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Arbeitsschwerpunkt

Untersuchung des Schadigungsprofils und der Wirkmecha-
nismen umweltrelevanter und arbeitsplatzbezogener Noxen,
Einstufung von Arbeits- und Umweltstoffen entsprechend
ihres Gefahrdungspotenzials fur die menschliche Gesundheit

Projekte

* Toxizitat metall(oid)organischer
Verbindungen

* Zellulare Effekte von Partikeln
und Fasern

* Umweltostrogene

* Water related pollutants”

* ,Food contaminants”

* Additive Effekte




Toxikologische Endpunkte:

2> Gentoxizitat (direkt)
- Mikrokerntest
- Chromosomenaberrationen
- Comet Assay
- oxidative DNA-Schadigung (8-OHdG)
- Apoptose

Gentoxizitat (indirekt)
- Bildung freier Radikale

> Cytotoxizitat
Anderungen des intrazelluldren Calziumspiegels



Interactions of Xenobiotics with Cellular Components
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* Cytotoxizitat: MTT-Test (Aktivitat der Mitochondrien)

Toxikologische Testsysteme

basiert auf der Umwandlung von Tetra-
zoliumsalzen durch Oxidoreduktasen
innerhalb der Mitochondrien und der
Peroxisomen in ein unlosliches blaues
Produkt, das photometrisch bestimmt
und quantifiziert werden kann.

Alternativ: Trypan-blau (Membranpermeabilitit)
LDH (Laktat-Dehydrogenase)-Test

basiert auf der Enzymaktivitat von LDH im Zyto-
plasma, das aus geschadigten Zellen freigesetzt wird
und photometrisch gemessen werden kann

U Grundlage aller toxikologischen Untersuchen, um nicht-toxische Konzentrations-
bereiche zu ermitteln




@ Zellulare Aufnahme

HPLC-ICP/MS
Pumpe 1 Kooperation mit der Analytischen
:I'E“‘"'9'‘t’gﬂ'@’*ﬂ"’""*Q"“JH Saule Chemie  * Prof. A.V. Hirner
Pumpe 2

» J. Hippler
(Tel.: 0201 1833295)

ICP MS

Intrazellulare Speziesbestimmung

Peristaltik Pumpe

16000 —— As 75 Waschlsg.
Interner Standard 1 —As 75/ Lyse
14000
12000
HPLC-Parameter Ausfithrung/Parameter 1
10000
" Prodegy ODS 3 4,6 mm x 4 :
AL 1 ’
rennsdule O S g000d
Flussgeschwindigkeit 1 ml/min 6000 -
pH-Wert pH 5,95 4000
Konzentration TBAH 4,7 mM 2000 -
Malonséaure 2 mM . ]
- Retention Time
Saulentemperatur 30 °C




Zellorganellen




Interaktion mit dem Zellkern
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Gene / Sequenz

Gen = Abschnitt auf der DNA

- wird in RNA umgeschrieben
(Transkription)

Gen hat 2 Bereiche:

1.) kopierter DNA-Abschnitt (MRNA)

2.) zusatzliche DNA-Abschnitte, die
an der Regulation des Kopiervorgangs beteiligt sind
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Genexpression und -regulation

Eukaryontische
Genexpression
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Genexpression und -regulation

Ribosome Armino acids Protein

Antisense-RNA RNA-Interferenz



* Gentoxizitat: Mikrokern-Test/Kinetochore

Toxikologische Testsysteme

Mikrokerne sind DNA-haltige Ab-
spaltprodukte des Zellkerns und
Indikator fur eine DNA-Schadigung.
Die Anzahl gebildeter Mikrokerne
kann nach DNA-Farbung quantifi-
ziert werden.

Comet-Assay

Detektierung von DNA-Strang-
Bruchen mit hoher Sensitivitat
-mikroskopische Auswertung
-Ermittlung des ,Olive tail moments”




Toxikologische Testsysteme

* Gentoxizitat: Chromosomenaberrationen (CA)

L
§ . ;" -+ Nachweis von chromosomalen
- ¢ s z Schadigungen an Metaphase-
;j'...:' o t chromo§omen (strykturelle Y
A . ': _ =T Aberratllonen) Sowie von Polyploidie
oy ot (numerische Aberrationen)

Reziproke Austausche von Chromatiden-
abschnitten eines Chromosomens, wird
gefarbt und mikroskopisch ausgewertet




Intrazelluldrer ROS-Nachweis

H,DCFDA-Farbung

2',7’-Dichlordihydrofluorescein-
diacetat wird deazetyliert durch
zellulare Esterasen. H,DCF wird
gebildet und reagiert mit ROS zu
H,DCFDA.

