Genotoxizitatsuntersuchungen im

Menschen

S. Knasmuller

Institut fur Krebsforschung, Medizinische Universitat Wien

» Auswirkungen von DNA Schaden auf
die Gesundheit

 Methoden

» Anwendungsgebiete (mit Beispielen)
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DNA Schéaden stehen mit der Auslosung verschiedener

Erkrankungen in unmittelbarem Zusammenhang und
verkurzen die Lebenserwartung des Menschen

Methoden

Fur die Durchfihrung humaner Biomonitoringgstudien stehen eine Reihe von
Methoden zur Verfligung, die sich hinsichtlich ihrer Aussagekraft, aber auch in
Bezug auf die Kosten und den Zeit- und Arbeitsaufwand unterscheiden.
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» Einzelzellgelelektrophoresetests (Single cell gel elec  trophoresis oder COMET
Assays)

e ... beruhen auf der Messung der DNA Migration in einem elektrischen Feld.

Test cells with
chemical mutagens
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Kleinkerntests (Mikronucleus Assays)
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Figure 1 | MN and NPB formation in cells undergoing nuclear division. MN mOg“Ch)
originate from either lagging whole chromosomes or acentric chromosome

fragments. NPBs originate from dicentric chromosomes that may be caused by

misrepair of double strand DNA breaks or telomere end fusions. These events

can only be observed in cells completing nuclear division, which are

recognized by their BN appearance after cytokinesis blocking with Cyt-B.
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CBMN Tests (Cytochasasin B MN

CYTOM Test) mit Lymphozyten

Es werden diverse
Endpunkte erfasst,
die akut toxische
Effekte und
gentoxische Effekte
reflektieren.

Fenech M (2007)
Cytokinesis-block
micronucleus cytome
assay. Nat Protoc, 2,
1084-1104.

Binukleare humane Lymphozyten (Farbung modifiziert nac h Giemsa)

bei 1000-facher VergroRerung im Lichtmikroskop.

A: binukleére Zelle (BNZ), B: BNZ mit 2 Mikrokernen, C  : Nekrose, D: Apoptose,
E: nukleoplasmatische Briicke (NPB) und 2 Mikrokerne, F: nuklearer ,bud“ (Nb).
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Micronucleated cell Broken egg Binucleated cell

Chromosomal damage
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* Erndahrungsstudien

» Untersuchung von Lifestylefaktoren

» Untersuchung von Arbeitsplatzbelastungen
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Um den Einfluss von
Nahrungsfaktoren zu
untersuchen werden vor allem
Interventionsstudien
durchgeflhrt, in denen

mit SGCE Assays die DNA
Stabilitat gemessen wird
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Kaffee tragt

in héherem Ausmald zum

Schutz vor oxidativen DNA Schaden bei, als
der Konsum von Obst und Gemiuse (keine
Schutzeffekte bei Verzehr von 600 g Obst
und Gemuse pro Person, allerdings sind
einzelne Gemdusearten hochwirksam). Die
Schutzeffekte von Kaffee wurden in drei
Nachfolgestudien bestatigt.

Besonders wichtig: manche
Mikron&hrstoffe sind fur die
DNA Stabilitat von beson-
derer Bedeutung. M. Fenech
zeigte, dass die tagliche
Zufuhrmenge von Folsaure,
die zu optimaler DNA Stabi-
litdt fuhrt, erheblich héher ist,
als die von Erndhrungs-
gesellschaften empfohlenen
taglichen Aufnahmemengen.

Fir Osterreich relevant:
neben Folat auch Se und
Zn.




Rauchen, Alkoholkonsum und Ubergewicht
fuhren zu DNA Instabilitat, auch exzessiver
Sport |6st Kometen aus, aber es konnte gezeigt
werden, dass Extrembelastungen in trainierten
Athleten zu keinen persistierenden Schéden
fuhren (Triathlonstudie Wagner-Knasmidiller).

