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Abbildung 1: Probenentnahmestellen im Einzugsgebiet des Gessenbaches 

im ehemaligen Ronneburger Wismut-Gebiet im Jahre 2001, zu 
Beginn der Sanierung. Die Probenentnahmestellen für die 
toxikologischen Untersuchungen sind in der Abbildung wie 
folgt gekennzeichnet: orange = Probe A = G6, pink = Probe B 
= G18, gelb = Probe C = Q8. 2  

 
Abbildung 2: (A) Indirekte Mechanismen für uraninduzierte Strangbrüche: 

Bildung von radikalischen Verbindungen über die Reduktion 
von U6+ durch Ascorbat (Asc), als Nebenprodukt entsteht 
Dihydroascorbat (DHA). (B) Direkte Mechanismen für 
uraninduzierte Strangbrüche: Hydrolyse der DNA durch 
Interaktion eines Uranyl-Ascorbat-Komplexes mit dem negativ 
geladenem DNA-Phosphat-Rückgrad. 6 

 
Abbildung 3: Rolle der Schwermetalle als Katalysatoren in der Fenton-

Reaktion und Haber-Weiss-Reaktion.  8 
 
Abbildung 4: Modell der Kolonkarzinogenese nach Fearon und Vogelstein  

modifiziert nach Fearon und Vogelstein, 1990; Davis et al., 
2005; Pan und Godwin, 2005). In grün ist dargestellt, in welche 
Stufe des Karzinogeneseprozesses die in dieser Arbeit 
verwendeten Kolonzellen eingeordnet sind (siehe Kapitel 1.6). 15  
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1 EINLEITUNG 
 
1.1 Wirkungspotentiale Uranbergbau 

Durch die ehemaligen Bergbaugebiete der SDAG-Wismut hat sich für die dortige 

Biosphäre eine veränderte Umweltsituation ergeben, die es erforderlich macht, 

Wirkungspotentiale komplexer Umweltproben zu erforschen. Bisherige 

Untersuchungen bezogen sich vor allem auf die Kanzerogen-Exposition von 

Minenarbeitern [HVBG, 1997]. Großflächige Untersuchungen zu Stoffflüssen und der 

Exposition der umliegenden Bevölkerung liegen nur sehr lückenhaft vor. Dies 

erscheint aber notwendig, da z. B. Au et al. in einem Umkreis von 0,5-1 Meile um 

eine Mine in den Vereinigten Staaten von Amerika erhöhte Uranbelastungen 

nachweisen konnten [Au et al., 1998].  

Die SDAG-Wismut betrieb eines der größten Uranbergbaugebiete der Welt. Das 

Unternehmen produzierte in den 45 Jahren seiner Existenz bis 1990 ca. 231000 

Tonnen Uran. Es ist deshalb davon auszugehen, dass auch hier erhöhte 

Belastungen vorliegen und dass die mit dem Uranabbau verbundenen Stoffe auf die 

Umwelt und somit auf die Organismen einwirken. Die komplexen 

Expositionsgemische mit unterschiedlichen Stoffen in variierenden Konzentrationen 

bergen unterschiedliche Wirkungspotentiale. Uranerze wirken aufgrund ihrer 

radioaktiven Eigenschaften und durch die Freisetzung von Radongas genotoxisch 

[Jostes, 1996]. Bei den gesundheitlichen Risiken durch die chemische Toxizität steht 

die Schadwirkung auf die Nieren im Vordergrund [Meinrath et al., 2003]. Neben dem 

Uran vorkommende Schwermetalle wie Cadmium, Arsen, Nickel und Eisen sind 

ebenfalls genotoxisch und zum Teil auch karzinogen [IARC, 1994].  

Im Rahmen eines DFG-Projektes der Friedrich-Schiller-Universität Jena wurden im 

Ronneburger Wismutgebiet im Jahr 2001 zu Beginn der Sanierung des Areals um 

die Gessenhalde, Wasserproben gezogen (Abbildung 1) und am Institut für 

Geowissenschaften hinsichtlich ihrer Gehalte an Mengen- und Spurenelementen 

sowie Radionukliden charakterisiert (siehe Tabelle 1 Publikationsmanuskript IV). 

Drei der Proben wurden nach Kontaminationsgraden (wenig belastet, mittelstark 

belastet, stark belastet) für toxikologische Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit 

ausgewählt. Dabei handelt es sich bei Probe A um die wenig belastete, bei Probe B 
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um die mittelstark belastete und bei Probe C um die stark kontaminierte 

Gewässerprobe. 

 

 
 
Abbildung 1: Probenentnahmestellen im Einzugsgebiet des Gessenbaches im ehemaligen 
Ronneburger Wismutgebiet im Jahre 2001, zu Beginn der Sanierung. Die Probenentnahmestellen für 
die toxikologischen Untersuchungen sind in der Abbildung wie folgt gekennzeichnet: orange = G6 = 
Probe A, pink = G18 = Probe B, gelb = Q8 = Probe C. 
 

1.2 Uran 
 
1.2.1 Eintrag in die Nahrungskette 

Normalerweise besteht die Gefahr einer Urankontamination der Umwelt weniger in 

der Nachbarschaft von Kernreaktoren, sondern hauptsächlich in 

Uranbergbaugebieten und in der Umgebung von Uranaufbereitungs- und 

Anreicherungsanlagen [Wiechen, 1970]. Darüber hinaus kann neben dem Eintrag 

von Uran in die Nahrungskette durch die Verarbeitung und Anwendung von 

Phosphaten [Bouwer et al., 1978; Izak-Biran et al., 1989; Martinez-Aguirre et al., 
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1994] eine Uranemissionen auch über die Flugasche von Kohlekraftwerken erfolgen 

[Jaworowski & Grzybowska, 1996]. 

Mikroorganismen und Pflanzen können sich den toxischen Bedingungen in und auf 

kontaminierten Böden über verschiedene Wege anpassen: (i) dem spezifischen 

Ausschluss der Schadstoffe, (ii) ihrer Verlagerung in Zellkompartimente und 

akkumulierenden Geweben, (iii) durch biotische Assoziation und insbesondere durch 

mykorrhizale Symbiosen, wobei einer der Partner zu (i) oder (ii) befähigt ist [Leyval et 

al., 1997]. Eine wesentliche Rolle hinsichtlich der Mobilisierung und Immobilisierung 

von Radionukliden und Schwermetallen beim Transfer in die Nahrungskette spielt 

das System Mykorrhiza/Pflanze. Bei Überschreitung eines bestimmten 

Schwellenwertes bei der Aufnahme von Schwermetallen und Radionukliden in die 

Pflanze werden in dieser Veränderungen des Stoffwechsels induziert, die darauf 

ausgerichtet sind, die negativen Auswirkungen der Stressoren zu kompensieren 

[Bergmann et al., 1996; Bergmann et al., 1999; Bergmann et al., 2001; Leinhos & 

Bergmann, 1995; Machelett et al., 1996]. 

