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1. Einleitung

1.1. Nitromoschus

Seit dem Altertum sind Duftstoffe wichtige Begleiter der Menschheit, um ein
Wohlbefinden zu erlangen. Zu den Duftstoffen gehoren atherische Ole, die aus
natirlichen Substanzen bestehen. Eine Duftnuance ist der Moschus. Der natirliche
Moschus ist ein Drisensekret des ménnlichen Moschustieres (Moschus
moschiferus), welches im asiatischen Hochland beheimatet ist. Schon seit
Jahrtausenden ist Moschus als Heilmittel bekannt und wird als Duftstoff in der
Parfumindustrie eingesetzt (ROMPP CHEMIE LEXIKON (1991)).

Da der naturliche Moschus nur schwer synthetisch herzustellen ist und die natirliche
Gewinnung eine Bedrohung fur das Moschustier bedeutet, werden seit dem 18.
Jahrhundert synthetische Moschusduftstoffe produziert (BEDOUKIAN 1986). Eine
Gruppe dieser synthetischen Moschusduftstoffe sind die Nitromoschussubstanzen,
die nicht naturlichen Ursprunges sind. In der Gruppe der Nitromoschussubstanzen
sind die strukturell verwandten Verbindungen Moschus Xylol, Moschus Ambrette,
Moschus Keton, Moschus Mosken und Moschus Tibeten zusammengefasst.

Diese mehrfach substituierten Nitromoschussubstanzen, chemisch handelt es sich
um dinitro- und trinitrosubstituierte Benzolderivate, haben den Vorteil, dass sie
einfach und kostengtinstig zu synthetisieren sind, und aus diesem Grund in grof3en
Mengen in der Industrie eingesetzt werden kénnen. Au3erdem haftet der Duft langer
und leichter an Haut und Textilien (TAs ET AL. (1997)). Die Produktion der
Nitromoschussubstanzen, die am Anfang des 20. Jahrhunderts begann, lag zu
Beginn der 1990er Jahre weltweit bei mehr als 1000 t pro Jahr. Davon wurden 1991
67% Moschus Xylol, 21% Moschus Keton und 12% Moschus Ambrette hergestellt.
Der groldte Produzent weltweit ist China mit beispielsweise einem Ertrag von 942 t im
Jahre 1991 (IPPEN 1994). Im Jahr 2000 lag der Verbrauch bei etwa 100 t an
Nitromoschusverbindungen (TAS ET AL .(1997)).

Nitromoschus wird als Duftstoff in Kosmetika und Waschmitteln sowie als Zusatz in
Lebensmitteln und Fischkédern verwendet. Der Einsatz in der Industrie ist vielfaltig,
so werden 25% der Duftstoffe in Detergenzien, 14% in Weichspulern, 13% in
Kosmetika, 10% in Haarpflegemitteln, 10% in Waschgelen, 9% in Seifen, 5% in



Parfums und 6% in anderen Produkten verarbeitet. Ein grof3er Anteil der
verwendeten Duftstoffe von ca. 77% kann Uber diese Produkte in das Abwasser
gelangen (OsPAR (2004)). Es wurden von SOMMER (1993) 60 Kosmetika und 41
Waschmittel auf ihren Nitromoschusgehalt mittels Gaschromatographie und
Massenspektrometrie untersucht. In 35 Kosmetika (Parfums, Rasierwasser,
Shampoos, Seifen, Lotionen und Cremes) wurden hauptsachlich Moschus Xylol und
Moschus Keton nachgewiesen. Dabei zeichnete sich ab, dass Moschus Xylol
vorwiegend in Waschmitteln mit einem Gehalt von 2,5 - 250 mg/kg in 17 von 41
Proben und Moschus Keton hauptsachlich in Kosmetika mit einem Gehalt von 6,7 -

2200 mg/kg in 27 von 60 Proben gemessen wurde.

Erstmals wurde man durch eine Arbeit von YAMAGISHI ET AL. (1981), die Moschus
Xylol und Moschus Keton in Stif3wasserfischen im japanischen Flul3 Tama
nachweisen konnten, aufmerksam auf eine mégliche Gefahrdung als
Umweltschadstoff. Daraufhin wurden in Deutschland Untersuchungen an Fischen
aus Aquakulturen (HAHN 1993; RiMKUs UND WoLF 1993B) durchgefuhrt. Die
Untersuchungen von HAHN (1993) in Bayern zeigten, dass in 48% der untersuchten
Fischproben Moschus Xylol mit einem Gehalt Gber dem Interventionswert von 0,01
mg/kg Frischgewicht, welcher von einer Bund - Landerbesprechung vorgeschlagen
wurde, gemessen wurde. RIMKUS UND WOLF (1993B) fuhrten in Schleswig-Holstein
Untersuchungen an inlandischen und auslandischen Forellenproben durch. Diese
ergaben insgesamt, dass die inlandischen Proben Moschus-Xylol-Gehalte unter 0,10
mg/kg Fett aufwiesen. In den auslandischen Proben erhielt man sowohl niedrige
Werte unter 0,10 mg/kg Fett als auch Werte Gber 0,50 mg/kg Fett an Moschus Xylol.
Neben Moschus Xylol konnte auch Moschus Keton mit 0,02 - 0,33 mg/kg Fett und
Moschus Ambrette mit 0,01 - 0,03 mg/kg Fett nachgewiesen werden.

Weiterhin untersuchten RiMkus UND WOLF (1993A) den Gehalt an Nitromoschus in
Frauenmilch und Humanfett, um eine Akkumulation im menschlichen Organismus zu
prufen. Jede der 22 Frauenmilchproben enthielt Moschus Xylol (0,02 - 0,22 mg/kg
Fett) und Moschus Keton (0,01 - 0,09 mg/kg Fett). Ebenso wurden in allen 13
Humanfettproben Moschus Xylol (0,02 - 0,19 mg/kg Fett) und Moschus Keton (0,01 -
0,09 mg/kg Fett) nachgewiesen. Die Ergebnisse von LIEBL UND EHRENSTORFER (1993)

in 391 Frauenmilchproben aus Sudbayern entsprachen denen aus Norddeutschland.



Der Moschus-Xylol-Gehalt schwankte sehr stark und lag deutlich hdher als die
Gehalte der anderen vier Nitromoschussubstanzen. Die gemessenen Werte lagen im
Bereich der Konzentrationen von Organochlorverbindungen (B-HCH, cis-
Heptachlorepoxid (HE) und Lindan (y-HCH)), die routinemafRig in der Frauenmilch
bestimmt werden. Aul3erdem zeigte diese Studie, dass eine Akkumulation von
Nitromoschus im menschlichen Kdrper vor allem das Fettgewebe und darauffolgend
die Leber betrafen. Bei diesen Messungen wurden Moschus Ambrette und Moschus
Mosken in wenigen Proben und Moschus Tibeten in keiner Probe festgestellt
(Bestimmungsgrenze: 0,01 mg/kg Fett). Eine Untersuchung in Muttermilch 1999
ergab Konzentrationen von 9,4 ug/kg Fett Moschus Xylol, 14,9 pg/kg Fett Moschus
Keton und weniger als 1,3 pg/kg Fett Moschus Mosken. Moschus Tibeten und
Moschus Ambrette wurden nicht nachgewiesen (DUEDAHL-OLESEN ET AL. (2005)).
Auch in Schweden und den USA wurden Moschus Xylol und Moschus Keton in der
Muttermilch gefunden. In den USA konnte Moschus Xylol in Konzentrationen von 2 —
150 ng/g und Moschus Keton von 2 - 238 ng/g analysiert werden (REINER ET AL.
(2007)), in Schweden analysierten LIGNELL ET AL. (2008) Muttermilchproben von 101
Erstgebarenden zwischen 1996 und 2003, in denen Moschus Xylol mit einer
Maximalkonzentration von 9,5 ng/g vorhanden war. Moschus Keton war nicht
nachweisbar, die Nachweisgrenze lag bei 2-3 ng/g.

Es wurden mehrere Untersuchungen zum Gehalt von Nitromoschus im menschlichen
Blut durchgefiihrt, die mittlere Konzentration an Moschus Xylol lag bei 24 ng/g Fett
und konnte in 98% der Proben nachgewiesen werden (ANGERER UND KAFFERLEIN
(1997)). 5 Jahre spater in einer Wiederholungsstudie wurde Moschus Xylol noch in
12% der Proben ermittelt, die mittlere Konzentration lag unter 10 ng/g Fett
(KAFFERLEIN UND ANGERER (2001)). Eine weitere Studie bestatigte den Nachweis von
Moschus Xylol (mittlere Konzentration 6,5 ng/g Fett) und Moschus Keton (mittlere
Konzentration 5,5 ng/g Fett) im Humanblut (EISENHARDT ET AL. (2001)). Messungen
im menschlichen Fettgewebe ergaben eine maximale Konzentration von 288 ng/g
Fett Moschus Xylol (MULLER ET AL. (1996)).

Weltweit wurden Untersuchungen zur Bioakkumulation durchgefiihrt. DUEDAHL-
OLESEN ET AL. (2005) fuhrten 1999 und 2003/2004 Messungen in danischen
Fischfarmen durch, die zeigten, dass 1999 in einem Grol3teil der Forellenproben

Moschus Mosken mit 98% am haufigsten nachweisbar war, gefolgt von Moschus



Keton in 84%. 2003/2004 waren Moschus Xylol in 34% und Moschus Keton in 30%
messbar. Moschus Mosken und Moschus Tibeten konnten 2003/2004 nicht ermittelt
werden. Es zeigte sich weiterhin, dass Moschus Ambrette in 50% der Proben
vorhanden war mit einer Konzentration nahe der Bestimmungsgrenze von 0,3 pg/kg
Frischgewicht.

Untersuchungen in verschiedenen wasserabhangigen Systemen ergaben eine
Belastung mit synthetischen Nitromoschusverbindungen, wobei hauptséchlich
Moschus Xylol und Moschus Keton Gegenstand dieser Untersuchungen waren. Im
Sediment des Eriesee und im Ontariosee (PECK ET AL. (2006)) sowie in der Bucht von
San Francisco wurden Moschus Xylol und Moschus Keton gemessen, wobei die
Konzentrationen von 0,034 - 0,038 ng/g Sediment fur Moschus Xylol und Moschus
Keton in San Francisco niedrig waren. Die Konzentrationen in der Nahe einer
Klaranlage dagegen fielen héher aus, und zwar 0,13 — 0,24 ng/g Sediment Moschus
Xylol und 1,08 — 2,74 ng/g Sediment Moschus Keton (RUBINFELD UND LUTHY (2008)).
Weiterhin konnte Nitromoschus im Klarschlamm ortsansassiger Klaranlagen in
Kanada (YANG UND METCALFE (2006), SMYTH ET AL.(2007)) und in Klarschlammproben
in der Schweiz (HEEREN UND BERSET (2000)) sowie in Wasserproben im Michigan
See der USA (PECK UND HORNBUCKLE (2004)), in Gewassern der Schweiz (HEEREN
UND BERSET (2000)) und in der Elbe in Deutschland (GATERMANN ET AL. (1998))
nachgewiesen werden.

Diese Studien fuihrten dazu, dass biologische Endpunkte wie Toxizitat, Gentoxizitat,
Mutagenitat sowie Kanzerogenitat dieser Substanzen in Hinblick auf ein mogliches
gesundheitliches Gefahrdungspotential genauer untersucht und bewertet werden
sollten. Eine Untersuchung zur Gentoxitzitat ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit.



1.1.1. Moschus Xylol

Substanzname: 1-tert.-Butyl-3,5-dimethyl-2,4,6-trinitrobenzol
Summenformel: Cq, His N3 Og

Molekulargewicht: 297,3

C(CH3)3
NOy_ . NO,
CHs CHg
O,N

Abbildung 1: Strukturformel Moschus Xylol



1.1.2. Moschus Ambrette

Substanzname: 1-tert.-Butyl-4-methyl-6-methoxy-3,5-dinitrobenzol
Summenformel: Cq, Hig N> Og

Molekulargewicht: 268,2

C(CH3)3
OCHj
O,N NO,
CHs

Abbildung 2: Strukturformel von Moschus Ambrette



1.1.3. Moschus Keton

Substanzname: 4-tert.-Butyl-3,5-dinitro-2,6-dimethylacetophenon
Summenformel: C14 Hig N, Os

Molekulargewicht: 294,3

C(GH3)3
02N NOZ
CH3 CHs
7 ©
CH3

Abbildung 3: Strukturformel von Moschus Keton



1.1.4. Moschus Mosken

Substanzname: 1,1,3,3,5-Pentamethyl-4,6-dinitroindan
Summenformel: C4 Hig N, O,

Molekulargewicht: 278,3

CHs. CH
O,N 3 3

Chs CHy” CHs
O.N

Abbildung 4: Strukturformel von Moschus Mosken



1.1.5. Moschus Tibeten

Substanzname: 1-tert.-Butyl-3,4,5-trimethyl-2,6-dinitrobenzol
Summenformel: C3 Hig N, O,

Molekulargewicht: 266,3

C(CH3)3

NO, NO,

CHg CH,
CH,

Abbildung 5: Strukturformel von Moschus Tibeten



1.2. Gentoxizitatsprufung

Gentoxische Schaden kénnen durch chemische Agenzien, ionisierende Strahlen
oder Mikroorganismen (besonders durch Viren) induziert werden. Im Erbgut eines
Organismus kann dies zu Mutationen fuhren. Im Rahmen der Gentoxizitatsprifung
werden Veranderungen am Genom untersucht, bei denen es sich um
Basenveranderungen, Intra- und Interstrangvernetzungen der DNA sowie um DNA-
Einzel- und Doppelstrangbriiche handeln kann. Die ausgewahlten Testverfahren, die
in dieser Arbeit angewandt wurden, dienen der Untersuchung chromosomaler
Veranderungen des menschlichen Zellgutes und kdnnen keine Aussage uber direkt
induzierte Mutationen machen.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Nitromoschusverbindungen mittels des
Schwesterchromatidaustausch-Tests und des Mikrokern-Tests auf gentoxisches

Potenzial untersucht.

