital Liverpool durchgefiihrten Probandenstudie, bei der iiber drei Monate EPA oral
zugefiihrt wurde, zeigte sich kein Einflul von EPA auf die oxidativen DNA-Schdden im
Vergleich zu einer Placebo-behandelten Kontrollgruppe. In Versuchen mit AS52-Zellen
fand sich kein Einflul der Substanz auf den Untergrundschaden und ein schiitzender
Effekt nur beziiglich der Schiddigung mit dem Photosensibilisator Ro 19-8022.
AuBlerdem fand sich bei der Mikrokerninduktion sowohl durch sichtbares Licht, durch
Photosensibilisator Ro 19-8022 als auch durch UVB eine Schutzwirkung durch
Priainkubation mit EPA. Vermutlich ist der antiinflammatorische und immunsuppressive
Effekt von EPA eher auf anderer Ebene als der des DNA-Schadens begriindet, z.B.
Interaktion mit der Signaltransduktion oder mit der Genexpression, da sie trotz erhohter
Lipidperoxidation, und damit vermehrter Bildung von ROS, protektiv wirkt.

Der EinfluB von Ethanol auf den DNA-Schaden in Lymphozyten und auf
verschiedene Blutparameter wurde in einer Probandenstudie in Zusammenarbeit mit der
Klinik fiir Psychatrie der Universitdt Mainz durchgefiihrt. Dabei wurde eine Gruppe von
32 Patienten mit chronischem Alkoholabusus mit 28 Kontrollpersonen verglichen. Bei
der Analyse der oxidativen DNA-Schédden zeigte sich ein signifikant hoherer Spiegel an
Fpg-sensitiven Modifikationen in der Alkoholikergruppe, wihrend die Zahl der
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Einzelstrangbriiche in beiden Gruppen gleich war. Dariliberhinaus waren mehrere
Blutparameter in der Patientengruppe signifikant verdandert. Dazu zdhlte eine Erh6hung
der Leberwerte (CDT, GOT, GPT, GGT, GLDH), des MCV und der EVB und eine
Verringerung der Vitamin-Spiegel, Vitamin A ausgenommen, welches signifikant
erhoht war. Im Verlauf der Entgiftung der Patienten {iber ca. zwei Wochen fiel
gegeniiber dem Zeitpunkt der ersten Bestimmung eine vorilibergehende, signifikante
Erhohung der Einzelstrangbriiche auf und eine ebenfalls signifikant erhhte Anzahl an
Fpg-sensitiven Lasionen zum Zeitpunkt der Entlassung und des Entgiftungsendes.
Dabei ist der Effekt auf die Strangbriiche moglicherweise durch eine erhohte Reparatur
von DNA-Schédden erklidrbar und die Erh6hung der Fpg-Werte auf einen Wegtfall eines
antioxidativen Effektes einer hohen, akuten Alkoholkonzentration oder eventuell auch
auf einen verstirkten Tabakkonsum und dessen ebenfalls DNA-schidigenden Einfluf3
zuriickfiihrbar. Ethanol erwies sich in der Probandenstudie langfristig als pro-oxidativ,

wobei er im Zellkultursystem keinen schddigenden Effekt hatte.
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