In Regionen mit Uranbergbau liegt aufgrund der Urankontamination der Grund- und 

Oberflächenwässer oftmals eine erhöhte Uranbelastung vor, die auch in den 

Pflanzen nachweisbar ist [Rumble & Bjugstad, 1986; Seeber, 1998; Tracy et al., 

1983]. So konnten zum Beispiel im Uranbergbaugebiet um Ronneburg zwei- bis 

achtfach höhere Urangehalte in verschiedenen Nutz- und Futterpflanzen im 

Vergleich zu einem Kontrollgebiet gemessen werden [Seeber, 1998]. Seeber 

kalkulierte ausgehend von den analysierten Urangehalten in Lebensmitteln und 

denen von Thiel et al. für die neuen Bundesländer gewonnenen Verzehrsdaten die 

Uranaufnahme Erwachsener [Thiel et al., 1996]. Danach nahmen Frauen in den 

neuen Bundesländern 2,05 µg Uran pro Tag und Männer 2,40 µg Uran pro Tag über 

verschiedene Lebensmittel zu sich. Fisenne et al. ermittelten für die New Yorker 

Bevölkerung eine mittlere Uranaufnahme von 1,30 µg/d [Fisenne et al., 1987]. Nach 

Dang und Pullat galt für die indische Landbevölkerung ein Wert von 2,2 µg/d [Dang & 

Pullat, 1993]. In Japan lag die durchschnittliche Uranaufnahme mit 1,25 µg/d 

unterhalb der von Seeber ermittelten Werte [Shiraishi & Yamamoto, 1995]. In der 

Studie von Shiraishi und Yamamoto wurde jedoch die Aufnahme über Trinkwasser 

und Getränke nicht berücksichtigt. Geht man davon aus, dass ein Erwachsener (70 

kg KG) ca. 1,5 Liter Trinkwasser pro Tag konsumiert, spiegelt der von Shiraishi und 

Yamamoto ermittelte Wert nicht die reale Uranaufnahme wider, denn ca. 20-30 % 
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der täglichen Uranaufnahme erfolgt über Trinkwasser [Weir, 2004]. Laut Agency for 

Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR) beträgt die tägliche Uranaufnahme 

ca. 1,5 µg über Wasser und 1-2 µg über Nahrungsmittel [ATSDR), 1999]. 

Hauptquellen für die orale Aufnahme natürlichen Urans sind damit Wasser und 

Nahrungsmittel [Fisenne et al., 1987; UNSCEAR, 2000]. Als tolerierbare tägliche 

Aufnahme (TDI) wurde von der ATSDR ein Wert von 1 µg/kg KG und d festgesetzt 

[ATSDR, 1999]. Kalkulationen von Jacob et al. (0,7 µg/kg KG und d) und der WHO 

(0,6 µg/kg KG und d) liegen noch unter den von der ATSDR empfohlenen Werten 

[Jacob et al., 1997; WHO, 1998]. 

In neueren Studien zur Uranaufnahme zeigte sich in Vietnam keine erhöhte 

Exposition. Giang et al. ermittelten eine mittlere Uranaufnahme von 0,66 µg/d (Vgl. 

Seeber 2,1 µg/d) [Giang et al., 2001]. Über die toxikologischen Folgen einer oralen 

Uran-Exposition ist bisher wenig bekannt. Im Gegensatz dazu wurde für die 

Inhalation von Uran eine positive Assoziation zum Lungenkrebsrisiko postuliert 

[Kathren, 2001].  

Die ehemalige DDR gehörte neben den Vereinigten Staaten von Amerika und 

Kanada zu den größten Uranproduzenten. Die Strahlenexposition in den 

Abbaugebieten bedeutete für die Bevölkerung und vor allem für die Selbstversorger 

im Gebiet um Ronneburg ein erhöhtes Risiko. Die radioaktive Belastung über 

kontaminierte Lebensmittel betrug 0,36 ms, zusätzlich zur effektiven Äquivalenzdosis 

von 4,25 ms über die Inhalation von Radon und dessen Zerfallsprodukten. Damit 

wurden die erlaubten Maximalwerte überschritten [Küppers & Schmidt, 1994]. 

Die hohe Arbeitsplatzexposition der Minenarbeiter war mit einer Verminderung der 

Lebenszeit, einer erhöhten Lungenkrebsinzidenz und chromosomalen Aberrationen 

in peripheren Lymphozyten verbunden. In Untersuchungen von 225 Minenarbeitern 

ergab sich eine signifikante Korrelation zwischen Chromatidbrüchen und aberranten 

Zellen und der Radonexposition [Smerhovsky et al., 2002]. Es ist bisher jedoch nicht 

geklärt, inwieweit andere, gemeinsam mit Uran vorkommende Metalle wie Cadmium, 

Eisen oder Arsen zu den oben genannten Gesundheitsrisiken beitragen.  
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1.2.2 Toxikologie Uran 

Viele der mit dem Uranbergbau verbundenen Kontaminanten sind toxisch. 

Verschiedene Mechanismen spielen dabei eine Rolle, z. B. die Bildung reaktiver 

Sauerstoffspezies (ROS) [Hei et al., 1998], Strahlung (Radongas) [Jostes, 1996] oder 

eine direkte Interaktionen mit Makromolekülen (Hemmung der DNA-Reparatur) 

[Hartmann & Speit, 1996; Hartwig et al., 1996; Hartwig, 1998; Hartwig & 

Beyersmann, 1989a]. 

Für natürliches Uran spielt die Radioaktivität aufgrund der langen Halbwertszeit nur 

eine untergeordnete Rolle. Das toxische Wirkungspotential entfaltet sich vorwiegend 

über die chemische Toxizität [Burkart, 1991].  

Für die chemische Toxizität des Urans sind verschiedene Mechanismen denkbar. 

Yazzie et al. konnten zeigen, dass U(VI) Einzelstrangbrüche in Plasmid-DNA nach 

Reduktion von U(VI) mit Ascorbat induziert und vermuteten hierfür ursächlich die 

Generation von Radikalen über die Fenton Reaktion (Abbildung 2A) [Yazzie et al., 

2003]. Die Autoren konnten den Mechanismus der Radikalbildung jedoch nicht 

untermauern. ROS beeinflussen die Regulation der Expression von Genen des 

Zellwachstums und der Differenzierung und sind über diese Mechanismen an der 

Tumorprogression beteiligt [Crawford et al., 1988]. In Untersuchungen an Ratten 

konnte nachgewiesen werden, dass ROS auch mit der Proliferation von Kryptzellen 

in Zusammenhang stehen [Lund et al., 1998]. Für die genotoxische Wirkung des 

Urans wird auch eine direkte Interaktion des Uranylkations mit der DNA diskutiert 

[Franklin, 2001; Yazzie et al., 2003]. In Abbildung 2B ist dieser Mechanismus 

schematisch dargestellt. Ein Uranyl-Ascorbat-Komplex interagiert mit dem negativ 

geladenen DNA-Phosphat-Rückgrad. Der Entzug von Elektronen stabilisiert die 

Phosphodiesterreste gegenüber nukleophilen Angriffen von Hydroxylradikalen und 

resultiert in der Hydrolyse der DNA. 
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A     B 
 
 
 

 

 

 

 
Abbildung 2: (A) Indirekte Mechanismen für uraninduzierte Strangbrüche: Bildung von radikalischen 
Verbindungen über die Reduktion von U6+ durch Ascorbat (Asc), als Nebenprodukt entsteht 
Dihydroascorbat (DHA). (B) Direkte Mechanismen für uraninduzierte Strangbrüche: Hydrolyse der 
DNA durch Interaktion eines Uranyl-Ascorbat-Komplexes mit dem negativ geladenem DNA-Phosphat-
Rückgrad. 
 