Fluoreszenz-Messung mit ELISA
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{DCFH-DA)
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2" 7'-Dichiorofluorescin
{Non-fiuorescent,
trapped within Cell)

2, 7' - Dichlorofiuorescein
(Fluorescent,
tropped withun Call)



Intrazelluldrer ROS-Nachweis

N O\/\/OH
TBARS-Firbung s +T\
Malondialdehyd (MDA\) ist eine Thiobarbitur- EyY °
saure-reaktive Substanz (TBARS), die spektro-  y,jondialdenyd, cH,(cHO),

metrisch gemessen werden kann 0 Marker fiir oxidativen Stress
- erhohte TBARS-Konzentrationen sind ein Marker fur Lipidperoxidation

und oxidativen Stress
- Fluoreszenz-Messung mit ELISA

Lipidperoxidation: oxidative Degradation von Lipiden in der Zellmembran
durch freie Radikale [0 fuhrt zur Zellschadigung



Toxikologische Testsysteme

* Genanalyse: TagMan-Assay

miRNA . 5 1
) RT prier mMiRNA-Nachweis
Schritt 1: Reverse Transkription (RT) .
) mit Stem-loop Primer COX—2 ExpreSS|On
y: cDNA
\ Forward primer Schritt 2: Real-Time PCR
_ Delta R vs Cycle
d_; : B  Reverseprimer 1o

Sonde
uuuuuuuu

Kooperation mit dem |
BGfA Bochum o . ,
D,‘. JOhnen/D,’. Weber i 1\\2 3 4‘\5 B Y/E\ g 1EI/‘H 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Fixed threshold = 0.2
Expression fold value: 2- AACt
Significant change: < 0.5 und > 2.0
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Weitere Vorkommen von Arsenverbindungen
in der Umwelt

* Anorganische Verbindungen

Gestein (Arsenerze, Steinkohle), Trinkwasser,
Nahrungskette (Reis, Fisch)

Arsentoxizitat durch Biomethylierung von anorganischem
Arsen in der Leber

* Organische Verbindungen

biogene Quellen: anorganisches Arsen wird durch
methanogene und sulfatreduzierende Mikroorganismen
biomethyliert: Feuchtgebiete, Tierhaltung

anthropogene Quellen: Mulldeponie, Altlasten, Abwasser,
Klarschlamm, Industrie




Expositionswege

Arsenaufnahme
inhalativ oral dermal
- partikelgebunden - Trinkwasser - am Arbeitsplatz:
(1-10 ng/m? bis zu >10 pg/m?3) (>100 pg/l) » Arsensaure
* Natriumarsenat
- Zigarettenrauch - Lebensmittel aus wassriger
Losung

- bei Kleinkindern durch
kontaminierte Boden

Anreicherung in Leber, Niere, Gallenblase, Haut, Haare, Nagel

Ausscheidung hauptsachlich als DMA(V) lber die Niere

Arsenverbindungen sind humankanzerogen und konnen Blasen-, Nieren-,
Leber-, Haut- und Lungenkrebs hervorrufen.




Aufnahme und Deposition von Arsen

Orale Aufnahme (Trinkwasser, Nahrung, Tabak)
Inhalation (Atmosphare, Boden)
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Biomethylierung von anorganischem Arsen (I)

Challenger-Mechanismus
(Challenger, Chem. Rev. (1945) 36: 315)

0 OH .OH o HCx, , O 0 HC. LOH ﬁ’

: " Ts - I R | - As—OH R As  om —cH, R i
OH . \OH CH, CH, CH, H,
Arsensaure Arsenige Monomethyl- Monomethyl- Dimethylarsin- Dimethyl- Trimethyl- Trimethylarsin
(AsY) Saure arsonsdure arsonige Saure saure arsinige Saure arsenoxid (TMA™)
(As,M) (MMAY) (MMA™) (DMAY) (DMA™M) (TMAOVY)

R = Reduktion, OM = oxidative Methylierung

* Die Methylierung findet hauptsachlich in der Leber unter Beteiligung von Methyldo-
noren (SAM, GSH) statt.