1.2.1. Der Schwesterchromatidaustausch-Test

Der Schwesterchromatidaustausch-Test ist ein Indikatortest auf gentoxische
Wirkungen. Als Schwesterchromatidaustausch bezeichnet man den
molekulargenetischen Vorgang, bei dem es im Verlauf des Zellzyklus (in der
Metaphase) zu einem intrachromosomalen Austausch von Genmaterial kommt. Die
Ursache der Schwesterchromatidaustausch-Induktion ist vielseitig und unabhangig
von der Entstehung der Mutationen. Zur Bildung von Schwesterchromatid-
austauschen konnen neben DNA-Schaden auch Stérungen der DNA-Replikation und
der DNA-Reparatur fuhren (SpPeIT 1993). Schwesterchromatidaustausche treten
spontan in der Replikationsphase wahrend des Zellzyklus auf und sind in fast jeder
Zelle zu finden. Der Schwesterchromatidaustausch-Test ist in seiner Durchfiihrung
und Auswertung sehr praktikabel und zuverlassig, so dass dieser in der
Gentoxizitatspriufung als Nachweis von Umweltmutagenen Verwendung findet (SPeIT
1993). Eine Schwéache des Tests sieht man darin, dass der
Entstehungsmechanismus und die biologische Bedeutung von

Schwesterchromatidaustauschen bisher nur unzureichend erklart werden konnte.
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Der Austausch von Schwesterchromatiden wurde erstmals 1958 von TAYLOR
beschrieben. Er wies diese mit Hilfe der Autoradiographie nach. ZAKHAROV UND
EGOLINA (1972) setzten Bromodesoxyuridin, ein halogeniertes Nukleosid, zur
Chromosomenmarkierung ein, und zwar am Ende des Zellzyklus. Durch die
Einfuhrung der Fluoreszenzfarbstoffe zur unterschiedlichen Anfarbung der
Schwesterchromatiden (LATT 1973) gewann der Schwesterchromatidaustausch-Test
immer mehr an Bedeutung in der Gentoxizitatsprifung. Als Farbstoff wurde die
Benzimidazolverbindung Hoechst 33258 verwendet. Um Schwesterchromatid-
austausche sichtbar zu machen, wurden die Chromatiden asymmetrisch mit
Bromodesoxyuridin, einem bromierten Basenanalogon, substituiert.
Bromodesoxyuridin wurde zu Beginn der Kultivierung zugesetzt, welches sich
wahrend der Replikationsphase (S-Phase) anstelle der Base Thymidin in die DNA
einbaute.

Die Chromosomen waren nach der ersten Mitose unverandert.

Nach der zweiten mitotischen Teilung erhielt man Chromatiden mit einem
asymmetrisch substituierten Strang, wobei eine Chromatide doppelseitig und die
andere Chromatide einseitig substituiert war. Dies stellte sich nach
Fluoreszenzfarbung in unterschiedlicher Farbintensitat dar, die doppelseitig
substituierte Chromatide war heller gefarbt. Die unterschiedliche Farbintensitat liegt
an der durch Bromodesoxyuridin reduzierten Affinitdt der DNA zu einigen
Farbstoffen.

Nach der dritten Mitose entstanden Chromosomen mit vollstandig substituierten
Chromatiden und verschieden substituierten Chromatiden.

Die Zellen wurden in der Metaphase mit Colcemid arretiert, so dass die DNA als
Chromosom sichtbar blieb.

Zur Auswertung wurden die Chromatiden nach zwei durchlaufenen Mitosen
herangezogen, weil in dieser Phase die Schwesterchromatiden unterschiedlich
angefarbt und die Austausche gut darstellbar waren (siehe Abbildung 1). Die
Chromosomen der ersten Mitose waren einheitlich gefarbt und die Chromosomen
der dritten Mitose zu einem Viertel stark und zu drei Viertel schwach gefarbt.

Der Schwesterchromatidaustausch-Test kann an allen in vitro proliferierenden Zellen

durchgefuihrt werden. In dieser Arbeit wurden Humanlymphozyten zur Kultivierung
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eingesetzt. Die Kultivierung von Humanlymphozyten hatte den Vorteil, dass die
Zellen schnell einsetzbar waren und eine konstante Proliferationsrate aufwiesen.

Abbildung 1: Schwesterchromatiden nach der zweiten mitotischen Teilung
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1.2.2. Der Mikrokern-Test

Der Mikrokern-Test dient der Priifung von Chromosomen-Aberrationen, d. h.
strukturellen Veranderungen der Chromosomen durch klastogene Effekte (chromo-
somen-brechend) und numerischen Verdnderungen (Aneuploidien) durch aneugene
Effekte (den Spindelapparat schadigend), wobei vollstandige Chromosomen
Mikrokerne entstehen lassen kénnen (ROMAGNA 1993).

Zur Testung chemischer Agenzien konnte der Mikrokern-Test in vivo und in vitro
durchgefuhrt werden. Der in-vivo-Mikrokern-Test wurde 1971 von MATTER UND
ScHMID an Mausen (in polychromatischen Erythrozyten in Knochenmarks-
ausstrichen) etabliert. EVANS UND O"RIORDAN (1975) stellten den Vorteil von Human-
lymphozyten aus dem peripheren Blut zum Einsatz in Mutagenitatstests zur Analyse
von Chromosomen-Aberrationen dar. Der Vorteil lag in der schnellen Gewinnung der
Lymphozyten, der einfachen Kultivierung, der Ubertragung der Ergebnisse auf den
menschlichen Organismus, und darin, dass Lymphozyten eine konstante
Spontanrate an Mikrokernen aufwiesen. COUNTRYMAN UND HEDDLE (1976) zeigten,
dass Mikrokerne auch in menschlichen Lymphozyten durch Chromosomen-
Aberrationen entstehen. Sie legten die Kriterien fur Mikrokerne fest, wodurch eine
Standardisierung zur Auswertung gegeben war.

Durch die Entwicklung der Cytokinese-blockierenden Mikrokern-Methode von
FENECH UND MORLEY (1985) konnte die Auswertung des Mikrokern-Tests insofern
verbessert werden, dass durch den Einsatz von Cytochalasin B die Zellen, die eine
Mitose durchlaufen hatten, von den Zellen ohne Zellteilung unterschieden werden
konnten. Bei Cytochalasin B handelte es sich um eine Substanz, welche die Teilung
des Zytoplasmas nach erfolgter Kernteilung blockiert. Die Voraussetzung fur die
Entstehung von Mikrokernen war eine mitotische Zellteilung (siehe Abbildung 2).
Inzwischen sind verschiedene Testprotokolle beschrieben worden, in denen mit
Vollblut oder mit isolierten Lymphozyten gearbeitet wurde und verschiedene
Techniken zur Aufbereitung der Praparate angewendet wurden. In dieser Arbeit
wurde mit isolierten Lymphozyten gearbeitet, um eine genaue Zelldichte einsetzen zu

kénnen und qualitativ bessere Praparate zu erhalten.
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Abbildung 2: Binuklearer Humanlymphozyt mit einem Mikrokern (Pfeil) nach

einer mitotischen Teilung

Wahrend im Schwesterchromatidaustausch-Test Humanlymphozyten eingesetzt
wurden, kam im Mikrokern-Test neben den Humanlymphozyten auch die metabolisch
kompetente Zelllinie HepG2 zum Einsatz. Die Aufarbeitung entsprach der, die bei
Humanlymphozyten verwendet wurde. Der Einsatz von humanen Leberzellen scheint
bezuglich einer Aussage zur Gesundheitsgefahrdung des Menschen gegentber
tierischen Leberzellen Vorteile zu haben, da bekannt ist, dass fremdstoff-
metabolisierende Enzyme oft erhebliche Interspezies-Variationen aufweisen. Die
eingesetzte Leberzelllinie HepG2 besitzt die Teilungsfahigkeit einer Krebszelle bei
gleichzeitig weitgehender metabolischer Kompetenz einer intakten Leberzelle. Diese
Zellen weisen Enzymaktivitdten des menschlichen Metabolismus auf, zu denen die
P450-Cytochromoxydasen, Hydrolasen, Peroxydasen usw. gehoren. Die genaue

Enzymaktivitat ist unter 2.1.1. beschrieben.

14



Der Mikrokern-Test, durchgefuhrt an isolierten Lymphozyten oder an Vollblut, eignete
sich aulerdem zum humanen Effektmonitoring schadstoffbelasteter Personen

(KEVEKORDES ET AL. 1998).
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Zellen

Humanlymphozyten

Es wurden bei jedem Versuch Humanlymphozyten aus frisch gewonnenem vendsen
Blut verwendet. Das Blut stammte von freiwilligen, gesunden und nichtrauchenden
Spendern im Alter von 20 - 35 Jahren. Die Humanlymphozyten wurden nach unter
2.2.2 beschriebener Methode gewonnen.

HepG2-Zellen
Die HepG2-Zellen entstammen einer Zelllinie aus menschlichen Leberzellen. Die

Leberzellen wurden aus einem primaren Hepatoblastom eines 15-jahrigen
argentinischen Jungen durch Dres. BARBARA KNOWLES UND DAvID ADEN 1979 isoliert.
Aus Biopsien nach Lobektomie wurden Karzinomzellen isoliert und tiber mehrere
Monate kultiviert. Diese Zelllinie wurde als HepG2 bezeichnet. Es handelt sich um
transformierte und hoch differenzierte Leberzellen, welche der morphologischen
Struktur normalen Leberparenchyms ahneln und normale Funktionen der Leber
beibehalten haben. Wichtige Plasmaproteine der menschlichen Leber konnten in der
Zellkultur nachgewiesen werden (KNOWLES ET AL. (1980); ADEN ET AL. (1979)).

Die Isoenzymmuster wurden in verschiedenen Testsystemen untersucht. Diese
Untersuchungen ergaben einen erhéhten Anteil an P450-Cytochromreduktasen im
Vergleich zu Hepatozyten von Ratten (GLATT ET AL. (1990)). Erste Analysen hatten
gezeigt, dass HepG2-Zellen sowohl Phase-I- als auch Phase-lI-Enzyme enthalten.
Von den Phase-I- Enzymen in den Mikrosomen waren Cytochrom P450 (CYP) 1A,
2C und 3A durch das Western-blotting-Verfahren nachgewiesen worden (FARDEL ET
AL. (1992)). Weiterhin nachweisbar waren die Phase-I-Enzyme CYP 1A1/ 1A2
(DIAMOND ET AL. (1980)), CYP 1A und 2B (DOOSTDAR ET AL. (1988)),
Arylhydrocarbonhydroxylase (DUVERGER-VAN BOGAERT ET AL.(1993); SASSA ET AL.
(1987); DIGIOVANNI ET AL. (1984)), Nitroreduktase (EDDY ET AL. (1987)), N-

Demethylase, Katalase, PeroxiDADse, Flavinmonoxygenase und NAD(P)H,;
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Cytochrom.cReduktase (DUVERGER-VAN BOGAERT ET AL.(1993)) sowie Cytochrom
P450 Reduktase (GRANT ET AL. (1988)). Als Phase-lI-Enzyme wurden die Glutathion-
S-transferase (DOOSTDAR ET AL. (1988)), die Epoxidhydrolase (DEARFIELD ET AL.
(1983)), die Sulfotransferase ST (DIGIOVANNI ET AL. (1984)), Sulfotransferase M-Form
(WALLE ET AL. (1994)), UDPGlucuronyltransferase (DUVERGER-VAN BOGAERT ET
AL.(1993)) und die N-Acetyltransferase (CORONEOS UND Sim (1993)) ermittelt.
Zusammenfassend identifizierten KNASMULLER ET AL. (1998) diese metabolisierenden

Enzyme in HepG2-Zellen.
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2.1.2. Zellkulturmedien

Medium zur Kultivierung von Humanlymphozyten im Schwesterchromatidaustausch-

Test

Chromosomenmedium B (Biochrom) mit fetalem Kalberserum und
Heparin
100 IE/ml Pencillin
100 pg/ml Streptomycin
Phytohamagglutinin (PHA-L)