 
Immer mehr Studien befassen sich mit dem genotoxischen Potential von Uran, 

oftmals wird dabei jedoch nicht zwischen chemischer und radiologischer Toxizität 

unterschieden [Hu & Shoupeng, 1990; Prabhavathi et al., 2000]. Lin et al. schreiben 

die von ihnen gefundenen zytogenetischen Schäden eher einer direkten Wirkung von 

Uran zu [Lin et al., 1993]. Auch Miller und Kollegen schließen Strahlung als Ursache 

für die durch Uranylchlorid verursachten zellulären Schäden aus, da sie nachweisen 

konnten, dass nur ca. 0,0014 % der Zellen von α-Partikeln getroffen wurden [Miller et 

al., 1998; Miller et al., 2002b]. 

Viele Untersuchungen analysierten die Wirkungen von Uranverbindungen auf 

chromosomaler Ebene. Eine Inkubation von CHO-Zellen mit Uranylnitrat verursachte 

eine erhöhte Frequenz von Mikrokernen, Schwester-Chromatid-Austauschen und 

chromosomalen Aberrationen [Lin et al., 1993]. In Arbeitern der WISMUT-Minen 

konnte in Lungenmakrophagen ebenfalls eine erhöhte Mikrokernrate nachgewiesen 

werden [Popp et al., 2000]. Andere Studien hingegen zeigten keinen Zusammenhang 

zwischen der Exposition mit Uranverbindungen und chromosomalen Veränderungen. 

So konnten Lloyd et al. keine expositionsbedingten chromosomalen Aberrationen in 

Lymphozyten von Bergarbeitern nachweisen [Lloyd et al., 2002]. Golfkrieg-Soldaten, 

die mit abgereicherten Uran in Kontakt waren, zeigten keine Veränderungen in 

Chromosomen peripherer Lymphozyten [McDiarmid et al., 2000]. Beim Vergleich 

dieser Studien müssen aber die unterschiedlichen Expositionsarten und Zielzellen 

berücksichtigt werden. Sie erschweren eine vergleichende Bewertung des Risikos. 

Minenarbeiter sind vor allem über die Inhalation des hochradioaktiven Radons 
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exponiert, wohingegen für Soldaten ein Risiko von Waffen mit abgereichertem Uran 

ausgeht.  

Über die Kontamination regionaler Lebensmittel in der humanen Nahrungskette 

könnte für die Bevölkerung ein erhöhtes Risiko für gastrointestinale 

Krebserkrankungen bestehen [Küppers & Schmidt, 1994]. Bisher ist wenig bekannt 

über das genotoxische Gefährdungspotential von Uran und anderer mit dem 

Uranbergbau verbundener Substanzen nach oraler Exposition. Untersuchungen zur 

Genotoxizität in humanen Kolonzellen fehlen. Bedenkt man, dass diese Zellen 

Hauptangriffspunkte von Nahrungsmittelkontaminanten sind, ist die orale Toxikologie 

der mit dem Uranbergbau assoziierten Verbindungen von großer Bedeutung und 

sollte neben der inhalativen Exposition in Studien einbezogen werden.  

Im Rahmen der Studien, die dieser Arbeit zugrunde liegen, wurde unter anderem die 

Uranylverbindung Uranylazetat als Einzelnoxe im Vergleich zu den komplexen 

Umweltproben ausgewählt, da die Anwendung in Genotoxizitätsprüfungen bereits 

beschrieben wurde [Yazzie et al., 2003]. Mittels Nitrilotriazetat (siehe auch Abschnitt 

1.4.2) wurde die wasserlösliche Verbindung Uranyl-Nitrilotriazetat (U-NTA) für die 

Untersuchungen hergestellt. Die wesentlichen Ergebnisse der toxikologischen 

Arbeiten mit U-NTA wurden im Publikationsmanuskript IV publiziert. 

 

1.3 Eisen 
 
1.3.1 Nahrungseisen und Kolorektalkrebs 

Ein Zusammenhang zwischen dem Verzehr von rotem Fleisch und Dickdarmkrebs 

gilt heute als wahrscheinlich. Potter fasste die epidemiologische Datenlage beim 

Menschen zusammen und schlussfolgerte, dass die Assoziation zwischen 

Fleischverzehr und dem Risiko für Dickdarmkrebs stärker zu bewerten ist, als für 

andere Nährstoffe [Potter, 1999]. Willet et al. reduzierten diesen Zusammenhang nur 

auf rotes Fleisch [Willet, 2001]. Der Verzehr von rotem Fleisch steht im Verdacht 

über Hämoglobin die Eisenkonzentrationen im Darmlumen zu erhöhen, dies ist mit 

der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) via Fenton Reaktion verbunden [Hata 

et al., 1997; Imlay et al., 1988]. ROS sind in der Lage DNA-Schäden in epithelialen 

Zellen der Kolonmukosa zu induzieren [Potter, 1999]. Hämoglobin stellt eine Quelle 

für das genotoxische Häm dar [Glei et al., 2006]. Die Porphorinstruktur enthält Eisen, 

für das ebenfalls genotoxische Wirkungen nachgewiesen wurden [Glei et al., 2002]. 
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In der EPIC-Studie ergab sich für einen hohen Verzehr von rotem und verarbeitetem 

Fleisch eine positive Korrelation zum Kolorektalkrebs [Norat et al., 2005].  

Drei große Kohorten-Studien befassten sich mit dem Zusammenhang von Eisen und 

Kolorektalkrebs [Herrinton et al., 1995; Knekt et al., 1994; Wurzelmann et al., 1996], 

wobei nur eine der Studien eine Korrelation zwischen Eisenaufnahme und der 

Krebsinzidenz im proximalen Kolon nachwies [Wurzelmann et al., 1996]. 

 

1.3.2 Toxikologie Eisen 

Als essentielles Element spielt Eisen eine wesentliche Rolle im Zellwachstum und 

der DNA-Replikation. Es hat eine zentrale Bedeutung für Schlüsselenzyme der 

Atmung (Hämoglobin und Myoglobin), des Energiestoffwechsels (Eisen-

Schwefelproteine der Atmungskette, Zytochrome) und der DNA-Synthese 

(Ribonukleotid-Reduktase) [Richardson & Ponka, 1997].  

Eisen und andere zu den Transitionselementen zählende Metalle wirken als 

Katalysatoren der Aktivierung von Sauerstoff in der Fenton- und Haber-Weiss-

Reaktion (Abbildung 3), was zu deren toxischem Potential beiträgt.  