* Methyliertes Arsen(lll) weist eine hohere Toxizitat auf als anorganisches Arsen

Biomethylierung ist keine Detoxifizierung !




Biomethylierung von anorganischem Arsen (1)

Hayakawa-Mechanismus
(Hayakawa et al., Arch. Toxicol. (2005) 79: 183)

Alternative pathway for Arsenic biotransformation

OH OH 5G
(:SH
HO A OH — HO A OoH = GS As SG
SAM
QO
Arsenate Arsenite Cyt 19 ATG
v
| SG
OH (OH H
GS e ) .
> ‘.IS -I"i.h ':III
HO - As CH, +— HO As CH, *— samMm
0 Cyt 19 MADG
MMAY MMAM :
CH, CH, CH.
GSH
HO —As— CH,*+—HO AS CH, «—— GS As CH,
) DMAY DMAN DMAG

- Pentavalente Arsenver-
bindungen sind Endprodukte
des Stoffwechsels

- Oxidative Methylierungs-
reaktionen fehlen

- Trimethylarsen fehlt ganz



Ergebnisse eigener Versuche

1.) Zellulare Aufnahme von Arsenverbindungen
2.) Subzellulare Verteilung der Arsenverbindungen

3.) Toxizitat der Arsenverbindungen

- Cytotoxizitat
- Genotoxizitat
- Intrazellulare Radikalbildung

4.) Anderung des intrazellularen Calciumspiegels

5.) Genanalysen (COX-2)



Verwendete Arsenverbindungen

AsNaO, Natriumarsenit [As.(111)]
AsHNa,O, Natriumarsenat [As(V)]

MeAs(OH), = Monomethylarsonige Saure [MMA(III)]
MeAsO(OH), Monomethylarsonsaure [MMA(V)]

Me,AsOH Dimethyarsinige Saure [DMA(III)]
Me,AsOOH  Dimethylarsinsaure [DMA(V)]

Me,AsO Trimethylarsinoxid [TMAO(V)]



1.) Intrazellulare Arsenkonzentrationen
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Rat Hep HepG2 UROtsa CHO-9

\n Asi(ll) @ MMA (Ill) B DMA(I) O Asi(V) B MMA (V) B DMA(V) B TMAO \

Rat Hep: primare Hepatozyten (Ratte)
HepG2: humane Hepatomazellen
UROtsa: humane Harnblasenzellen (virustransformiert)

CHO-9: Fibroblasten (Hamster) }7 nichtmethylierende Zellen

}— methylierende Zellen

*nichtmethylierende Zellen sind in der Lage, groBere Arsenmengen aufzunehmen / zu
speichern als methylierende Zellen (verstarkte aktive Ausschleusung)

Dopp et al., Toxicol. Sci. 87 (2005) 1, 46-56



Zellulare Aufnahme (absolut)
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Wert|gen Arsenverbmdungen Concentration of As in exposure medium (uM)

- Berechnung der relativen Arsenaufnahme in Abhangigkeit von der extrazellular
applizierten Arsenkonzentration



Zellulare Aufnahme (relativ)
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Arsenic concentrations (extracellular) in pM

I UROtsa cells iAs (Ill) EE= UROtsa cells MMA (111) I UROtsa cells DMA (111)
Hepatocytes iAs (Ill) Hepatocytes MMA (Ill) * Hepatocytes DMA (l11)

* hochste Aufnahme bei relativ niedrigen Konzentrationen (UROtsa: DMA(lIl), 0.1 uM)

Dopp et al., Drug Metabol. Dispos. (2008), 36(5):971-9



Zellulare Aufnahme (relativ)

CHO cells
, Intracellular concentration of arsenic expressed as % of dosed arsenic
Concentration of frat
arsori concentration
treatment soluti
A m‘(a:Msio AP0 As () As (V)  MMAI) MMA(V) DMA(IIN) DMA(V) TMAO
0.1 - - - - 0.80 ‘ - -
0.5 0.37 - 9.98 n.d. -
1 0.38 0.02 7.30 - n.d.
5 - - 6.67 - -
10 n.d. 6.14 n.d. 0.13
25 - - - -
50 - - - -
100 0.41 0.28 0.03 - 0.01 0.01
500 0.19 0.14 0.01 - 0.02 0.01
1000 - 0.05 - - 0.02 n.d.
10000 0.10 0.03 - - - -