Medium zur Kultivierung von Humanlymphozyten im Mikrokern-Test
RPMI 1640 (mit L-Glutamin)
komplementiert mit 15% fetalem Kalberserum
100 IE/ml Pencillin

100 pg/ml Streptomycin

Medium zur Kultivierung von HepG2-Zellen
RPMI 1640 (ohne L-Glutamin)

komplementiert mit 10% fetalem Kalberserum
1,5% L-Glutamin

100 IE/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
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2.1.3. Loésungen und Substanzen mit Bezugsquellen

Nitromoschus

von Promochem, Wesel
Reinheit: Moschus Xylol: >98%; Moschus Keton: 99%; Moschus Ambrette: 99%;
Moschus Mosken: 99%; Moschus Tibeten: 99%

Bromodesoxyuridin
0,6 mg/ml H,O (Serva, Heidelberg)

Colcemid
1 pg/100 pl H,O (Aldrich, Steinheim)

Cyclophosphamid

Molekulargewicht: 279,1 g/mol (Sigma)

10 “ mmol/l Kultur

10 “*mol/l = 5,35 x 10 * mmol/5,35 ml Kultur

1,07 x 10 > mmol/ml entsprach 2,986 mg Cyclophosphamid/ml Losungsmittel

Mitomycin C
(Aldrich)

Mitomycin C wurde in 0,9%iger NaCl-L6sung gel6st, Konzentration: 0,01 g/l
wurden 10 pl zur Kultur zugegeben, entsprach dies 0,12 pM

)

MSO
= Dimethylsulfoxid (Aldrich)

S9 - Aroclor 1254
11,03 pg Protein/100ul Kultur entsprach 590 pg/50 pl S9 - Mix/5,35 ml Kultur;
(Organon Technika, Eppelheim)
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S9 - Mix

Co-Faktor-Losungen:

CO-1: 2,44 g MgCl, x 6 H,O + 3,725 g KCl in 500 ml H,O (Aqua bidest.)
CO-2: 26,85 g Na,HPO, x 12 H,O in 500 ml H,O (Aqua bidest.)

Die Co-Faktor-Losungen wurden steril filtriert und in kleinen Portionen autoklaviert.

Ansatz S9:

1 ml CO-1 + 1 ml CO-2 + 6 mg Glukose-6-Phosphat + 10 mg NADP (pH 7,4)
2 ml dieses Ansatzes S9 + 1 ml S9 = 3 ml S9 - Mix

MgCl, x 6 H,O (Merck)

KCI (Merck)

Na,HPO,4 x 12 H,0O (Merck)

Glukose-6-Phosphat (Boehringer)

Hanc's Salt Solution

mit Phenolrot (Biochrom KG, Berlin)

PBS-L6sung
= Phosphate Buffered Saline — Dulbecco (Biochrom)

Ficoll

Trennungsldsung fur Lymphozyten (Biochrom)

Trypanblauldsung

(Biochrom)

Phytohamagglutinin (PHA - L)

(Biochrom)

1,2 mg Protein (lyophylisiert) wurden mit 5 ml sterilem Aqua dest. aufgefillt
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Cytochalasin B-LOsung

(Biochrom)
5 mg Cytochalasin B wurden in 4,4 ml DMSO gel6st und in 150 pl - Portionen bei
-20°C eingefroren

Trypsin
Trypsin/ EDTA Solution 0,05/0,02% (w/v) in PBS (Biochrom)

Kaliumchlorid-L8sung
(Merck)
0,07 molare Losung: 5,22 g/l

Natriumchlorid-Ldsung
(Merck)
0,15 molare Losung: 8,77 g/l

Hypotonische Losung (Mikrokern-Test mit Lymphozyten)

0,07 molare KCI-Lésung und 0,15 molare NaCl-Lésung im Verhaltnis 5:1

Carnoy-Fixativ

Schwesterchromatidaustausch-Test: Methanol/ Essigsaure (99%ig) im Verhéaltnis 3:1
Mikrokern-Test mit Lymphozyten: Methanol/ Essigsaure (99%ig) im Verhaltnis 4:1
Methanol (Merck), Essigsaure (Merck)

SSC-Bad (Zitratpuffer)
4,412 g NaCitrat x 2 H,O
8,77 g NaCl auf 2 | H,O

auf pH 7 mit Hilfe von HCI einstellen

Hoechst-Farbstoff

Bisbenzimide H 33258 1 mg/ml Lésung
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HCI-L6sung
2-normale Loésung: 76,6 ml rauchende HCI auf 500 ml Aqua dest.

Giemsa
(Gurr - Paesel und Lorei GmbH)

Sorensen-Puffer

pH 6,8

Komponente 1: 9,08 g/l KH,PO, (Merck)
Komponente 2: 11,88 g/l Na,HPO,4 x 2 H,O (Merck)

Giemsa-Losung

5%ige: 40 ml Sorensen-Puffer 1 + 40 ml S6rensen-Puffer 2 + 4 ml Giemsa

2%ige: 50 ml Sérensen-Puffer 1 + 50 ml Sérensen-Puffer 2 + 2 ml Giemsa

Depex
(Gurr)
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2.1.4. Gerate

Zentrifuge
(Heraeus Megafuge 1.0R)

Rotor 27040 = 16,9 cm

Brutschrank

CO, Brutschrank (Heraeus)

Mikrobiologische Sicherheitsbank
Hera Safe 12/2 (Heraeus)

UV -Lampe
35 A, 22V (Quarzlampen GmbH Hanau)

Zahlkammer

Neubauer-Zahlkammer

Mikroskop
(Zeiss Axioplan)

Heizplatte
(Heidolph MR 301)

Wasserbad
(GLF 1083)

Kulturschalen
60 x 15 mm (Sarstedt)
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Zentrifugenrdéhrchen
50 ml (Nunc 339497)
10 ml (Nunc 348097)

Kulturflaschen
lon Flasks (Nunc 147589)
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2.2. Methoden

2.2.1. Schwesterchromatidaustausch-Test mit Humanlymphozyten (aus
Vollblut)

Zur Kultivierung von Humanlymphozyten im Schwesterchromatidaustausch-Test
bendtigt man 5 ml Vollblut, welches in einer Monovette, die mit Natriumcitrat
angereichert war, entnommen wurde. Es wurde pro Kultur ein steriles
Reagenzrohrchen mit 5 ml Chromosomenmedium B, 0,3 ml Citratblut und 50 pl
Bromodesoxyuridin angesetzt. Das Blut sollte frisch verarbeitet werden oder maximal
48 Stunden aufbewabhrt sein. Die Inkubationszeit betrug insgesamt 72 Stunden im
Brutschrank bei 37°C. Die Kultur wurde an jedem Tag einmal aufgeschiittelt.

Die Zugabe der zu untersuchenden Substanzen erfolgte 48 Stunden nach
Kulturbeginn. Die Untersuchung erfolgte mit und ohne metabolische Aktivierung. Als
Leerwert wurde das Losemittel DMSO und als Positivkontrolle Cyclophosphamid mit
und ohne S9-Mix verwendet. Die Behandlungszeit betrug bei Verwendung von S9-
Mix aufgrund der toxischen Wirkung zwei Stunden. Um die Substanzen und den S9-
Mix auszuwaschen, wurden die Kulturen zentrifugiert bei 1000 Umdrehungen/min. fur
10 Minuten, der Uberstand abgehoben und das Zellpellet mit Hanc's Salt Solution,
die auf 37°C erwarmt war, resuspendiert. Es erfolgte eine weitere Zentrifugation bei
1000 Umdrehungen/min. fiir 10 Minuten und das Abheben des Uberstandes. Das
Zellpellet wurde in 5 ml frischem Chromosomenmedium B resuspendiert und mit

50 ul Bromodesoxyuridin angereichert.

Nach 70 Stunden wurde die Kultivierung durch Zugabe von Colcemid zur Arretierung
der Metaphase abgebrochen und fur weitere 2 Stunden im Brutschrank belassen.
Zur Fixierung der Lymphozyten wurden die Kulturen bei 1000 Umdrehungen/min. fur
10 Minuten zentrifugiert, der Uberstand abgehoben, das Zellpellet komplett
resuspendiert und mit hypotoner KCI-Lésung, die zuvor im Wasserbad auf 37°C
erwarmt wurde, behandelt, um die Erythrozyten zu lysieren und die Lymphozyten zu
ballonieren. Die Zugabe erfolgte in drei Schiben unter Schuttelbewegungen, wobei
zuerst 1 ml sehr langsam, 2 ml etwas schneller und danach 3 ml normal schnell
zugegeben wurden. Die Hypotoniezeit betrug 10 Minuten bei Raumtemperatur. Die

Messung begann nach Zugabe des ersten Schubes der KCI-Lésung.
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Nach weiterer 10-minutiger Zentrifugation bei 1000 Umdrehungen/min. und Abheben
des Uberstandes erfolgte die Zugabe des abgekiihlten Carnoy-Fixativs identisch der
KCI-Zugabe nach sorgfaltiger Resuspension, um eine Agglutination der Zellen zu
verhindern. Die Réhrchen wurden fur mindestens 1,5 Stunden im Kihlschrank bei
4°C aufbewahrt. Diese Phase konnte auf maximal 24 Stunden erweitert werden.
Dieser Schritt wurde nach 10-mindtiger Zentrifugation bei 1000 Umdrehungen/min.
und Abheben des Uberstandes einmal wiederholt. Das Carnoy-Fixativ musste frisch
angesetzt werden. Die Einwirkzeit bei der zweiten Anwendung im Kuhlschrank bei
4°C betrug 30 Minuten.

Nach einer weiteren 10-mindtigen Zentrifugation bei 1000 Umdrehungen/min. und
Abpipettieren des Uberstandes bis auf einen Rest von 1 ml wurden die Zellen
sorgfaltig resuspendiert und auf gekuhlte und in Ethanol gesauberte Objekttrager aus
einer H6he von 25 cm mit einer langen Pasteur-Pipette aufgetropft. Dieser Schritt
war notwendig, um die Lymphozyten zum Platzen zu bringen und eine Spreitung der
Chromosomen zu bewirken. Pro Kulturansatz wurden zwei Objekttréager angefertigt,
welche zum Trocknen auf eine Heizplatte mit einer Temperatur von 55°C gelegt
wurden. Zum Schutz der Praparate wurden diese an einem dunklen Ort aufbewahrt
und vor dem Farben zur Verbesserung der Qualitat fur 24 Stunden dort belassen.
Das Farbeverfahren wurde nach der FPG-Methode (Fluoreszenz-Plus-Giemsa) von
PERRY UND WOLFF (1974) durchgefihrt. Die Objekttrager wurden in einer Kuvette mit
jeweils 100 ml Sérensen-Puffer 1 und Sérensen-Puffer 2 sowie 200 pl Hoechst-
Farbstoff gefarbt. Danach beliel? man die Praparate, die mit beiden Komponenten
Sorensen-Puffer bedeckt waren, unter UV-Licht Uber einen Zeitraum von 30 Minuten.
Anschliel3end verblieben diese fir 2 Stunden in einem SSC-Bad, um eine konstante
Temperatur von 60°C beizubehalten. Um das Anfarben des Zytoplasmas zu
verhindern, wurden die Praparate nach Abspulen mit destilliertem Wasser fur 10
Minuten in 2-normaler HCI belassen. Die Objekttrager wurden fiir 15 Minuten in
5%iger Giemsa-LOsung gefarbt und danach mit destilliertem Wasser kraftig

abgesplilt. Zur Konservierung deckte man die Praparate mit Depex ein.
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2.2.2. Lymphozytenisolierung aus Vollblut

Zur Lymphozytenisolierung nach Beschreibung von Boyum (1964) benétigte man

10 ml heparinisiertes Vollblut, welches durch Venenpunktion von freiwilligen
Spendern entnommen wurde. Das heparinisierte Vollblut wurde im Verhaltnis 1 : 1
mit PBS bei Raumtemperatur gemischt. Das verdinnte Blutvolumen wurde vorsichtig
Uber 10 ml Ficoll-Lésung in einem 50-ml-Zentrifugenréhrchen geschichtet.
Anschlie3end wurde fur 30 Minuten bei 1100 Umdrehungen/min. und 20°C
zentrifugiert, wobei eine langsame Beschleunigung und ein Ausrotieren ohne Bremse
wichtig waren, um die einzelnen Schichten nicht zu zerstéren. Nach der
Zentrifugation erhielt man vier Schichten. Die schweren Blutbestandteile
(Erythrozyten, Granulozyten, Monozyten) bildeten die untere Schicht. Dartber lag die
Ficoll-Losung als Trennungsmittel zur dartiberliegenden schmalen
Lymphozytenschicht, und tber dieser sammelten sich die leichten Blutanteile
(Plasma). Die Plasmaschicht wurde, ohne die Lymphozytenschicht zu zerstoren,
abgesaugt und verworfen. Die Lymphozytenschicht wurde sorgfaltig aufgenommen
und in ein neues Zentrifugenréhrchen pipettiert. Die Lymphozyten wurden mit 40 ml
PBS gewaschen, bei 1500 Umdrehungen/min. fir 10 Minuten zentrifugiert und der
Uberstand bis auf das Zellpellet abgesaugt. Dieser Schritt wurde einmal wiederholt.
Das Zellpellet resuspendierte man in 2 ml Zellkulturmedium fir Humanlymphozyten
und zéhlte die Anzahl an Lymphozyten. Zur Auszahlung wurde eine Neubauer-
Zahlkammer mit einem Gemisch aus 100 pl Trypanblauldsung und 20 pl der
gewonnenen Lymphozytensuspension befillt. Zur Ermittlung der Anzahl an
Lymphozyten in 1 ml Lymphozytensuspension wurden die vitalen Zellen in den vier
grof3en Eckquadraten bei 20-facher VergroRerung gezahlt und das Zahlergebnis mit
15.000 multipliziert.