 
(1) Mn+ + H2O2   → M(n+1)+ + OH-  + OHθ    Fenton-Reaktion 

(2) M(n+1)+ + O2
-θ     → Mn+ + O2                                     Rezyklierung des Metalls 

(3) H2O2 + O2
-θ → O2 + OH-  + OHθ             Haber-Weiss-Reaktion (netto) 

 
Abbildung 3: Rolle der Schwermetalle als Katalysatoren in der Fenton-Reaktion und Haber-Weiss-
Reaktion (M: Metalle)  
 

Die essentielle Bedeutung des Eisens für den Zellstoffwechsel wird von klinischen 

Untersuchungen unterstrichen, die ergaben, dass Eisenchelatoren die Proliferation 

von Krebszellen hemmen können [Richardson & Ponka, 1997]. 

 

Weinberg (1996) diskutiert drei mögliche Mechanismen über die Eisen an der 

Karzinogenese beteiligt sein könnte [Weinberg, 1996]: 

 
1) Eisen katalysiert über die Fenton-Reaktion die Bildung reaktiver 

Hydroxylradikale, die wiederum Punktmutationen, Strangbrüche und Crosslinks 
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in der DNA induzieren. Über ROS-induzierte Lipidperoxidation in Membranen 

kann die Signaltransduktion beeinflusst werden. 

2) Neben der Initiation des neoplastischen Wachstums unterdrückt Eisen die 

zelleigene Immunabwehr. In diesem Zusammenhang wird die Funktion von 

Makrophagen durch Phagozytose von Erythrozyten, Hämoglobin, Eisendextran 

oder Eisensalzen beeinflusst. 

3) Eisen ist auch für Tumorzellen ein essentieller Nährstoff. Die unbegrenzte 

Proliferation von Tumorzellen erfordert eine erhöhte Eisenversorgung. 

 

Meneghini (1997) konnte nachweisen, dass niedermolekulare Substanzen wie 

Metallionen frei durch die Kernporen diffundieren können und Eisen an das 

Chromatin binden kann [Meneghini, 1997]. Dies ist Voraussetzung dafür, dass Eisen 

über Hydroxylradikale die DNA im Zellkern schädigen kann. 

Verschiedene Studien belegen, dass Schwermetalle wie Cadmium, Nickel oder 

Arsen in der Lage sind die DNA-Reparatur zu modifizieren [Hartmann & Speit, 1996; 

Hartwig A., 2002; Hartwig, 1994; Hartwig et al., 1996; Hartwig, 1998; Hartwig & 

Beyersmann, 1989a; Hartwig & Beyersmann, 1989b; Hartwig & Schwerdtle, 2002]. 

Für Eisen konnten Abalea et al. (1998) eine eisenvermittelte, zeitabhängige 

Aktivierung der Reparatur beobachteten, die vermutlich auf der Induktion spezifischer 

Reparaturenzyme für oxidierte Pyrimidinbasen basiert [Abalea et al., 1998].  

Neben der in Abschnitt 1.2.2 beschriebenen Einzelnoxe U-NTA diente für die 

vorliegende Arbeit auch Eisen in Form von Eisen-Nitrilotriazetat (Fe-NTA) als 

Modellsubstanz. Der niedermolekulare Komplex Fe-NTA entsteht durch die 

Komplexierung von Eisen durch den Chelator Nitrilotriazetat (NTA). NTA ist ein 

synthetischer stickstofforganischer Komplexbildner mit der Summenformel C6H9NO6. 

Mit steigendem pH-Wert dissoziiert die Azetylgruppe, so dass Metallionen gebunden 

werden können und bei neutralen pH-Werten wasserlösliche Komplexe gebildet 

werden [Kawabata et al., 1986]. NTA allein wirkt nicht genotoxisch. In Verbindung mit 

Metallen konnte die Genotoxizität nur für den Komplex Fe-NTA in vitro nachgewiesen 

werden [Cai et al., 1998; Glei et al., 2002; Hartwig & Schlepegrell, 1995]. Fe-NTA ist 

ein anerkanntes Modell in Untersuchungen zur Kanzerogenese [Okada, 2003]. Als 

Zielorgane für die Toxizität bzw. kanzerogene Wirkung gelten vor allem die Niere 

[Zhang et al., 1997] und die Leber [Abalea et al., 1998; Iqbal et al., 1995]. Die im 

Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen mit der Einzelnoxe Fe-NTA 
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erfolgten mit Primären Kolonepithelzellen, Kolonadenomzellen (LT97) und 

Kolonkarzinomzellen (HT29 clone 19A) und wurden in 3 Publikationen 

zusammengestellt (Manuskripte I, II und V). 
 

1.4 Kolorektalkrebs 

Kolorektalkrebs war im Jahr 2004 die mit über 376000 Fällen am zweithäufigsten 

diagnostizierte Krebserkrankung in Europa [Boyle & Ferlay, 2005]. Auch bei den 

krebsbedingten Todesursachen belegte der Kolorektalkrebs den 2. Platz. Betrachtet 

man jedoch nur die 25 Mitgliedsstaaten der Europäischen Union (EU), so zeigt sich, 

dass bei den Krebsneuerkrankungen der Lungenkrebs inzwischen durch den 

Kolorektalkrebs von der 1. Position verdrängt wurde. 2004 erkrankten in der EU etwa 

279000 Menschen an Darmkrebs (13,6 % der Krebsneuerkrankungen), gefolgt von 

Brustkrebs (13,3 %) und Lungenkrebs (12,5 %). Im selben Jahr starben in der EU 

etwa 234000 Menschen an Lungenkrebs und 139000 Menschen an Kolorektalkrebs. 

Bei Männern ist die häufigste Krebstodesursache Lungenkrebs, gefolgt von Darm- 

und Prostatakrebs. Die häufigste Krebstodesursache bei Frauen ist Brustkrebs vor 

Darm- und Lungenkrebs. Die altersstandardisierte Inzidenzrate für Deutschland 

bewegt sich im europaweiten Durchschnitt [Robert Koch Institut, 2003; Robert Koch 

Institut, 2006]. Etwa 6 % der Männer und Frauen im Alter von 65 Jahren sind davon 

betroffen, wobei das Risiko exponentiell mit dem Alter steigt. Es gibt Individuen, die 

aufgrund bestimmter Erkrankungen oder einer familiären Prädisposition ein erhöhtes 

Risiko für die Entstehung kolorektaler Tumore aufweisen. Zu den erblich bedingten 

Formen des Dickdarmkrebses werden die Familiäre Adenomatöse Poliposis (FAP) 

und das nichtpolipöse kolorektale Krebssyndrom (HNPCC) gezählt, die zusammen 

allerdings nur 4-6 % aller auftretenden Kolontumore ausmachen. Weiterhin müssen 

die aufgrund chronisch-entzündlicher Darmerkrankungen oder aufgrund von 

Enzympolymorphismen entstandenen Tumore zu den hereditären Kolonkarzinomen 

gezählt werden [Potter, 1999]. Etwa 85 % der gesamten kolorektalen 

Krebserkrankungen entwickeln sich jedoch sporadisch, indem sich ohne genetische 

Prädisposition über einen langen Zeitraum hinweg gesunde Körperzellen in 

Krebszellen verwandeln [Potter, 1999]. 
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1.4.1 Ernährung und Kolorektalkrebs 