- ist abhangig vom Zelltyp (der Membranpermeabilitat) und der Arsenspezies
Dopp et al., Toxicol. Appl. Pharmacol. 201 (2004), 156-165



2.) Subzellulare Verteilung

Differentialzentrifugation zur Zellfraktionierung (5 Fraktionen)

Sample P: Samples
-endoplasmic reticulum (P) plasma cell
-large polyribosomes membrane

-microsomal fraction
-plasma membrane

( P) endoplasmic

reticulum

( N ) nucleus

Sample M:
-mitochondria
. -lysosomes

golgi -peroxisomes

mitochondria ( M)

(R) ribosome
lysosome

Sample R: (M)

-ribosomal subunits

-small polyribosomes



Differentialzentrifugation

Whole cell extract
l Centrifugation of supernatant at
300 g for 5 min
Cell free extract
(Filter homogenate to remove clumps of unbroken cells, connective tissue, etc.)

SAMPLE F
i Centrifugation of supernatant at
600 g for 10 min
Nuclei
SAMPLE N

Centrifugation of supernatant at
15,000 g for 5 min

Mitochondria, lysosomes, peroxisomes
SAMPLE M

l Centrifugation of supernatant at

100,000 g for 60 min

Plasma membrane, microsomal fraction
(fragments of endoplasmic reticulum), large polyribosomes

SAMPLE P
Centrifugation of supernatant at
300,000 g for 120 min
Ribosomal subunits, small polyribosomes
SAMPLE R
l Final supernatant

Soluble portion of cytoplasm (Cytosol)
SAMPLE C




Subzellulare Verteilung [iAs]

Urothelial cells

iAs(V) 24h
N: 0.0 %

M: §3,% o)

M:0.0 %
plgg o 4

€:90.8%
v R:2.0 %

R:10.0% 1

N: 1.2 %
110 0% %
:3.2%

P: 1.2 %

RG 1%

R:10.7 %

Hepatocytes

iAs (V) % Hh
N: 4.9%

v C: 47.6% - M: 17.3%

C: 65.1%
\P: 11.2% 4

R: 8.4%

iABS(MINRA 24 h

4 C: 37.0%
C: 58.5%
R: 6.3%

\P:32.2% 4

Dopp et al., Drug Metabol. Dispos. (2008), 36(5):971-9



Subzellulare Verteilung [MMA]

Urothelial cells

M¥X(WP4h

nREANTEY 24

Ni31%
M:22%

P:510.8 ¢,
€742 % FE8.Px

RRiAA % 4

Hepatocytes

MY ) &edh

N: 9.6%

M: 3.1%
P: 13.6%

AC: 84.0% P: 7.6%
5 b 0 0,
& 4%

C:70.7%

WA (1) % 34h
N: 4.2% ¥

P:18.0% R:0.4% ¢



Subzellulare Arsen-Verteilung in UROtsa-Zellen

35
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- without cytosolic fraction Dopp et al., Drug Metabol. Dispos. (2008), 36(5):971-9



3.) Cytotoxizitit

LC,, values: Induktion von 50% Zelltod

LC,, values in uM
UROtsa
As(lll) | As(V) | MMA(III) DMA(III)
1h | 5000 | n.ct. 83 15
24h | 170 1530 18 12
Hepatocytes
1h | n.ct. n.ct. 20 13
24h | 130 500 12.4 8.6

* die pentavalenten Arsenspezies MMA(V), DMA(V) and TMAO(V) waren nicht
cytotoxisch (n.ct.) bis zu einer getesteten Konzentration von 5 mM

* cytotoxische Effekte waren in Hepatozyten ausgepragter als in Urothelzellen



Gentoxische Effekte in Fibroblasten (CHO-Zellen)

fy 250 —
" B MMA(V) @ DMA(V)
. B MMAI) @ m DMA(II)
) ()]
g 35 3
[ =
e} o]
e > 8 150
e 25 g
2 2
S 20 =
6 I S 100
5 15 2
E £
10
2 3 50
5 |
0 - o

control 2.5 uM 5 uM 75uM  25mM  5mM 7 mM
Concentrations

control 0.1uM 0.5 uM 1 uM 10uM 100 uM 1 mM

Concentrations

Aberrations/ 100 cells SCE (mean)
50 25
*kk
ol "