Die allgemeine Formel zur Zellzahlberechnung lautet:

Zahlergebnis / 0,4 x Verduinnungsfaktor (in diesem Fall 6) x 1000 = Zellzahl pro ml

Zellstammldsung
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2.2.3. Mikrokern-Test mit isolierten Humanlymphozyten

Zur Durchfiihrung des Mikrokern-Tests wurden Kulturen in sterilen 10-ml-
Zentrifugenréhrchen angesetzt, welche 2,5 ml Kulturmedium enthielten. Es wurden
pro Kultur 1 x 10° Lymphozyten eingesetzt. Dazu wurde die Stammsuspension
entsprechend der Zelldichte mit Kulturmedium verdinnt. Zur Stimulation der
Zellteilung erfolgte die Zugabe von Phytohamagglutin-Lésung in einer Menge von
50 ul pro Kultur, dies entsprach einer Endkonzentration von 5 pug/ml. Die Kulturen
wurden in einem Brutschrank bei 37°C und 5,2% CO,-Anteil im Gasgemisch fur 72
Stunden inkubiert.

Nach 24 Stunden erfolgte die Zugabe der Testsubstanzen, die in DMSO gel6st
waren, in einer Menge von 20 pl.

Nach 44 Stunden wurde Cytochalasin B zugegeben, um eine Teilung des
Zytoplasmas nach erfolgter Kernteilung zu verhindern. Diese in-vitro-Methode wurde
von FENECH UND MORLEY (1986) entwickelt.

Zur Fixierung der Lymphozyten wurden viele Testprotokolle in der Literatur
beschrieben. Diese Testdurchfiihrung wurde in Anlehnung an die Methoden von
AGHAMOHAMMADI ET AL. (1984) und VRAL ET AL. (1994) modifiziert.

Nach Abbruch der Kultivierung nach 72 Stunden wurden die Zentrifugenréhrchen bei
1000 Umdrehungen/min. fir 10 Minuten bei 20°C zentrifugiert und mit 6 mli
hypotonischer Losung behandelt. Die Zugabe des ersten und zweiten ml erfolgte
sehr langsam unter Schutteln mit einer Eppendorfpipette. Die weiteren 4 ml wurden
normal schnell mit einer Messpipette zugegeben. Die Hypotoniezeit betrug 2
Minuten, gemessen ab der letzten Zugabe, wobei insgesamt zligig gearbeitet wurde,
um die Hypotoniezeit nicht zu lang auszudehnen. Eine weitere Zentrifugation bei
1000 Umdrehungen/min. fur 10 Minuten wurde durchgefihrt und der Uberstand
abgehoben. Die Zellen wurden resuspendiert und mit 6 ml Carnoy-Fixativ behandelt,
wobei die Zugabe wie bei der hypotonischen Ldsung erfolgte. Die R6hrchen wurden
fur eine Fixierdauer von 30 Minuten im Kihlschrank bei 4°C belassen. Dieser Schritt
wurde nach einer weiteren 10-mindtigen Zentrifugation bei 1000 Umdrehungen/min.
und Abheben des Uberstandes einmal mit frisch angesetztem Carnoy-Fixativ

wiederholt. Um das Zytoplasma sichtbar zu erhalten, wurde ein Waschschritt mit 5 ml
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PBS durchgefihrt. Dieser Schritt wurde notwendig, weil DMSO als Lésungsvermittler
verwendet wurde und dieses toxisch auf die Zellen wirken kann, welches an der
Beschaffenheit des Zytoplasmas deutlich werden wirde. Die Zellen wurden ein
weiteres Mal bei 1000 Umdrehungen/min. fur 10 Minuten zentrifugiert, der Uberstand
abgehoben, das Zellpellet resuspendiert und auf gereinigte und gekunhlte
Objekttrager aus 10 cm Hohe mit einer Pasteurpipette aufgetropft. Die Objekttrager
wurden zur Trocknung auf einer Heizbank mit einer Temperatur von 40°C belassen.
Die Praparate wurden mit 5%iger Giemsa-L6sung fir 15 Minuten gefarbt. Nach der

Farbung der Objekttrager wurden diese mit Depex eingedeckt.
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2.2.4. Methoden zur Zellkulturhaltung

Alle Arbeitsschritte wurden unter sterilen Bedingungen unter einer Sterilbank
durchgefuhrt.

2.2.4.1. Kulturhaltung der Zellen

Die HepG2-Zellen wurden in oberflachenbehandelten Gewebekulturschalen (75 cmz?
Grundflache) gehalten und vermehrt und in Gewebekulturschalen (Durchmesser von
60 mm) kultiviert. Dies erfolgte in einem Brutschrank mit einer Atmosphére von 37°C
und 5% CO,.

2.2.4.2. Auftauen von Zellen

Die HepG2-Zellen waren in 2-ml-Portionen mit DMSO als Losungsmittel in 2-ml-
Gefrierrohrchen in flissigem Stickstoff eingefroren. Das Auftauen musste schnell
erfolgen, um die HepG2-Zellen ziigig in 5 ml Kulturmedium aufzunehmen. Dazu
wurden die Gefrierrdhrchen in der Hand erwarmt. Das Kulturmedium und die Zellen
wurden sehr schonend in einem 50-ml-Zentrifugenréhrchen vermischt und bei 1000
Umdrehungen/min. in einer Kihlzentrifuge bei 4°C fur 5 Minuten zentrifugiert. Um
das Losemittel zu entfernen, wurde der Uberstand bis auf das Zellpellet abgesaugt

und verworfen. Das Zellpellet wurde in frischem Medium resuspendiert.
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2.2.4.3. Kultivierung von Zellen

Die HepG2-Zellen wurden alle 2 - 3 Tage mit frischem Kulturmedium versorgt und je
nach Zelldichte passagiert. Zum Passagieren wurde das Medium abgesaugt. Die
Zellen wurden mit 2 ml sterilem PBS gewaschen. Die Ablésung der Zellen von einer
dicht bewachsenen Kulturflasche erfolgte durch Zugabe von 1 ml Trypsin und konnte
unter dem Mikroskop mittels Abrundung der Zellen beobachtet werden. Die Dauer
der Ablésung betrug 5 Minuten. Wahrenddessen bewahrte man die
Gewebekulturflasche im Brutschrank unter Kulturhaltungsbedingungen auf. Die
abgenommenen Zellen wurden in 5 ml frischem Kulturmedium resuspendiert. Zur
Zellzahlbestimmung wurden 100 pl der Zellmasse mit 500 ul Trypanblauldsung
versetzt und in eine Neubauer-Zahlkammer eingebracht. Ausgezahlt wurden die
vitalen Zellen in den vier grol3en Eckquadraten bei 20-facher Vergrof3erung. Zur
Ermittlung der Zellzahl in 1 ml Zellsuspension wurde das Zahlergebnis mit 15.000
multipliziert (zur allgemeinen Formel siehe unter 2.2.2.). Die Anzahl an Passagen war

bei HepG2-Zellen auf 12 - 13 begrenzt, da die Zellen in ihrer Funktion abschwachen.

2.2.5. Mikrokern-Test mit HepG2-Zellen

Zum Einsatz im Mikrokern-Test wurden die HepG2-Zellen von einer dicht
bewachsenen Gewebekulturschale abgenommen, indem entsprechend der Ablésung
bei der Kultivierung von Zellen (unter 2.2.4.3.) verfahren wurde. Die Zellen wurden
fur diesen Test in einer Zelldichte von 500.000 Zellen in 4 ml Kulturmedium pro
Gewebekulturschale ausgesat. Die Inkubationszeit in einem Brutschrank mit einer
Atmosphére von 37°C und 5% CO, betrug 72 Stunden.

Die Zugabe der zu testenden Substanzen erfolgte 24 Stunden nach Kulturbeginn.
Die Substanzen waren in DMSO gel6st und wurden in einer Menge von 50 pl pro
Kultur zugegeben. Die Einwirkzeit umfasste 2 Stunden, da eine langere Behandlung
toxische Einflisse zeigte, die eine Auswertung nicht ermdéglichten. Nach dieser Zeit

wurde ein Mediumwechsel durchgefihrt.
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Nach 44 Stunden Kultivierung wurde 15 pl Cytochalasin B pro Kultur zugegeben. Die
Endkonzentration betrug 3 pg/mil.

Nach 72 Stunden wurde die Kultivierung beendet, indem die HepG2-Zellen von den
Gewebekulturschalen geerntet und zur Weiterverarbeitung in sterile 10-ml-
Zentrifugenrohrchen tberfuhrt wurden. Dieser Arbeitsschritt wurde unter sterilen
Bedingungen durchgefuhrt. Das Kulturmedium wurde umgegossen und die Schalen
mit 2 ml sterilem PBS gewaschen, welches in das gleiche Réhrchen gegossen
wurde. Mit 500 pl Trypsin wurden die Zellen abgel6st, wozu die Schalen zum
Einwirken fir 5 Minuten bei Raumtemperatur belassen wurden. Die Zellen wurden
mit 2 ml sterilem PBS abgespiilt und in das entsprechende Zentrifugenréhrchen
gegeben.

Zur Fixierung wurden die Zellen in Anlehnung an die Methode nach NATARAJAN UND
DARROUDI (1991) weiterverarbeitet. Die Zellen behandelte man nach 10-minutiger
Zentrifugation bei 1000 Umdrehungen/min. und Absaugen des Uberstandes sowie
sorgfaltiger Resuspendierung mit hypotoner KCI-L6sung, die zuvor auf 4°C abgekihlt
wurde. Die Zugabe erfolgte in zwei Schiben, 1 ml langsam unter Schttel-
bewegungen und 3 ml schneller. Die Behandlung sollte eine Schwellung des
Zytoplasmas bewirken, dieses aber nicht zerstdren. Die Hypotoniezeit betrug 5
Minuten, gemessen vom Zeitpunkt der ersten Zugabe, bei Raumtemperatur. Die
Kulturen wurden anschliel3end 10 Minuten bei 1000 Umdrehungen/min. zentrifugiert.
Es wurde der Uberstand bis auf einen Rest von 1 ml abgesaugt. Vor dem Aufbringen
auf die Objekttrager wurde sorgfaltig resuspendiert. Die Zellsuspension wurde mit
einer 100-pl-Pipette (Gilson) aufgetragen. Die Objekttrager wurden an der Luft
getrocknet und anschlie3end mit 2%iger Giemsa-L6sung fur 5 Minuten gefarbt.
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2.2.6. Mikroskopische Auswertung

2.2.6.1. Schwesterchromatidaustausch-Test

Zur Untersuchung der Schwesterchromatidaustausche wurde die zweite Generation
von 30 Chromosomensétzen, die in der Metaphase arretiert wurden, ausgewertet.
Zur Ermittlung des Proliferationsindex (PRI) wurden 100 Metaphasen je nach
Teilungszustand, d. h. nach der Phase der Zellteilungen - 1.Generation nach der 1.
Mitose, 2. Generation nach der 2. Mitose und die 3. Generation nach der 3. Mitose -

ausgezahlt. Zur Berechnung diente die Formel nach LAMBERTI ET AL. (1983):

M1+2xM2+3xM3
100

PRI =

M1: 1. Generation, M2: 2. Generation, M3: 3. Generation

2.2.6.2. Mikrokern-Test

Mikrokerne wurden nach den Kriterien von FENECH (1993) ausgezahlt. Diese zahlte
man in 1000 binukle&ren Zellen, um sicher zu stellen, dass die Zellen eine Mitose
durchlaufen haben. Zur Erkennung zytotoxischer Dosiseffekte ermittelte man den
NDI = Nuclear Division Index nach SURRALLES ET AL. (1995) und EASTMOND UND

TUCKER (1989) nach der Formel:

M1+ 2x M2 +3x(M3+ M4)
Gesamtzahl an Zellen

NDI =

In diesem Fall wurden 500 Zellen gezahlt, wobei M1 — M4 die Anzahl an

Lymphozyten mit einem bis vier Zellkernen darstellen.
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3. Ergebnisse

Es wurden in dieser Studie die Nitromoschussubstanzen Moschus Xylol, Moschus
Keton, Moschus Ambrette, Moschus Mosken und Moschus Tibeten auf gentoxische
Effekte untersucht. Dazu wurden der Schwesterchromatidaustausch-Test in
Humanlymphozyten in vitro mit und ohne metabolische Aktivierung sowie der
Mikrokern-Test mit Humanlymphozyten in vitro und HepG2-Zellen durchgefihrt.