Kolorektale Tumore sind besonders stark mit Ernährungsfaktoren assoziiert. Zu 

diesen gehören Risikosubstanzen, die in den Stammzellen des Kolons Mutationen in 

krebsrelevanten Genen induzieren, sowie protektive Stoffe, die vor den 

Risikosubstanzen schützen [Beyer-Sehlmeyer et al., 2003; Schäferhenrich et al., 

2003a]. Zu den Schutzmechanismen zählt die Induktion von Phase II Enzymen, die 

zur Entgiftung beitragen. Außerdem erfolgt über Tumorsuppressorgene eine 

Hemmung der Tumorprogression [Ebert et al., 2001; Ebert et al., 2003; Klinder et al., 

2004]. Möglicherweise können pflanzliche Lebensmittelinhaltsstoffe durch 

Genaktivierung in Darmzellen und Mutationen in bestimmten Genen einen Beitrag 

zur Reduktion des Kolonkrebsrisikos leisten. Für diese Schutzwirkungen kommen 

lösliche Inhaltsstoffe oder Produkte, die bei der Fermentation im Darm entstehen, in 

Betracht [Duthie et al., 1997b; Pool-Zobel et al., 2005a]. 

Der World Cancer Research Fund (WCRF) geht davon aus, dass bis zu 75 % der 

durch Dickdarmkrebs verursachten Todesfälle durch eine Ernährungsumstellung 

vermieden werden könnte [WCFR, 1997]. Grundlage dieser Aussage bilden 

verschiedene epidemiologische Studien, die eine „Western Style Diet“ mit einer 

erhöhten Krebsinzidenz assoziieren [Joossens & Kesteloot, 2001; La Vecchia et al., 

2003]. Die „Western Style Diet“ zeichnet sich durch einen hohen Anteil an Fleisch, 

tierischen Fetten und raffinierten Kohlenhydraten und einen geringen Anteil an Obst, 

Gemüse und Ballaststoffen aus [Slattery, 2000]. 

Epidemiologische Untersuchungen belegen, dass ein hoher Verzehr von Fleisch , 

insbesondere rotem und verarbeitetem Fleisch, positiv mit dem kolorektalen Risiko 

verknüpft ist [Breuer-Katschinski et al., 2001; Norat et al., 2005; Norat & Riboli, 2001; 

Sandhu et al., 2001].  

Neben der in Abschnitt 1.3.1 geschilderten Rolle von Hämeisen werden 

verschiedene andere Mechanismen für die positive Korrelation zwischen 

Fleischaufnahme und Kolonkrebs diskutiert. Hierzu zählen (i) die Bildung potentieller 

krebserregender N-Nitroso-Verbindungen durch die Darmflora [Hughes et al., 2001], 

(ii) die Bildung heterozyklischer Amine beim Grillen von Fleisch [Sinha et al., 2001], 

und (iii) die erhöhte Ausscheidung von Fett- und Gallensäuren durch den hohen 

Gehalt an gesättigten Fettsäuren im Fleisch (Newmark et al., 1984). 
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Eine hohe Gesamtfettaufnahme ist nur in einigen epidemiologischen Studien mit 

einem höheren Darmkrebsrisiko verbunden [Slattery, 2000], wobei vor allem tierische 

Fette das Risiko steigern [Slattery et al., 1997]. Darüber hinaus spielen auch 

endogene Lipidperoxidationsprodukte, wie Malondialdehyd oder 4-Hydroxynonenal 

(HNE) eine wichtige Rolle bei der Krebsentstehung. HNE und seine Epoxide bilden 

durch elektrophile Addition an die DNA Propano-DNA-Addukte und Etheno-DNA-

Addukte [Esterbauer et al., 1990; Toyokuni et al., 1997].  

Alkohol steht ebenfalls im Zusammenhang mit einem erhöhten Risiko an Kolonkrebs 

zu erkranken, wobei hier vor allem die Induktion einer Mikrosatelliteninstabilität durch 

inhibierte DNA-Reparatur, die Bildung von DNA-Addukten über Acetaldehyd sowie 

der Einfluss auf die Zellproliferation als mögliche Ursachen zu nennen sind [Kune & 

Vitetta, 1992; Slattery et al., 2001]. Neben dem Alkoholkonsum sind auch andere 

individuelle “Life Style“ Faktoren wie Rauchen [Sharpe et al., 2002], Übergewicht und 

mangelnde Bewegung [Boutron-Ruault et al., 2001; Slattery & Potter, 2002] als 

Risikofaktoren zu nennen. 

Den potentiell Risiko-erhöhenden Faktoren stehen solche mit protektiven Wirkungen 

gegenüber. So werden einigen Nahrungsinhaltsstoffen chemoprotektive 

Eigenschaften zugesprochen. Epidemiologische Untersuchungen zeigten eine 

inverse Korrelation zwischen Obst- und Gemüse-, sowie Ballaststoffzufuhr und dem 

Risiko für Kolonkrebs [Bingham et al., 2003; Norat & Riboli, 2002; Peters et al., 

2003]. Der Aspekt der Chemoprävention durch Ernährungsfaktoren wird unter Punkt 

1.6.2 vertieft. 

 

1.4.2 Die Adenom-Karzinom-Sequenz 

Die Tumorentstehung ist ein Mehrstufenprozess, der in Initiation, Promotion und 

Progression unterteilt wird. In der Initiation führen durch exogene und/oder endogene 

Faktoren verursachte irreversible DNA-Veränderungen in der Zelle zu manifesten 

Mutationen in den nachfolgenden Zellgenerationen. An diese ersten initiierenden 

Mutationen schließen sich verschiedene molekulare und histologische 

Veränderungen an [Mendelsohn, 2001]. Promotoren bewirken dann eine 

beschleunigte Proliferation initiierter Zellen (Promotionsphase). Dies führt meist zur 

Bildung gutartiger Läsionen oder Präneoplasien. Die Progression führt im Weiteren 

zu einer malignen Entartung benigner Tumoren. Die Malignität ist mit zunehmender 
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Heterogenität und Autonomie des Tumors, sowie mit infiltrierendem Wachstum und 

Metastasierung verbunden [Mendelsohn, 2001]. 

Das Mehrstufenmodell von Fearon und Vogelstein (1990), auch als Adenom-

Karzinom-Sequenz bezeichnet, beschreibt die Zusammenhänge der beim 

Kolonkrebs auftretenden histologisch/morphologischen Veränderungen unter 

Berücksichtigung der entsprechenden genetischen Modifikationen [Fearon & 

Vogelstein, 1990; Kinzler & Vogelstein, 1996; Lengauer et al., 1997]. In Abbildung 4 

sind die in der Kolonkarzinogenese beteiligten Mutationen und deren Konsequenzen 

veranschaulicht. Die genetischen Veränderungen betreffen vor allem Gene des 

Zellwachtums, der Zelldifferenzierung, der DNA-Reparatur und Gene, die in die 

Interaktion zwischen zellulärer und extrazellulärer Matrix involviert sind. Fearon und 

Vogelstein nennen Mutationen im APC-Gen (adenomatous poliposis coli, 5q21-q22), 

im K-RAS-Gen (kirsten rat sarcoma, 12p12.1), im MCC-Gen (mutated in colon 

cancer, 5q21-q22) und im TP53-Gen (tumor protein 53, 17p13.1). Ausserdem spielen 

Veränderungen im SMAD2/SMAD4-Gen (mothers against decapentaplegic homolog 

2/4, 18q21.1) bzw. DCC-Gen (deleted in colon cancer, 18q21.3) eine Rolle [Fearon & 

Vogelstein, 1990; Hahn et al., 1996; Takagi et al., 1998]. 