30 - 15

s \f'so..'
. .;Zéc A

20 +

T L

Ll JL L

MVA(I)  DMA(I)  Asi(ll) Asi(V) TMAO  MMA(V) DMA(V) control
(100pM)  (S0pM)  (ImM)  (10mM)  (10mM) (10mM) (10 mM)

W Aberrations (%) m Chromatid exchanges/100 cells O SCE ‘

10

—~les * W

Chromatiden-Translokation nach Exposition von CHO-Zellen
gegenuber MMA(III) (50 uM, 30 min)

Dopp et al., Toxicol. Appl. Pharmacol. 201 (2004), 156-165



Gentoxische Effekte in humanen Hepatozyten

Comet assay
3.0 4

2.5 -

20

N .

g JE T [
} i

05 f

*k%

*k%k T

Tail moment

5 n

0.0 x
0 0.1 0.5 1 5 10 50 100 500

Concentrations in yM

I Control B Asi(lll) @ MMA(II) &I Asi(V) B MMA(V)

* signifikante Induktion von gentoxischen Effekten durch dreiwertige Arsenverbindungen

Dopp et al., Drug Metabol. Dispos. (2008), 36(5):971-9



Gentoxische Effekte in humanen Urothelzellen

Comet-Assay

1.54
* 2.5-
:,:: 1.0 *kk
g *k%
= wm B o 2,04 %
g 05 i i
0.0 Lt . g e
N N v
,bob \\\6‘? \@Q 69\& 2
& & v w
\\eo S S S = 1.0
,60
e
* Konzentrationsabhangigkeit

* ausgepragtere Effekte in Hepatozyten
(TM: 2,3 zu 0,8 in UROtsa bei 5 yM MMA 111)




Lipidperoxidation
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—)> hohere Radikalbildung in primaren
Hepatozyten als in transformierten
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=) zeitabhangige MDA-Bildung [MMA(III)]

Expositionszeit



4.) Anderungen des [Ca*], durch Arsenverbindungen

Asi(IID) | Asi(V -
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W wenigen Sekunden

s = = Florea et al., Env. Health Persp. 113 (2005) 6, 659-664
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5.) Genanalyse COX-2

UROtsa-Zellen, 10 uM

Qgtl ) Expression fold value | significant
mMiRNA-26a chahdg 8,75 T
miRNA-101 -1,59 3,01 T
miRNA-143 -2,60 6,06 T
COX-2 3,13 0,11 »l«

[1 Verminderte COX-2 Expression




Arsenverbindungen

Wirkmechanismus

\

A

e
ROS/RNS / > MDA

Enzyme [[—

Proteil NADPH \

-

NF-kB \

P53

e
=

nucleus ~Sa

PKC
cw/ DNA Schédigung

Hypothese:

* oxidative Schadigung von Lipi-
den, Proteinen, DNA

* Aktivierung von Transkriptions-
faktoren

* Beeinflussung der DNA Methy-
lierung

Apoptose

N
(Hemmung der Apoptose)

DNA Reparatur
A X

(Hemmung der DNA Reparatur)

\ v

Mutation

\

Proliferation

y

Tumor



Zusammenfassung

Zelltyp-spezifische Unterschiede hinsichtlich Aufnahme, Verbleib und

intrazellularer Verteilung von Arsenverbindungen sowie cytotoxischen
und radikalbildenden Eigenschaften

Gentoxische Effekte waren in allen untersuchten Zellarten detektierbar
Die hochsten Arsenkonzentrationen wurden im Cytosol von humanen
Blasenzellen gefunden. Hepatozyten scheinen Arsen schneller wieder
auszuschleusen.

Dreiwertige methylierte Verbindungen sind gut membrangangig und
induzieren die starksten zellularen Effekte

Zellkern, Mitochondrien und Ribosomen weisen ebenfalls erhohte
Arsenkonzentrationen auf

Mogliche Konsequenzen: Storungen der mitochondrialen Aktivitat
und der Proteinsynthese
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