Bei der Versuchsdurchfihrung wurde ein Leerwert und eine Positivkontrolle
mitgefiihrt. Als Leerwert dient der Loésungsvermittler DMSO, der eine
Schwesterchromatidaustauschrate von im Mittel 6.67 und 7 — 11 Mikrokernen in
Humanlymphozyten und 20 —23 Mikrokernen in HepG2-Zellen zeigte.

Im Schwesterchromatidaustausch-Test wurde Cyclophosphamid als Positivkontrolle
verwendet. Diese Kontrolle diente zur Beurteilung der Kulturbedingungen und
Auswertungskriterien sowie zur Uberpriifung des Metabolisierungssystems. Dabei
ergaben sich fur die Positivkontrolle ohne externe Metabolisierung im Mittel 13,94
Austausche und mit externer Metabolisierung im Mittel 54,1 Austausche.

Im Mikrokern-Test mit Humanlymphozyten und HepG2-Zellen diente Mitomycin als
Positivkontrolle. Mitomycin induzierte 41 — 49 Mikrokerne in Humanlymphozyten und
51 — 57 Mikrokerne in HepG2-Zellen.

Zur statistischen Auswertung wurde beim Schwesterchromatidaustausch-Test der t-
Test und beim Mikrokern-Test der Chi-Square-Test verwendet.
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Moschus Xylol

Tab. 1.1 Schwesterchromatidaustauschraten (SCE) in Humanlymphoyzten ohne S9

durch Moschus Xylol (n=2)

Substanz Dosis uM SCE Stabw. PRI
Moschus 0,068 7.03 2,74 2,11
Xylol 0,68 7.00 1,84 2,20
6,8 6,90 1,97 2,20
68,0 6.77 2,53 1,60
135 T T T
DMSO 6,67 2,47 2,10
Cyclophosphamid | 0,1 13,94 3,89 1,93

Stabw = Standardabweichung
PRI = Proliferationsindex

T = Toxisch (nicht auswertbar)
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Tab. 1.2 Schwesterchromatidaustauschraten (SCE) in Humanlymphoyzten mit S9
durch Moschus Xylol (n=2)

Substanz Dosis uM SCE Stabw. PRI
Moschus 0,068 6,97 1,87 2,20
Xylol 0,68 7,33 2,09 2,30
6,8 5,87 2,06 2,10
68,0 7,20 2,26 1,50
135 T T T
Cyclophosphamid | 0,1 54,1 14,38 2,06

Stabw = Standardabweichung
PRI = Proliferationsindex

T = Toxisch (nicht auswertbar)
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Tab. 1.3 Induktion von Mikrokernen in Humanlymphoyzten durch Moschus Xylol
(n=2)

Substanz Dosis uM Mikrokerne* Stabw. NDI
Moschus 0,014 55 0,5 2,21
Xylol 0,135 5,5 0,5 2,12
1,35 5,5 0,8 1,93
13,5 6,5 1,7 1,53
135 8,5 1,2 1,37
270 T T T
DMSO 9,1 0,7 2,2
Mitomycin 0,4 45,3 4.8 2,08

* = Mikrokerne pro 1000 binukleére Zellen
Stabw. = Standardabweichung
NDI = Nuclear Division Index

T = Toxisch (nicht auswertbar)

37




Tab. 1.4 Induktion von Mikrokernen in HepG2-Zellen durch Moschus Xylol (n=2)

Substanz Dosis uM Mikrokerne* Stabw. NDI
Moschus 8 24 2,0 1,99
Xylol 15,6 24,5 4.8 1,97
31,25 245 4,2 1,93
62,5 23 2,5 1,84
125 21 3,0 1,71
250 18 2,8 1,56
500 T T T
DMSO 21,2 1,7 2,02
Mitomycin 0,4 53,5 6,5 2,00

* = Mikrokerne pro 1000 binukleére Zellen
Stabw. = Standardabweichung

NDI = Nuclear Division Index

T = Toxisch

Moschus Xylol wurde in einem Konzentrationsbereich von 0,014 — 500 pmol
eingesetzt. Die HOhe der Konzentration richtete sich nach der Hohe der
Toxizitatsgrenze, welche in den einzelnen Verfahren Unterschiede aufwies. Es zeigte
sich in keinem der Tests eine dosisabhangige Steigerung der
Schwesterchromatidaustauschrate und der Mikrokerne. Die Schwankungen waren im

Vergleich zur Positivkontrolle nicht signifikant.
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Moschus Ambrette

Tab. 2.1 Schwesterchromatidaustauschraten (SCE) in Humanlymphoyzten ohne S9
durch Moschus Ambrette (n=2)

Substanz Dosis uM SCE Stabw. PRI
Moschus 0,075 8,20 291 2,10
Ambrette 0,75 8,20 2,75 2,00
7,5 8,37 2,48 2,10
75,0 8,17 1,65 1,80
150 T T T
DMSO 6,67 2,47 2,10
Cyclophosphamid | 0,1 13,94 3,89 1,93

Stabw = Standardabweichung

PRI = Proliferationsindex

T = Toxisch (nicht auswertbar)
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Tab. 2.2 Schwesterchromatidaustauschraten (SCE) in Humanlymphoyzten mit S9
durch Moschus Ambrette (n=2)

Substanz Dosis uM SCE Stabw. PRI
Moschus 0,075 7,70 3,03 2,30
Ambrette 0,75 6,63 2,18 2,20
7,5 7,50 2,36 2,20
75,0 6,43 2,20 1,70
150 T T T
Cyclophosphamid | 0,1 54,1 14,38 2,06

Stabw = Standardabweichung

PRI = Proliferationsindex

T = Toxisch (nicht auswertbar)
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Tab. 2.3 Induktion von Mikrokernen in Humanlymphoyzten durch Moschus Ambrette
(n=2)

Substanz Dosis uM Mikrokerne* Stabw, NDI
Moschus 0,015 7,5 0,2 2,22
Ambrette 0,15 5,5 0,8 2,00
1,49 7,5 0,6 1,88
14,9 7 2,0 1,62
149 8 0,8 1,41
298 T T T
DMSO 9,1 0,7 2,2
Mitomycin 0,4 45,3 4.8 2,08

* = Mikrokerne pro 1000 binukleére Zellen
Stabw. = Standardabweichung
NDI = Nuclear Division Index

T = Toxisch (nicht auswertbar)
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Tab. 2.4 Induktion von Mikrokernen in HepG2-Zellen durch Moschus Ambrette (n=2)

Substanz Dosis uM Mikrokerne* Stabw. NDI
Moschus 9,38 23 4,2 1,99
Ambrette 18,75 24 4,0 1,97
37,5 21 2,8 1,88
75 20 2,0 1,75
150 20,5 3,5 1,54
300 T T T
DMSO 21,2 1,7 2,02
Mitomycin 0,4 53,5 6,5 2,00

* = Mikrokerne pro 1000 binukleare Zellen
Stabw. = Standardabweichung

NDI = Nuclear Division Index

T = Toxisch (nicht auswertbar)

Moschus Ambrette wurde in Konzentrationen zwischen 0,015 — 300 pmol in den
einzelnen Versuchen eingesetzt. Es zeigte sich weder ein signifikanter Anstieg der
Schwesterchromatidaustauschrate im Vergleich mit Cyclophosphamid noch eine
Erh6hung der induzierten Mikrokerne im Vergleich zu Mitomycin. Der Einsatz von S9
und die Induktion von Mikrokernen in HepG2-Zellen ergab keine signifikant erhohten
Ergebnisse.
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Moschus Keton

Tab. 3.1 Schwesterchromatidaustauschraten (SCE) in Humanlymphoyzten ohne S9

durch Moschus Keton (n=2)

Substanz Dosis uM SCE Stabw. PRI
Moschus 0,068 6,90 2,23 2,20
Keton 0,68 7,00 2,14 2,10
6,8 6,97 2,07 2,00
68,0 7,13 2,20 1,70
136 T T T
DMSO 6,67 2,47 2,10
Cyclophosphamid | 0,1 13,94 3,89 1,93

Stabw = Standardabweichung

PRI = Proliferationsindex

T = Toxisch (nicht auswertbar)
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Tab. 3.2 Schwesterchromatidaustauschraten (SCE) in Humanlymphoyzten mit S9

durch Moschus Keton (n=2)

Substanz Dosis uM SCE Stabw. PRI
Moschus 0,068 7,27 2,28 2,10
Keton 0,68 7,00 2,24 2,20
6,8 7,00 2,00 2,00
68,0 6,70 2,25 1,80
136 T T T
Cyclophosphamid | 0,1 54,1 14,38 2,06

Stabw = Standardabweichung

PRI = Proliferationsindex

T = Toxisch (nicht auswertbar)
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Tab. 3.3 Induktion von Mikrokernen in Humanlymphoyzten durch Moschus Keton
(n=2)

Substanz Dosis uM Mikrokerne* Stabw. NDI
Moschus 0,014 55 0,3 2,21
Keton 0,14 5 0,7 2,17
1.36 5 0,0 1,95
13.6 8 1,2 1,66
136 8 0,8 1,47
272 T T T
DMSO 9,1 0,7 2,2
Mitomycin 0,4 45,3 4.8 2,08

* = Mikrokerne pro 1000 binukleére Zellen
Stabw. = Standardabweichung
NDI = Nuclear Division Index

T = Toxisch (nicht auswertbar)
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Tab. 3.4 Induktion von Mikrokernen in HepG2-Zellen durch Moschus Keton (n=2)

Substanz Dosis uM Mikrokerne* Stabw. NDI
Moschus 0,85 18,5 4,2 1,98
Keton 8,5 23 3,5 1,95
42,5 21 1,8 1,89
85 20,5 2,4 1,75
170 21 3,0 1,57
340 T T T
DMSO 21,2 1,7 2,02
Mitomycin 0,4 53,5 6,5 2,00

* = Mikrokerne pro 1000 binukleare Zellen
Stabw. = Standardabweichung

NDI = Nuclear Division Index

T = Toxisch (nicht auswertbar)

Moschus Keton wurde in Konzentrationen zwischen 0,014 und 340 pmol eingesetzt.
Dabei zeigten sich keine signifikant erh6hten Ergebnisse im
Schwesterchromatidaustausch-Test mit und ohne externe Metabolisierung mittels S9

sowie im Mikrokern-Test mit Humanlymphozyten und HepG2-Zellen.
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Moschus Mosken

Tab. 4.1 Schwesterchromatidaustauschraten (SCE) in Humanlymphoyzten ohne S9

durch Moschus Mosken (n=2)

Substanz Dosis uM SCE Stabw. PRI
Moschus 0,072 7,50 2,73 2,10
Mosken 0,72 7,00 2,82 2,10
7,2 6,10 1,89 2,00
72 66,80 1,85 1,80
144 T T T
DMSO 6,67 2,47 2,10
Cyclophosphamid | 0,1 13,94 3,89 1,93

Stabw = Standardabweichung

PRI = Proliferationsindex

T = Toxisch (nicht auswertbar)
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Tab. 4.2 Schwesterchromatidaustauschraten (SCE) in Humanlymphoyzten mit S9

durch Moschus Mosken (n=2)

Substanz Dosis uM SCE Stabw. PRI
Moschus 0,072 6,10 2,10 2,00
Mosken 0,72 6,57 2,30 2,10
7,2 6,73 2,13 2,00
72 6,77 1,96 1,60
144 T T T
Cyclophosphamid | 0,1 54,1 14,38 2,06

Stabw = Standardabweichung

PRI = Proliferationsindex

T = Toxisch (nicht auswertbar)
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Tab. 4.3 Induktion von Mikrokernen in Humanlymphoyzten durch Moschus Mosken
(n=2)

Substanz Dosis uM Mikrokerne* Stabw. NDI
Moschus 0,014 4,5 0,7 2,20
Mosken 0,14 6 0,7 2,18
1,44 7,5 1,4 1,92
14.4 7,5 0,8 1,68
144 7,5 1,4 1,44
288 T T T
DMSO 9,1 0,7 2,2
Mitomycin 0,4 45,3 4.8 2,08

* = Mikrokerne pro 1000 binukleére Zellen
Stabw. = Standardabweichung
NDI = Nuclear Division Index

T = Toxisch (nicht auswertbar)
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Tab. 4.4 Induktion von Mikrokernen in HepG2-Zellen durch Moschus Mosken (n=2)

Substanz Dosis uM Mikrokerne* Stabw. NDI
Moschus 0,9 22,5 52 2,01
Mosken 9,0 24,5 2,8 1,93
45 21,5 2,4 1,84
90 19,5 4,2 1,72
180 19,5 3,2 1,52
360 T T T
DMSO 21,2 1,7 2,02
Mitomycin 0,4 53,5 6,5 2,00