Mutationen des APC-Gens stellen die initiierenden Ereignisse der kolorektalen 

Karzinogenese dar, weshalb das APC-Gen auch als “Pförtner“ (gatekeeper) der 

Kolonkarzinogenese bezeichnet wird. Eine Mutation des auf Chromosom 5 

lokalisierten Gens ist in etwa 60-80 % der sporadischen kolorektalen Adenome und 

Karzinome nachweisbar [Groden et al., 1991; Miyaki et al., 1994; Vogelstein et al., 

1988]. Bei den Mutationen zwischen Kodon 1280 und 1500 handelt es sich 

hauptsächlich um Frameshift- und Nonsens-Mutationen. Während der Entwicklung 

vom Adenom zum invasiven Karzinom kommt es auch häufig zum vollständigen 

Verlust des APC-Allels [Miyaki et al., 1994]. Das Produkt des APC-Gens ist ein 312 

kDa großes Protein, das aus 2843 Aminosäuren besteht. Im oberen Teil der 

Kolonkrypten wird APC verstärkt exprimiert und ist über den Wnt-ß-Catenin-

Signalweg mit der Adhäsion, Migration, Differenzierung und Apoptose der Zellen 

verknüpft [Fodde et al., 2001]. 

Das K-RAS-Gen gehört zur RAS-Genfamilie und ist auf Chromosom 12 lokalisiert. Es 

kodiert für ein 21 kDa Protein aus 189 Aminosäuren [Bos, 1989]. Mutationen im K-

RAS-Gen sind in vielen humanen Tumoren zu finden. In der kolorektalen 

Karzinogenese sind K-RAS-Mutationen in 30-50 % der Adenome und Karzinome 
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nachweisbar [Andreyev et al., 2001; Jen et al., 1994; Rashid et al., 1999; Scott et al., 

1993]. In 90 % der Fälle sind die Kodons 12 und 13 von Punktmutationen betroffen 

[Bos, 1989; Fearon, 1994]. Das K-RAS-Gen ist über den RAS-RAF-MEK-ERK-

Reaktionsweg in die Signaltransduktion von Wachstumsfaktoren integriert und somit 

für Zellproliferation und Differenzierung von Bedeutung [Bos, 1989]. Die RAS-

Aktivität wird durch die Hydrolyse des RAS-GTPs zum inaktiven RAS-GDP mittels 

eines GTPase aktivierenden Proteins (GAP) begrenzt. Durch RAS-Mutationen 

können RAS-Proteine entstehen, die ohne gebundenes Nukleotid aktiv sind oder 

durch ein hydrolysestabiles GTP des aktiven RAS-GTPs aktiv bleiben. Die Folge ist 

eine von äußeren Faktoren unabhängige ständige Weiterleitung von 

Wachstumssignalen [Chang et al., 2003; Leslie et al., 2002; McCormick, 1995]. 

Als spätes Ereignis der Karzinogenese kommen TP53-Mutationen in etwa 40-50 % 

der kolorektalen Tumore vor [Rashid et al., 1999; Scott et al., 1993; Vogelstein et al., 

1988]. Über 80 % der TP53-Mutationen treten in den Exons 5-8 auf. Hier sind vor 

allem die Aminosäuren 175, 245, 248, 249, 273 und 282 (Hot Spots) betroffen [May 

& May, 1999; Oren & Rotter, 1999]. Das Tumorsuppressorgen auf dem kurzen Arm 

von Chromosom 17 (17p13.1) kodiert für ein 53 kDa großes Phosphoprotein aus 393 

Aminosäuren und ist für den Erhalt der genomischen Stabilität von großer 

Bedeutung. Es wird deshalb auch als „Wächter“ des Genoms bezeichnet. Mutationen 

können dem TP53-Gen einen onkogenen Charakter verleihen und die Zellteilung 

stimulieren. Zum einen kann so die Tumorentstehung induziert werden, zum anderen 

wird durch die Ausschaltung der Tumorsuppressorfunktion ein Wachstum 

geschädigter oder entarteter Zellen begünstigt. Beim Auftreten von DNA-Schäden 

stimuliert es normalerweise die Reparatur der Schäden, blockiert die Proliferation 

und induziert bei mangelhafter Reparatur die Apoptose [Lane, 1992; May & May, 

1999; McKay et al., 2000; Oren & Rotter, 1999]. Das TP53-Genprodukt ist ein 

Zellzyklusregulator mit wachstumshemmender Aktivität, weshalb der Allelverlust mit 

ungehemmtem Tumorwachstum und Metastasierung assoziiert ist [Ko & Prives, 

1996]. Der Verlust von TP53 kann auch ohne weitere Exposition gegenüber externen 

Noxen zu einer genomischen Instabilität führen [Leslie et al., 2002; May & May, 

1999; Oren & Rotter, 1999; Vogelstein et al., 2000].  
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Abbildung 4: Modell der Kolonkarzinogenese nach Fearon und Vogelstein modifiziert nach [Davies et 
al., 2005; Fearon & Vogelstein, 1990; Pan & Godwin, 2005]. In grün ist dargestellt, in welche Stufe des 
Karzinogeneseprozesses die in dieser Arbeit verwendeten Kolonzellen einzuordnen sind (siehe 
Kapitel 1.7). 
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1.5 Zelluläre Schutzmechanismen gegenüber oxidativen und genotoxischen 
Verbindugen 

 
Die Zelle verfügt über eine Vielzahl von Schutzmechanismen gegenüber oxidativen 

und genotoxischen Angriffen. Hierzu zählen (i) antioxidative Abwehrmechanismen 

zur Minimierung von oxidativen Stress, (ii) enzymatische Systeme des 

Fremdstoffmetabolismus zur Entgiftung von Noxen und (iii) die Reparatur von DNA-

Schäden. Über eine geeignete Ernährung können diese Schutzsyteme positiv 

beeinflusst werden und somit zur Senkung des Darmkrebsrisikos beitragen [Pool-

Zobel et al., 1999].  