In einer Untersuchung mit Schwimmern des dt. Nationalteams
wurden keine gentoxischen Effekte durch Chlordesinfektion von
Wasser in Nasenschleimhautzellen gefunden (Grummt et al).
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Die Farbemethode ist von
besonderer  Bedeutung
fir die Auswertung von
KK in exfoliierten Zellen,
da es zu Fehlinterpre-
tationen kommt, wenn
nicht DNA reaktive Farb-
stoffe verwendet werden.
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Ein einer weitere Studie
untersuchten wir die
Auswirkung des Konsums
von Zigaretten, die sich in
ihrem Nikotin und
Teergehalt unterschieden
(Kooperation M Kundi)
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Tar and nicotine
consumption

Tar/day
Nicotine/day
Lifetime tar

Lifetime nicotine

Cells
with MN

1.81*

- 1.56*

0.11

0.02

Multivariate linear regression analysis of micronuc
nicotine consumption. Table entries are regression
average daily exposure to tar and nicotine during t
nicotine consumption. Age was included in both anal

Total number
of MN

1.93*

-1.69*

0.11

0.06

*p<0.001; BN- binucleates; KR — karyorrhexis; KL- kary
BE- broken egg; P — pyknosis. Tar/day and nicotine/da

Interessantester Befund: je mehr Nikotin, desto weniger
DNA Schaden !!!
Dieser Befund hat Auswirkungen auf die Beurteilung der
gesundheitlichen Effekte der Nikotinersatztherapie.

lei (MN) and other nuclear anomalies on tar and
coefficients. Analyses were done separately for
he last 3 months and for lifetime cumulative tar an  d
yses as a possible confounder.

BN KR KL ccC BE P
1.81* 1.54* 2.30* 1.10 0.77  -0.19
-1.36*  -1.10* -1.87* -0.97 -045 -0.07

0.11 0.19 0.17 0.29 0.25 0.29
-0.03 0.04 0.05 0.17 -0.05 0.10

olysis; CC — condensed chromatin;
y in mg; lifetime tar and nicotine in kg

YDA
UMIVERS TS
rUnJUF‘JIENNA 22

©




Es gibt eine Reihe epidemiologischer Studien, die darauf
hinweisen, dass Handystrahlung Krebserkrankungen auslést und

man nimmt an, dass dies mit DNA
Schaden in Zusammenhang steht. In
vitro Studien mit Zellen ergaben
tatsachlich Hinweise auf DNA
Schadigung, aber derartige Befunde
sind nicht extrapolierbar. Sinnvoll zur
Klarung dieser Frage wéaren Human-
studien mit exfolilerten Mundzellen.

* Interessante neuere Studien an Kindern in Thailand
ermdglichen Abschatzungen der Krebsrisiken durch Schad-
stoffbelastungen der Luft, in Indien wurden Abschéatzungen
der Folgen As belasteter Trinkwassernutzung mit Hilfe von
DNA Stabilitatsmessungen durchgefihrt.

» Zahlreiche Arbeitsplatzstudien zeigten erhdohte Schaden bei
bestimmten  Berufsgruppen (Arbeiter in  Stahlwerken,
Lackierer, Arbeiter in Textilindustrien und Farbstoffindustrien,
Holzverarbeitung, Krankenhauspersonal (Strahlung und Cyto-
statika), Arbeiter in der Landwirtschaft (Pestizide). Die Effekte
hangen von den jeweiligen technischen Gegebenheiten und
von der Einhaltung der Sicherheitsbestimmungen ab.

+ In Osterreich: derzeit keine derartigen Untersuchungen
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2006: Nachweis der Auslosung von
Tumoren bei inhalativer V,0, Exposition in
Labornagern. Keine Daten beim Menschen
vorliegend. Wir untersuchten exponierte
Arbeiter und gematchte Kontrollen in KK und
SCGE Assays mit Lymphozyten.

Ehrlich et al. Environ Health Perspect 116:1689-1693 (2008)
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Ehrlich et al. Environ Health Perspect 116:1689-1693 (2008)
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Die Ergebnisse zeigen eindeutig erhbhte DNA
Instabilitat, die Befunde werden zu einer Neufest-
legung der zulassigen Arbeitsplatzkonzentrationen
fUhren.

Weiter Studien, die von uns durchgefiihrt wurden,
lieferten weniger spektakulare Ergebnisse

Keine Effekte (KK und SCGE in Lymphozyten) bei
Arbeitern in Mullverbrennungsanlagen (G. Wultsch).

Akute toxische Effekte, aber keine gentoxischen Effekte in
Nasalzellen von Arbeitern einer Gefliigelzuchtanlage (G.
Waultsch).
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Genotoxizitatsuntersuchungen werden weltweit
fir humanes Biomonitoring eingesetzt, um
Langzeitgesundheitsrisiken, die mit Instabilitat
der Erbsubstanz in Zusammenhang stehen, zu
detektieren. Sie kdnnen zur Erfassung erhohter
Gesundheitsrisiken durch Arbeitsplatzbelastun-
gen eingesetzt werden, aber auch Lifestyle- und
Ernahrungseffekte detektieren.
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