* = Mikrokerne pro 1000 binukleare Zellen
Stabw. = Standardabweichung

NDI = Nuclear Division Index

T = Toxisch (nicht auswertbar)

Moschus Mosken wurde in einem Konzentrationsbereich von 0,014 bis 360 pmol
verwendet. Die Ergebnisse waren in keinem der durchgefiihrten Testverfahren

signifikant erhoht.
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Moschus Tibeten

Tab. 5.1 Schwesterchromatidaustauschraten (SCE) in Humanlymphoyzten ohne S9
durch Moschus Tibeten (n=2)

Substanz Dosis uM SCE Stabw. PRI
Moschus 0,09 7,17 2,62 2,00
Tibeten 0,90 6,40 2,56 2,20
9,0 6,77 2,36 2,10
90 6,93 2,43 1,60
180 T T T
DMSO 6,67 2,47 2,10
Cyclophosphamid | 0,1 13,94 3,89 1,93

Stabw = Standardabweichung
PRI = Proliferationsindex

T = Toxisch (nicht auswertbar)
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Tab. 5.2 Schwesterchromatidaustauschraten (SCE) in Humanlymphoyzten mit S9
durch Moschus Tibeten (n=2)

Substanz Dosis uM SCE Stabw. PRI
Moschus 0,09 6,80 2,43 2,20
Tibeten 0,90 6,47 2,43 2,10
9,0 6,77 2,38 2,00
90 6,83 2,81 1,80
180 T T T
Cyclophosphamid | 0,1 54,1 14,38 2,06

Stabw = Standardabweichung

PRI = Proliferationsindex

T = Toxisch (nicht auswertbar)
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Tab. 5.3 Induktion von Mikrokernen in Humanlymphoyzten durch Moschus Tibeten

(n=2)

Substanz Dosis uM Mikrokerne* Stabw. NDI

Moschus 0,018 7 0,8 2,21

Tibeten 0,18 7 1,0 2,19
1,8 5,5 0,8 1,97
18 7 0,6 1,55
180 7 0,0 1,43
360 T T T

DMSO 9,1 0,7 2,2

Mitomycin 0,4 45,3 4.8 2,08

* = Mikrokerne pro 1000 binukleére Zellen

Stabw. = Standardabweichung
NDI = Nuclear Division Index

T = Toxisch (nicht auswertbar)
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Tab. 5.4 Induktion von Mikrokernen in HepG2-Zellen durch Moschus Tibeten (n=2)

Substanz Dosis uM Mikrokerne* Stabw. NDI
Moschus 1,125 19,5 0,7 2,01
Tibeten 11,25 21,0 1,3 1,94
56.25 22,5 2,4 1,85
1125 20,0 2,0 1,71
225 20,5 2,6 1,52
350 18,5 2,1 1,17
450 T T T
DMSO 21,2 1,7 2,20
Mitomycin 0,4 53,5 6,5 2,00

* = Mikrokerne pro 1000 binukleare Zellen
Stabw. = Standardabweichung
NDI = Nuclear Division Index

T = Toxisch (nicht auswertbar)

Moschus Tibeten wurde in Konzentrationen zwischen 0,018 und 450 pmol
eingesetzt. Im Vergleich zur Positivkontrolle ergaben weder der
Schwesterchromatidaustausch-Test mit und ohne S9 noch der Mikrokern-Test

signifikant erhohte Ergebnisse.
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4. Diskussion

Die Ergebnisse der Untersuchungen in den ausgewahlten Testsystemen
Schwesterchromatidaustausch-Test und Mikrokern-Test haben gezeigt, dass keine
der funf getesteten Nitromoschussubstanzen gentoxische Schéaden in
Humanlymphozyten und in menschlichen kultivierten Leberzellen induzieren. Der
Schwesterchromatidaustausch-Test als ein Indikator fir gentoxische Reaktionen
ergab keine signifikant hoheren Schwesterchromatidaustauschraten im Vergleich zur
Losungsmittelkontrolle mit DMSO, welches als Leerwert diente. Der Mikrokern-Test
bestétigte diese Ergebnisse, da auch in diesem Gentoxizitatstest keine gentoxischen
Auswirkungen auf die menschlichen Zellen durch Nitromoschusverbindungen

ermittelt wurden.

Fur Moschus Ambrette wurde ein mutagenes Potential im Salmonella-typhimurium-
Test (nach Ames) beschrieben, welches auf den Stamm TA 100 nach metabolischer
Aktivierung mit S9-Mix, einer Fraktion aus Rattenleberzellen, beschrankt werden
musste (WILD ET AL. (1983); NAIR ET AL. (1986); EMIG ET AL. (1996)). Im Test mit
anderen Salmonella-typhimurium-Stammen konnte weder mit noch ohne Einsatz von
S9-Mix ein signifikanter Anstieg mutagener Effekte gesehen werden. Im SOS-
Chromotest, welcher zur Prifung der Gentoxizitat in Escherischia coli PQ 37 dient,
blieben signifikante Reaktionen aus (EMIG ET AL. (1996); KEVEKORDES ET AL. (1996)).
Zur mutagenen Wirkung von Moschus Ambrette im Ames-Test formulierten MERSCH-
SUNDERMANN ET AL. (1996) als Erklarung, dass dieses auf die Anwesenheit externer
Metabolisierung in Form von S9-Fraktionen aus Rattenleber zurtickzufiihren sei. Es
konnten sdugetierspezifische Enzyme, die sich von menschlichen Enzymsystemen
unterscheiden, fur die Toxifizierung von Moschus Ambrette zu einem mutagenen
Stoff verantwortlich sein.

Moschus Ambrette wurde im Mikrokern-Test mit Knochenmarkszellen von M&usen
und im Drosophila-Test , in denen keine gentoxischen Effekte beschrieben wurden
(WILD ET AL. (1983)) getestet.

Aufgrund des nachgewiesenen mutagenen Potentials, der neurotoxischen

Wirkungen, die von SPENCER ET AL. (1984) beschrieben wurden, und der
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fotoallergisierenden Reaktionen (PARKER ET AL. (1986)) ist der Einsatz von Moschus
Ambrette in der Europaischen Union verboten worden. Nach Empfehlung der
.International Fragrance Association” (IFRA) wurde dieser Duftstoff in den Anhang Il
der Kosmetikrichtlinie der Europaischen Union (76/768/EWG) aufgenommen.
Umweltmedizinische Untersuchungen haben gezeigt, dass Moschus Ambrette trotz
des Verbotes in geringen Konzentrationen in Forellenproben (DUEDAHL-OLESEN ET AL.
(2005)) und in Blutproben von Menschen (PETERS (2004); HUTTER ET AL. (2009))

weiterhin vorhanden war.

Fur Moschus Xylol konnte im Salmonella-typhimurium-Test kein mutagener Effekt
ermittelt werden (NAIR ET AL. (1986); EMIG ET AL. (1996)), ebenso fielen die Ergebnisse
zur Gentoxizitat im SOS-Chromotest negativ aus (EMIG ET AL. (1996); KEVEKORDES ET
AL. (1996)).

Weitere Testsysteme in Saugetierzellkulturen wie der Zytogenitatstest mit CHO-
Zellen, einer permanenten Zelllinie aus Ovarialzellen chinesischer Hamster, der
Mouse-Lymphoma-Test und der in-vitro sowie in-vivo-in-vitro-UDS-Test (UDS =
unscheduled DNA synthesis) in primaren Hepatozyten von Ratten konnten weder
ohne noch mit externer Metabolisierung einen gentoxischen Effekt fir Moschus Xylol
nachweisen (API ET AL. (1995)). Diese Ergebnisse korrelieren mit denen dieser Arbeit
in menschlichen Zellen, so dass die Vermutung nahe liegt, dass keine Unterschiede
in der gentoxischen Wirkung bei Menschen, anderen Saugetieren und weiterem

Zellgut bestehen.

Um den Wirkmechanismus und das damit verbundene potentielle Risiko von
Nitromoschusverbindungen, und insbesondere von Moschus Xylol als nicht-
gentoxischem Kanzerogen, abzuschatzen, wurden Studien zur Induktion der im
Fremdstoffmetabolismus wirksamen Enzyme durchgefiihrt. Diese Enzyme der
Biotransformation werden in zwei Gruppen eingeteilt nach der Phase, in der sie
aktiviert werden. Zur Gruppe der Phase-I-Enzyme gehdren die Cytochrom-P450-
abhangigen Oxygenasen mit Isoenzymen und die mikrosomalen Mischoxydasen, die
durch Oxidation und/ oder Reduktion zur Umwandlung von Stoffen fihren kénnen.
Die Phase-II-Enzyme sind beispielsweise Hydrolasen und Transferasen, die sowohl

toxifizierend als auch detoxifizierend wirken kénnen. Die Hauptaufgabe der Phase-II-
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Enzyme liegt in der Konjugation von Metaboliten, um diese auf renalem oder
hepatischem Wege der Ausscheidung zuzuftihren.

IWATA ET AL. (1992) beschrieben eine Induktion sowohl der Phase-I- als auch der
Phase-II-Enzyme. Die Induktion der mischfunktionalen Oxygenasen bezog sich
besonders auf die Typen Cytochrom P450 1A2 und Cytochrom bs sowie in
geringerem MalRe auf Cytochrom P450 1A1 (IWATAET AL. (1992)). Von den Phase-II-
Enzymen wurden die Glutathion-S-transferase, die DT-Diaphorese und die UDP-
Glucuronyltransferase durch Moschus Xylol dosisabhangig vermehrt synthetisiert
(IWATA ET AL. (1993A)). Zusammenfassend beschrieben die Autoren Moschus Xylol
als einen neuen Typ eines Enzyminduktors. Das Muster war mit keinem der
bekannten Induktortypen Phenobarbital und 3-Methylanthrazen exakt vergleichbar.
Es wurde als ein neuer Induktortyp mit bifunktionalen Eigenschaften eingestuft.
Eine Studie an Mausen ergab einen Anstieg der gesamten mikrosomalen
Cytochrome P450 nach oraler Gabe von Moschus Xylol und insbesondere einen
grof3en Einfluss auf den Cytochromtyp P450 2B (LEHMAN-MCKEEMAN ET AL. (1995)).
Neben der Induktion zeigten die Ergebnisse gleichzeitig eine Inhibition des
Cytochromtyp P450 2B, fir die sich keine Erklarung finden lief3. Der Prototyp
Phenobarbital induzierte insbesondere das Enzym Cytochrom P450 2B und wurde
als Lebertumorpromotor bezeichnet, wobei der karzinogene Mechanismus keinen
gentoxischen Einflu aufwies. Die Autoren beschrieben einen kausalen
Zusammenhang zwischen der Cytochrom-P450-2B-Induktion und der
Tumorpromotion in Nagetieren.

LEHMAN-MCKEEMAN ET AL. (1995) vermuteten, dass die Inhibition entweder
vernachlassigt wurde oder diese der Induktion Uberwog. 1997 konnten LEHMAN-
MCKEEMAN ET AL. (19974, B) die Inhibition von Cytochrom P450 2B durch Moschus
Xylol auf eine Reaktion, die nur in vivo vorhanden ist, beschreiben und fuhrten dies
auf eine Reaktion im Metabolismus in Verbindung mit Mikroorganismen zurtick. Die
Enzyminhibition konnte durch einen Metaboliten von Moschus Xylol, entstanden im
Fremdstoffmetabolismus durch zuséatzlichen Einfluss von Mikroorgansismen, erklart
werden (LEHMAN-MCKEEMAN ET AL. (1997 A, B)). Nach Meinung von MINEGISHI ET AL.
(1991) bestehe eine Affinitat zur Leber von Mausen und von Ratten. Die
Langzeitfutterungsstudien an B6C3F1-Mausen von MAEKAWA ET AL. (1990)

bestétigten dies anhand einer erhéhten Tumorrate, vor allem fir Leberzellkarzinome.
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Die eingesetzten HepG2-Zellen, in denen Enzyme der Phase | und der Phase I
identifiziert wurden (KNASMULLER ET AL. (1998)), dienten der Untersuchung einer
Toxifizierung von Nitromoschussubstanzen durch metabolisch wirksame Enzyme. Im
Regelfall dienen die Enzyme des hepatischen Kreislaufs einer Detoxifizierung giftiger
Substanzen, um eine Ausscheidung Uber nicht-toxische Metaboliten gewahrleisten
zu koénnen. Diese Wirkung kann jedoch das Gegenteil auslésen, und zwar die
Toxifizierung von Fremdstoffen zu toxischen Metaboliten, die den Organismus
schadigen kénnen. Die Zelllinie HepG2 wurde bereits als Nachweisverfahren indirekt
gentoxisch wirkender Substanzen eingesetzt (DARROUDI UND NATARAJAN (1994)). Der
Einsatz von HepG2-Zellen in Verbindung mit dem Mikrokern-Test wurde als auf3erst
brauchbar zur Untersuchung gentoxischer Karzinogene beschrieben (MAJER ET AL.
(2004)) und zur Untersuchung indirekt wirkender Toxine auf ihr gentoxisches
Potential (DARROUDI ET AL. 1996)). Als Testsystem diente in der vorliegenden Arbeit
der Mikrokern-Test. Die Ergebnisse zeigten keine signifikant erhéhten
Mikrokernraten, woraus zu folgern ist, dass die Nitromoschusverbindungen in den
HepG2-Zellen keiner Toxifizierung unterliegen.