 
Antioxidative Schutzsysteme: [Younes, 2004] 

• enzymatische Schutzsysteme (Superoxid-Dismutasen, Katalase, Glutathion 

Peroxidase) 

• nichtenzymatische Systeme (Ascobinsäure, Glutathion, Carotinoide, α-

Tocopherol, Harnsäure)  

• Mechanismus: Abfangen freier Radikale und nichtradikalischer Spezies 

 

Enzyme des Fremdstoffmetabolismus: [Arand & Oesch, 2004; Sheehan et al., 

2001] 

• Phase II-Enzyme 

• Mechanismus: elektrophile Substrate werden von Glutation-S-Transferasen 

(GST) mit Gluathion (GSH) konjugiert, nukleophile Substrate werden von 

UDP-Glucuronosyltransferasen, Sulfotransferasen, Acetyltransferasen, Acyl-

CoA-Aminosäure-N-Acetyltransferasen und Methyltransferasen metabolisiert  

 

DNA-Reparatur: 

• Reparatur von Basenläsionen durch Basen-Exzisions-Reparatur (BER) und 

Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER) [Cooke et al., 2003] 

• Reparatur von Einzel- und Doppelstrangbrüchen durch nichthomologe End-

zu-End-Verknüpfung und homologe Rekombination [Christmann et al., 2003] 
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1.6 Chemoprävention 
 
1.6.1  Mechanismen der Chemoprävention 

Unter Chemoprävention versteht man die Nutzung natürlicher oder 

pharmakologischer Stoffe zur Hemmung der Entwicklung invasiver Tumoren über die 

Verhinderung oder Reparatur von DNA-Schäden, welche die Karzinogenese 

initiieren bzw. über die Inhibierung bzw. Umkehrung der Progression premaligner 

Zellen, in denen bereits Schäden vorhanden sind [Hong & Sporn, 1997]. Durch die 

Aufnahme natürlich vorkommender Stoffe (sekundäre Pflanzenstoffe) und 

pharmazeutischer Präparate kann die Entwicklung von Tumoren verhindert, 

verlangsamt oder umgekehrt (sofern bereits Vorstufen bestehen) werden [Sporn & 

Newton, 1979]. Hierbei unterscheidet man zwischen Blockierung („Blocking Agent 

Activity“) und Suppression („Suppressing Agent Activity“). Blocking Agents 

verhindern den ersten Schritt der Krebsentstehung, die Initiation. Suppressing 

Agents hemmen den Übergang initiierter Zellen in stärker transformierte Zellen, die 

Progression. Während in der Primärprävention Maßnahmen zur Vermeidung von 

toxifizierenden Mechanismen und deren unmittelbaren Folgen, im Fall der 

Kanzerogenese speziell die Reduktion von Mutationen, im Vordergrund stehen, liegt 

das Hauptaugenmerk bei der Sekundärprävention auf der Modulierung der 

Proliferation von initiierten Zellen und von Signaltransduktionswegen. In der 

Therapie, auch als Tertiärprävention bezeichnet, spielt die Hemmung der für späte 

Prozesse der Karzinogenese charakteristischen Zellvermehrung und die 

Entdifferenzierung eine entscheidende Rolle. Chemopräventive Stoffe können sein: 

(i) körpereigene Stoffe bzw. deren Analoga (z. B. Hormone), (ii) essentielle oder nicht 

essentiellen Nahrungsbestandteile (z.B. Vitamine, Polyphenole), (iii) Xenobiotika 

bzw. Arzneimittel (z. B. Aspirin).  Unsere tägliche Ernährung enthält eine Vielzahl von 

chemoprotektiven Verbindungen. Neben Vitaminen, Ballaststoffen und Mineralstoffen 

besitzen vor allem sekundäre Pflanzenstoffe ein möglicherweise chemopräventives 

Potential. 

 

1.6.2 Chemoprävention durch Ernährungsfaktoren 

Welche Rolle Ballaststoffe bei der ernährungbedingten Verminderung von 

Darmkrebserkrankungen spielen, wird seit langem kontrovers diskutiert. Hinsichtlich 
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der Ballaststoffzufuhr weisen sowohl die prospektive Studie von Bingham et al. 

(2003) als auch die Fall-Kontroll-Studie von Peters (2003) eine inverse Beziehung 

zwischen Ballaststoffaufnahme und dem Risiko Kolonadenome bzw. -karzinome zu 

entwickeln auf [Bingham et al., 2003; Peters et al., 2003]. In Untersuchungen mit 

Weizenkleie, Fructooligosacchariden und resistenter Stärke im Rahmen einer 

gesunden Ernährung zeigte sich eine Protektion hinsichtlich der kolorektalen 

Karzinogenese [Pool-Zobel, 2005]. Allerdings gibt es auch Studien, die das 

kolonkrebssenkende Potential von Ballaststoffen nicht konsistent bestätigen [Michels 

et al., 2005]. Ballaststoffe wirken vor allem über die Verdünnung karzinogen 

wirksamer Substanzen im Fäzes und die Verkürzung der Transitzeit im Kolon durch 

Zunahme des Stuhlvolumens protektiv. Zudem werden Gallensäuren und andere 

potentiell toxische Stoffe gebunden, wodurch ebenfalls die Exposition der 

Kolonmukosa mit Karzinogenen vermindert wird [Kim & Mason, 1996]. Ferner 

werden Ballaststoffe von der intestinalen Bakterienflora zu kurzkettigen Fettsäuren 

fermentiert, von denen vor allem Butyrat eine chemoprotektive Wirkung besitzt [Pool-

Zobel et al., 2002; Pool-Zobel et al., 2003; Pool-Zobel et al., 2005b].  

Epidemiologische Studien zeigten, dass die Inzidenz für kolorektale Tumore über 

den Verzehr von flavonoidreichen Obst- und Gemüsesorten beeinflusst werden kann 

[Knekt et al., 1997; Witte et al., 1996]. Hierbei tragen neben Ballaststoffen auch ihre 

antioxidativen Inhaltsstoffe zur Prävention kolorektaler Erkrankungen bei [Block et 

al., 1992]. Obst und Gemüse versorgen den Organismus mit Ballaststoffen, den 

antioxidativ wirksamen Vitaminen A, C und E sowie mit sekundären Pflanzenstoffen 

(Carotinoide, Isothiocyanate, Polyphenole, Phytoestrogene u.a.) und essentiellen 

Mikronährstoffen (z. B. Selen und Calcium). Diese Inhaltsstoffe haben eine 

bedeutende Rolle für die chemoprotektive Wirkung von Obst und Gemüse [Breuer-

Katschinski et al., 2001; Levi et al., 2000; Mobarhan, 1999; Voorrips et al., 2000].  

 

1.6.2.1 Chemoprävention durch Polyphenole 

Polyphenole sind ubiquitär in Nahrungsmitteln pflanzlichen Ursprungs zu finden. 

Ihnen werden antikanzerogene, antimikrobielle, immunmodulierende, antioxidative 

und antiinflammatorische Wirkungen zugeschrieben [Dryden et al., 2006; Yoon & 

Baek, 2005]. Aufgrund dieser Wirkungen können Polyphenole präventiv bezüglich 
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Krankheiten wirken, die wie Krebs, kardiovaskuläre oder neurodegenerative 

Erkrankungen mit oxidativem Stress assoziiert sind. 

Zu den Hauptquellen für Flavonoide in der westlichen Ernährung zählen neben Tee 

und Zwiebeln auch Äpfel [Hermann-Kunz & Thamm, 1999]. Aus 100 g frischen 

Golden Delicious Äpfeln konnten Chinnici und Kollegen bis zu 357 mg Polyphenole 

extrahieren [Chinnici et al., 2004]. In Abhängigkeit von der Apfelsorte, dem Reifegrad 

und Lagerbedingungen enthalten Äpfel pro kg Frischfrucht 0,1 bis 5 g Polyphenole 

[Manach et al., 2004]. Eine tägliche Aufnahme von Polyphenolen über die Nahrung 

ist notwendig und empfehlenswert, um eine hohe Plasmakonzentration aufrecht zu 

erhalten, da aufgrund der schnellen Elimination eine maximale physiologische 

Konzentration von 10 µM an Polyphenolen und deren Metaboliten im Blutplasma 

nicht überschritten wird [Williamson & Manach, 2005]. Im Duodenum werden nur ca. 