Nach einer Analyse von MINEGISHI ET AL. (1991) konnten neun Metaboliten von
Moschus Xylol im Stoffwechsel von Ratten dargestellt werden. Die Metaboliten
wurden durch die Massenspektrometrie ermittelt und miteinander verglichen. Fur die
Metabolisierung konnten zwei Reaktionsschritte aufgezeigt werden, bei denen es
sich erstens um die Reduktion der Nitrogruppe an Position 2 des Benzolringes zur
Aminogruppe mit weiterer Azetylierung handelt und zweitens um die Oxidation der
Methylgruppe des Metaboliten zwei, welcher als 2-NH,-Moschus-Xylol bezeichnet
wurde. Mit der Gaschromatographie und der Dunnschichtchromatographie wurden
aullerdem die kumulativen Konzentrationen in verschiedenen Stoffwechselprodukten
und in am Stoffwechsel beteiligten Organen gemessen. Die Werte zeigten eine
vermehrte Anreicherung in der Gallenflissigkeit. Die Nitromoschussubstanzen
wurden entsprechend ihrer lipophilen Eigenschaften mit der Gallenflissigkeit tber
den enterohepatischen Kreislauf und in geringerem Malf3e im Urin ausgeschieden.
Fur die Reaktionsfahigkeit im Stoffwechsel machten MINEGISHI ET AL. (1991) die
funktionellen Gruppen des Benzolringes verantwortlich, die aufgrund ihrer sterischen
Verhaltnisse von unterschiedlicher Bedeutung waren. In dieser Studie konnte den
Metaboliten keine Kanzerogenitat nachgewiesen werden. Ein Ausscheidungsprodukt
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von Moschus Xylol 4-Amino-Xylol wurde in Wasserproben der Elbe in 6 mal héherer
Konzentration nachgewiesen als der Ausgangsstoff Moschus Xylol (GATERMANN ET
AL. (1998)).

Da die Nitromoschusverbindungen selbst nicht im Metabolismus toxifiziert wurden,
galt es zu klaren, ob Nitromoschussubstanzen die Enzymsynthese induzieren
kénnen. Die Enzyminduktion spielt eine Rolle, wenn durch die gesteigerte Synthese
andere Stoffe, sogenannte Pragenotoxine, toxifiziert werden.

Die Ergebnisse eines Enyzminduktionstests in Rattenleberzellen deuteten auf die
Induktion von leberspezifischen Mischoxygenasen (MERSCH-SUNDERMANN ET AL.,
1996) hin. Als Grundlage wurden die Nitromoschusverbindungen auf ein
kogentoxisches Potential untersucht. Dazu verwendete man die als bekannt
eingestuften Pragenotoxine Benz[a]pyren, 2-Aminoanthrazen sowie Aflatoxin B1 und
bestimmte die Gentoxizitat ihrer reaktiven Metaboliten nach Zusatz von
Nitromoschusverbindungen im SOS-Chromotest. Es ging daraus hervor, dass
Moschus Keton die Cytochrome P450 1A1 und Moschus Xylol die Cytochrome P450
1A2 Isoenzyme induzierte. Die Autoren wiesen auf eine kogentoxische Wirkung der
Nitromoschussubstanzen hin, die sich in diesem Fall auf die Rattenleber bezog. Uber
einen kogentoxischen Einfluss in Gegenwart von Pragenotoxinen im menschlichen
Organismus lief3 sich nur spekulieren, da sich das Enzymsystem von Saugetieren
wie der Ratte und der Maus nicht ohne Einschrdnkung auf den menschlichen
Organismus Ubertragen lafdt. Als indirekter Hinweis dienen die Ergebnisse der
Gentoxizitatstests mit metabolisch aktiven Zellen, welche kein induzierendes
Potential der Nitromoschussubstanzen zeigten. Endgiltige Aussagen konnten jedoch
nur nach Durchfiihrung von Induktionstests mit menschlichem Zellgut getroffen
werden. Dazu wurden von MERSCH-SUNDERMANN ET AL. (2001) Untersuchungen mit
Moschus Keton und Benzapyren in HepG2-Zellen durchgefihrt. Es zeigte sich, dass
Moschus Keton eine héhere durch Benzapyren induzierte Mikrokernrate in HepG2-
Zellen bedingte als beide Stoffe allein. Daraus folgerte man eine Induktion der
Phase-I-Enzyme und ein komutagenes Potential von Moschus Keton.

Das gentoxische und mutagene Potential von Moschus Keton als Einzelsubstanz
wurde in mehreren Testsystemen untersucht. Dazu gehorten der Salmonella-
typhimurium-Test (NAIR ET AL. (1986); EMIG ET AL. (1996)), der SOS-Chromotest (EMIG

ET AL. (1996); KEVEKORDES ET AL. (1996)) und Kurzzeittestsysteme in Hamsterzellen,
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Mauszellkulturen und in priméren Hepatozyten von Ratten (API ET AL. (1996)). In allen
Untersuchungen konnte kein gentoxisches und kein mutagenes Potential fur
Moschus Keton aufgezeigt werden. Die Ergebnisse von Moschus Keton korrelieren
mit den Ergebnissen des Schwesterchromatidaustausch-Tests und des Mikrokern-
Tests in Humanlymphozyten und humanen Leberzellen, in denen keine gentoxischen
Effekte erzielt wurden.

Ein Bericht der Europaischen Union zu Moschus Xylol (EU RISk ASSESSMENT REPORT
(2005)) und Moschus Keton (EU Risk ASSESSMENT REPORT (2005)) kommt zu der
Einschatzung, dass keine weiteren Malinahmen zur Risikoreduzierung notwendig
sind als die, die bereits ergriffen werden.

Zur Enzyminduktion durch Moschus Keton wurde ein dem Moschus Xylol
entsprechendes Muster beschrieben (STUARD ET AL. (1997), SCHMEISER ET AL. 2001)).
Moschus Keton induzierte hauptsachlich Cytochrom P450 Typ 2B und in geringerem
Malie die Typen 1A und 3A. Weiterhin wurde in Futterungsstudien von Mausen mit
Moschus Keton eine histologische Veranderung der Leberzellstruktur in Form von
Hypertrophien gesehen. Dies entsprach dem Reaktionsmuster von Phenobarbital
(STUARD ET AL. (1997)).

FUr Moschus Keton konnten 2 Metaboliten ermittelt werden, und zwar 2-Amino-Keton
und 4-Amino-Keton, beide wurden in Wasserproben der Elbe in 3 - 10 mal héheren
Konzentrationen als Moschus Keton nachgewiesen (GATERMANN ET AL. (1998)).

Auch die Stoffwechselprodukte der Nitromoschusverbindungen spielen demzufolge
in der Akkumulation in der Umwelt eine Rolle.

Zur Mutagenitat der Nitromoschusverbindungen Moschus Mosken und Moschus
Tibeten wurden keine signifikant erh6hten Ergebnisse im Salmonella-typhimurium-
Test (NAIR ET AL. (1986); EMIG ET AL. (1996)) und im SOS-Chromotest (EMIG ET AL.
(1996); KEVEKORDES ET AL. (1996)) beschrieben. Eine Untersuchung zur
fotochemischen Stabilitat von Moschus Tibeten zeigte, dass ein Hauptprodukt unter
Sonnenlicht entstand, welches langer in der Umwelt persistierte als das
Ausgangsprodukt (CANTERINO ET AL. (2008)).

Ein Grof3teil der Analysen befassen sich mit den beiden Hauptvertretern der
Nitromoschusverbindungen Moschus Xylol und Moschus Keton. Es gibt
wahrscheinlich weniger Daten von Moschus Mosken und Moschus Tibeten aufgrund

der geringeren Relevanz in der Anwendung. Da im Schwesterchromatidaustausch-

60



Test und im Mikrokern-Test mit Humanlymphozyten und Humanhepatozyten kein
gentoxischer Effekt nachweisbar war, konnen diese im Zusammenhang mit den

vorhandenen Daten ebenfalls als nicht-gentoxisch eingestuft werden.

Bekannt ist, dass die Nitromoschusverbindungen aufgrund ihrer lipophilen
Eigenschaften ein hohes Akkumulationspotential aufweisen. In der Literatur wurden
die unterschiedlichen Wege des naturlichen Kreislaufes, die zur Akkumulation in der
Umwelt fihren, beschrieben. Im Mittelpunkt stand dabei der Mensch, der durch den
Verbrauch dieser Zusatzstoffe in Haushalt und Industrie zur Verbreitung beitrug.
Seine eigene Gefahrdung konnte im Bereich der genetischen Wirkung mit diesen
Untersuchungen geklart werden. Das Hauptproblem der Nitromoschussubstanzen
liegt in ihrer lipophilen Eigenschaft und der damit verbundenen Akkumulation,
welches auch den menschlichen Organismus, insbesondere das Fettgewebe betrifft.
Zahlreiche Untersuchungen haben die Verbreitung der Nitromoschusverbindungen in
aquatischen und terrestrischen Umweltsystemen sowie in menschlichem Gewebe
bestatigt. In diesem Zusammenhang galt zun&chst festzustellen, auf welche Weise
eine Belastung des menschlichen Organismus zustande kommen kann. Als
Aufnahmewege wurden die dermale Absorption durch den Gebrauch von Kosmetika,
Waschmitteln etc., die orale Aufnahme kontaminierter Lebensmittel, z.B. Fisch und
Muscheln und als weitere Mdglichkeit die Inhalation beschrieben.

Um die Bedeutung der einzelnen Aufnahmewege einstufen zu kénnen, wurden
Messungen zur Halbwertszeit im Kérper durchgefuhrt. Von KOKOT-HELBLING ET AL.
(1995) wurde eine Halbwertszeit nach oraler Belastung bei Menschen von ungeféahr
100 Tagen ermittelt, wobei von einem durchschnittlichen Korperfettanteil von 25%
ausgegangen wurde. Die Analysen zeigten, dass die Halbwertszeit der lipophilen
Nitromoschussubstanzen wesentlich vom Anteil des Kdrperfetts abhing. Die
Anreicherung im Humanfett, die in mehreren Untersuchungen dargestellt wurden,
bestatigte diesen Zusammenhang. KOKOT-HELBLING ET AL. (1995) kamen nach ihren
oralen Belastungsversuchen mit Moschus Xylol an drei Probanden zu einer
Gesamtkorperbelastung bei einem Menschen mit 70 kg Kérpergewicht von 1,75 mg,
welche als ein unzulassig hohes Risiko eingestuft wurde.

Nach einer Studie im Rahmen des Human-Biomonitoring von KAFFERLEIN ET AL.

(1997) wurden Daten zur Belastung des Menschen durch Moschus Xylol erhoben. In
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91,7% der Blutproben wurden Moschus-Xylol-Werte im Bereich von 0,1 - 1,12 ug/l
Plasma nachgewiesen. Das gemischte Probengut ergab, dass weder ein
unterschiedlich hoher Fischkonsum noch das Alter einen signifikanten Einfluss auf
den Moschus-Xylol-Gehalt im Venenblut hatten. Aus diesem Zusammenhang
schlossen die Autoren eine Akkumulation von Moschus Xylol im menschlichen
Organismus aus. Messungen zur Nitromoschuskonzentration im Blut junger
Konsumenten von Kosmetika ergaben, dass in 79% der Blutproben Moschus Xylol
und in 17% der Blutanalysen Moschus Keton in Konzentrationen von maximal 60 ng/I
bzw. 67 ng/l nachweisbar waren. Interessanterweise fand sich trotz des Verbotes in
einer Blutprobe einer Probandin Moschus Ambrette. Die von dieser Probandin
benutzten Kosmetika eines Herstellers waren frei von Moschus Ambrette. Die
Blutproben wurden im Zusammenhang mit dem téaglichen Kosmetikverbrauch,
Kdrperbau, Hautbeschaffenheit und Fischkonsum ausgewertet. Die Korperoberflache
zeigte einen signifikanten Einfluss auf die Blutkonzentrationen. Weder Fischkonsum
noch das Verbrauchsverhalten von Kosmetika hatten signifikante Effekte (HUTTER ET
AL. (2009)). Man nahm abschlieRend an, dass trotz sinkendem Kosmetikgebrauch die
Belastung mit Nitromoschusverbindungen in entsprechenden Produkten anhalten
wird. Es zeigte sich in einer Untersuchung des Umweltbundesamtes in Osterreich,
dass das Geschlecht eine wesentliche Rolle spielte. Frauen waren mehr betroffen,
welches auf den allgemein hoheren Kosmetikgebrauch, besonders von
Kdrpercremes zurtickgefuhrt wurde. Menschen mit trockener oder fetter
Hautbeschaffenheit wiesen tendenziell hdhere Blutkonzentrationen auf als Menschen
mit Mischformen (Umweltbundesamt (2003)). Eine Untersuchung alterer
Probandinnen, die 50 Jahre und alter waren, zeigte vergleichsweise hohere
Plasmakonzentrationen, insbesondere an Moschus Xylol. In 62 % der Proben
konnten bis zu 190 ng/l Moschus Xylol gemessen werden. Es wurde anhand einer
Befragung, die gleichzeitig mit der Auswertung der Blutproben erfolgte, ein
Zusammenhang zwischen dem Gebrauch von Seife und Weichspilern aufgezeigt.
Verantwortlich dafiir kbnnte der Alterungsprozess der Haut sein, der eine hdohere
dermale Absorption begiinstigen konnte (HUTTER ET AL. (2010)).

Die dermale Absorption galt als entscheidend fir die Aufnahme von
Nitromoschusverbindungen (ROOSENS ET AL. (2007)). HAWKINS UND FORD (1999)

untersuchten zunéchst die Absorptionsrate und die Ausscheidung in Ratten, es
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konnten nach 5 Tagen 0,4 - 2,1% der verabreichten Menge als Rickstande im
Knochen und Gewebe nachgewiesen werden. Es folgte eine Untersuchung an
sieben méannlichen Probanden, an denen die Absorptionsraten und die Menge an
Nitromoschus im Urin und Faeces gemessen wurden (HAWKINS ET AL. (2002)). Im
Unterschied zu Ratten war die Absorptionsquote 20 - 60 mal geringer und die
Elimination erfolgte hauptsachlich tber die Nieren. Bei Ratten dominierte die biliare
Exkretion, so dass sich auch geringflgige Unterschiede in der Verstoffwechselung
und den Stoffwechselprodukten zeigten. Aufgrund der geringen Absorption tber die
menschliche Haut und einem fehlenden Nachweis von Ruckstanden im Organismus
wurde das Risiko als geringfiigig eingestuft.

Die direkte Wirkung der Nitromoschussubstanzen auf der Haut wurde in Versuchen
mit Moschus Ambrette getestet (KROON (1997)). Es konnte eine fotoallergische
Wirkung nachgewiesen werden. In zwei Féallen wurden nach Benutzung Moschus-
Ambrette-haltiger Kosmetika bei den Probanden Hautekzeme beobachtet. Die
Durchfuhrung von Patch-Tests bestatigten diese Wirkung (BRUZE ET AL. (1985)).
Diese Untersuchungen konnten jedoch keine Aussage Uber das Ausmal3 einer
Belastung durch dermale Resorption machen. Als Nebenbefund zeigte sich, dass
Moschus Ambrette toxische Risiken fur die Haut in sich birgt.

Der zweite Aufnahmepfad Uber die Nahrungskette wurde als nicht relevant
eingestuft. Auch erhdhter Fischkonsum hatte keine signifikant erhfhte Konzentration
an Nitromoschus im Blut zur Folge (HUTTER ET AL. (2009)).

Als dritter Aufnahmeweg von Nitromoschussubstanzen wurde der inhalative
Mechanismus diskutiert (KoKOT-HELBLING, 1995). Es gibt wenige Anhaltspunkte fur
eine inhalative Belastung. Nitromoschusverbindungen sind auch Bestandteil in
Raumluftverbesserern, Deodoranten und Raucherstédbchen. Aus diesem Grund kann
eine inhalative Aufnahme nicht ausgeschlossen werden. Es gibt wenig Daten tber
eine Belastung der Luft durch Nitromoschussubstanzen. KALLENBORN ET AL. (1999)
untersuchten Luftproben in Norwegen, in denen Moschus Xylol und Moschus Keton
nachweisbar waren. Es zeigten sich unterschiedliche Konzentrationen in Proben aus
einem landlichen Gebiet im Vergleich zu dichter besiedelten Gebieten, woraus sich
schlie3en lasst, dass ein menschlicher Einfluss auf die Luftkonzentration von
Bedeutung sein kénnte. PECK UND HORNBUCKLE (2006) fanden &hnliche Ergebnisse in

lowa (USA), wo sie Luftproben aus unterschiedlich besiedelten Gebieten
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untersuchten. In Nordspanien wurden Raumluftproben unter anderem auf
Nitromoschus getestet. Zur Analyse wurden mehrere Hausstaubproben aus
spanischen Wohnhausern herangezogen. Dabei konnten in allen Proben Moschus
Xylol und Moschus Keton und mit einer Ausnahme auch Moschus Mosken
nachgewiesen werden. Auch die Riickstdnde im Hausstaub sollten fir die
Risikoabschétzung beriicksichtigt werden, denn trotz abnehmender Produktion und
Verwendung von Nitromoschus in Europa lassen sich die Substanzen weiterhin

nachweisen (REGUEIRO ET AL. (2007)).

Bereits 1993 wurde vom Pressedienst des Industrieverbandes Korperpflege- und
Waschmittel e.V. eine Empfehlung zum vorsorglichen Verzicht insbesondere von
Moschus Xylol in Kosmetika und Haushaltsprodukten verdéffentlicht. Der Mensch tragt
unbewusst seinen Teil zur Verbreitung von Nitromoschus bei, indem er Kosmetika
und Waschmittel verwendet. Da keine Kennzeichnungspflicht fir die einzelnen
Duftstoffe besteht, hat der Mensch kaum die Mdglichkeit, diesen Produkten aus dem
Weg zu gehen. Daher ist der Schritt der deutschen Kosmetik- und
Waschmittelhersteller ein richtiger Weg gewesen, um die Verbreitung dieser
Duftstoffe einzudammen. Problematisch ist der anhaltende Einsatz der
Nitromoschusverbindungen auf dem asiatischen Markt der Kosmetik- und
Waschmittelherstellung, der durch den Import dieser Waren auch weiterhin Europa
betrifft. Die Kosmetikrichtlinie der Européischen Union, die bereits seit 1976 besteht
und immer wieder aktualisiert wird, zuletzt 2008, enthalt in Anhang Il Stoffe, die als
kanzoerogen, mutagen oder teratogen eingestuft wurden und als Bestandteil von
Kosmetika verboten sind. Moschus Ambrette ist in diesem Anhang aufgefiihrt, so
dass ein erster Schritt zum Verbot gemacht wurde.

Neben den umweltmedizinischen Aspekten wurden endokrine Wirkungen diskutiert.
In humanen MCF-7-Brustkrebszellen nahm die Zellvermehrung unter Zusatz von
Nitromoschus signifikant zu, welches eine erhdhte 6strogene Wirkung vermuten liel3,
die aber vergleichsweise geringer war als 17-B-Ostradiol (BITSCH ET AL. (2002)). Eine
Blutuntersuchung in Heidelberg liel? den Verdacht aufkommen, dass Moschus Xylol
und Moschus Keton Einflu® auf die hormonelle Steuerung im Hypothalamus-Ovarial-
System nehmen kénnten (EISENHARDT ET AL. (2001)). Neben endokrinen Wirkungen

konnte eine Beeinflussung zellularer Abwehrmechanismen aufgezeigt werden.
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Untersuchungen an Muscheln der Gattung Mytilus californianus von LUCKENBACH ET
AL. (2004) und LUCKENBACH UND EPEL (2005) ergaben, dass die Transport-
mechanismen zur Entfernung von Fremdstoffen nach Exposition mit Nitromoschus
gehemmt wurden und die Fremdstoffe langer akkumulierten. Ein Einfluss auf die
Fortpflanzungsfahigkeit der im Wasser lebenden Tiere, die durch die Akkumulation
den Nitromoschusverbindungen ausgesetzt sind, ist nicht eindeutig. CHoOU UND
DIETRICH (1999) schluf3folgerten aus ihren Untersuchungen an Froschlarven
(Xenopus laevis) und Zebrafischen (Danio rerio), dass Nitromoschus die
Lebensfahigkeit nicht gefahrdet. CARLSSON ET AL. (2000) beobachteten hingegen eine
veminderte Fortpflanzung und Lebensfahigkeit in Zebrafischen (Danio rerio) durch
Kontamination mit Moschus Keton. Ebenso zeigte ein Toxizitatstest an Krebsen
(Nitocra spinipes), dass Nitromoschussubstanzen negativen Einfluss auf die
Population der Krebse hatten (BREITHOLTZ ET AL. (2003)). Auch eine Beobachtung der
Larvenentwicklung von Krebsen (Acatia tonsa) bestatigte einen negativen Einfluss
durch Moschus Keton (WOLLENBERGER ET AL. (2003)).

Die 6kologischen Aspekte der Nitromoschussubstanzen sind nicht unerheblich.
Bereits 1999 wurde in einem Ubersichtsbeitrag zur Bewertung von Nitromoschus auf
die umweltmedizinischen Risiken hingewiesen (KEVEKORDES ET AL. (1999)). Eine
Zusammenfassung der Belastung durch Nitromoschus in den nordeuropaischen
Landern (Island, Schweden, Norwegen, Finnland und Danemark) weist auf die
erhohten Konzentrationen besonders im Abwasser hin und empfiehlt eine effizientere
Reduzierung durch Klaranlagen und dauerhaftes Monitoring, insbesondere
aquatischer Systeme (TEMANORD (2004)). Die Européische Chemikalienagentur
ECHA stuft Moschus Xylol als einen Stoff mit hoher Persistenz und hoher
Bioakkumulation ohne hohe Toxizitat ein (ECHA (2008)). Studien zeigen das
anhaltende Vorkommen der Nitromoschusverbindungen, so wurden diese aktuell in
Gewassern Sudenglands (SUMNER ET AL. (2010)) nachgewiesen. Es zeigt sich
anhand der durchgefiihrten 6kologischen Untersuchungen, dass das Interesse an
diesen synthetischen Duftstoffen fortbesteht und auch in Zukunft von Bedeutung sein
wird.

Aus praventivmedizinischer Sicht sollte die Belastung des Menschen mit

synthetischen Nitromoschusverbindungen so weit wie moglich minimiert werden.
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5. Zusammenfassung

Die Nitromoschussubstanzen Moschus Ambrette, Moschus Xylol, Moschus Keton,
Moschus Mosken und Moschus Tibeten sind kinstliche Duftstoffe, die als Geruchs-
verstarker bzw. Geruchstrager in Wasch- und Reinigungsmitteln, Korperpflegemitteln
und kosmetischen Produkten Verwendung finden. Weiterhin wurden sie friher als
Geruchsstoffe in Lebensmitteln, in der Tiernahrung und in Fischkddern eingesetzt.
Die Persistenz von Nitromoschusverbindungen in der Umwelt sowie deren
Anreicherung in der Nahrungskette fuhrte in den letzten Jahren zum Nachweis
insbesondere von Moschus Xylol und Moschus Keton in aquatischen Systemen,
humanem Fettgewebe und Frauenmilch.

Zur Abschatzung einer moglichen Gesundheitsgefahrdung des Menschen wurden
die fuinf Nitromoschusverbindungen im Schwesterchromatidaustausch-Test und im
Mikrokern-Test auf ihre Gentoxizitat untersucht.

Der Schwesterchromatidaustausch-Test dient der Prifung von DNA-Schaden und
Storungen des DNA-Stoffwechsels, indem die Bildung von Schwesterchromatid-
austauschen ermittelt wird. Anhand der Zahl der Austauschraten kann eine
gentoxische Einwirkung durch chemische Agenzien abgeleitet werden.

Der Mikrokern-Test prift strukturelle Veranderungen der Chromosomen durch
klastogene Effekte (chromosomenbrechend) und numerische Chromosomen-
mutationen (Aneuploidien) durch aneugene Effekte (den Spindelapparat
schadigend). Das Prinzip des Mikrokern-Tests ist die Darstellung von kleinen Nuklei,
die aus abgespaltenen Chromosomenanteilen entstehen.

Als Zellgut wurden im Schwesterchromatidaustausch-Test Humanlymphozyten und
als metabolisierendes System S9, ein Rattenleberextrakt, verwendet. Im Mikrokern-
Test wurden Humanlymphozyten und zur Testung mit Metabolisierung wurden
HepG2-Zellen, bei denen es sich um eine Zelllinie metabolisch aktiver Hepatozyten
handelt, eingesetzt.

Im Schwesterchromatidaustausch-Test mit Humanlymphozyten zeigte sich kein
signifikanter Anstieg der Austauschraten durch Nitromoschus. Der Einsatz von S9-

Mix zur metabolischen Aktivierung ergab keine erhdhten gentoxischen Effekte. Im
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Mikrokern-Test mit Humanlymphozyten und HepG2-Zellen induzierten die
Nitromoschussubstanzen keine signifikant erhéhten Mikrokerne.

Diese Ergebnisse entsprachen Uberwiegend Ergebnissen anderer
Kurzzeittestsysteme zur Erkennung gentoxischer Effekte.
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