0,2 bis 0,5 % der aufgenommenen Menge absorbiert, demnach erreichen mehr als 

95 % aller Polyphenole den Dickdarm, wo sie durch die mikrobielle Darmflora 

fermentiert werden [Clifford, 2004; Scalbert & Williamson, 2000]. 

Epidemiologische Studien konnten zeigen, dass die Kolonkrebsinzidenz durch die 

Aufnahme von Flavonoiden über Obst und Gemüse deutlich beeinflusst werden kann 

[Knekt et al., 1997; Witte et al., 1996]. Hierbei kommen neben den antioxidativen 

Eigenschaften auch die Modulation von Signaltransduktionswegen, die in einer 

Stressantwort münden und die Inhibierung der Proliferation von entarteten Zellen 

zum Tragen [Block et al., 1992; Briviba et al., 2002; Kuntz et al., 1999; Lin, 2002; 

Silberberg et al., 2006; Tanaka et al., 2001; Yanagihara et al., 1993]. Polyphenole 

können aufgrund ihrer chemischen Struktur Wasserstoff oder Elektronen übertragen. 

Über die Bildung von stabilen Phenoxylradikalen können so ROS abgefangen 

werden [Rice-Evans et al., 1997]. Außerdem können Polyphenole in ihrer Funktion 

als Metallchelatoren die durch die Fenton-Reaktion vermittelte Bildung von Radikalen 

verhindern [Rice-Evans et al., 1996]. 

In der vorliegenden Arbeit wurde für Untersuchungen zum protektiven Potential von 

Apfelpolyphenolen ein Apfelextrakt verwendet, der aus einem klaren Apfelsaft (20 % 

Jonagold; 25 % Topaz; 20 % Bohnapfel; 22,5 % Winteramber und 15 % Bittenfelder) 

gewonnen wurde [Veeriah et al., 2006]. Der Polyphenolgehalt dieses Apfelextraktes 

(im Folgenden als AEO2 bezeichnet) beträgt 533,9 mg/g, wobei 

Phloretinxyloglycosid und Chlorogensäure die Hauptmetaboliten darstellen. 
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1.7 Verwendete Zellen 
 
Für die Untersuchungen wurden humane Kolonzellen unterschiedlicher 

Transformationsgrade verwendet. Hierbei handelt es sich um primäre 

Kolonepithelzellen und jeweils eine Kolonadenomzelllinie (LT97) und eine 

Kolonkarzinomzelllinie (HT29 clone 19A, für Untersuchungen zum chemopräventiven 

Potential von Apfelpolyphenolen HT29). Die Einstufung der verwendeten Zellmodelle 

innerhalb des Kolonkarzinogenese-Prozesses ist in Abbildung 4 zusammenfassend 

dargestellt. Außerdem wurden humane Leukozyten in die Genotoxizitäts-

Untersuchungen mit Eisen einbezogen. 

 

1.7.1 Primäre Kolonepithelzellen 

Primäre Kolonepithelzellen wurden aus gesundem, histologisch unauffälligem 

Kolongewebe, das aus medizinischen Gründen bei einer Operation mit entfernt 

wurde, gewonnen. Die Gewebeproben wurden vom Klinikum für Allgemeine und 

Viszerale Chirurgie der Friedrich-Schiller-Universität Jena mit dem Einverständnis 

der Patienten und der Ethikkommission der Friedrich-Schiller-Universität Jena zur 

Verfügung gestellt. Aus diesen Gewebeproben wurden Streifen des Kolonepithels 

gewonnen und Epithelzellen isoliert [Schäferhenrich et al., 2003a; Schäferhenrich et 

al., 2003b]. 

 

1.7.2 Humane Kolonadenomzellen - LT97 

Die humane Kolonadenomzelllinie LT97 wurde 1997 von Frau B. Marian (Institut für 

Krebsforschung der Universitätsklinik Wien) aus Mikroadenomen einer Patientin mit 

Familiärer Adenomatöser Poliposis etabliert. Die differenzierten Epithelzellen 

entsprechen dem Adenomstadium der kolorektalen Karzinogenese. Sie wachsen 

unter standardisierten Bedingungen (LT97-Komplettmedium, 37°C, 5 % CO2 und 95 

% Luftfeuchte) adhärent in dreidimensionalen Strukturen. Die Verdopplungszeit 

beträgt 72-96 Stunden [Richter et al., 2002]. Zu Beginn der eigenen Arbeiten mit 

dieser Zelllinie bestand diese aus 2 Klonen (Verhältnis 1:1). Beide Klone wiesen eine 

Translokation zwischen den Chromosomen 7 und 17 und ein verändertes 

Chromosom 1 auf. Klon 1 besaß außerdem ein Isochromosom 1q, Klon 2 eine 

dizentrische Translokation des langen Armes von Chromosom 1 und 18. Der 
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Karyotyp mit 46-50 Chromosomen je Zelle erwies sich in Routinekaryotypisierungen 

bis zum heutigen Kenntnisstand als relativ stabil [Schäferhenrich et al., 2003a]. 

 

1.7.3 Humane Kolonkarzinomzellen - HT29 und HT29 clone 19A 

Die HT29 clone 19A-Zellen sind ein Klon der humanen Kolonkarzinomzelllinie HT29, 

die 1964 von Fogh und Trempe (1975) aus dem Kolontumor einer 44-jährigen 

Patientin isoliert und etabliert wurde [Fogh & Trempe, 1975]. Die undifferenzierten 

Stammzellen entsprechen einem sehr späten Stadium der kolorektalen 

Karzinogenese. Durch Behandlung der Stammzellen mit 5 mM Natriumbutyrat wurde 

der Klon HT29 clone 19A rückdifferenziert [Augeron & Laboisse, 1984]. Unter 

standardisierten Kulturbedingungen (DMEM-Medium, 37 °C, 5 % CO2 und 95 % 

Luftfeuchte) wachsen diese adhärent mit einer Verdopplungszeit von etwa 24 

Stunden. HT29 clone 19A-Zellen weisen einen heterogenen hyperploiden Karyotyp 

mit zahlreichen Trisomien auf. Die Anzahl der Chomosomen liegt zwischen 64 und 

69, wobei eine große Variation zwischen den einzelnen Metaphasenkernen besteht 

[Kuechler et al., 2003]. Die in der Entwicklung von Kolonkrebs eine wichtige Rolle 

spielenden Gene, wie APC, K-RAS und TP53 liegen in unterschiedlicher Anzahl vor, 

weshalb sich diese Zelllinie nicht für Untersuchungen mit der Methode des Comet 

FISH eignet. 

 

1.7.4 Humane Leukozyten 

Humane periphere Leukozyten sind Primärzellen, die durch relativ nicht-invasive 

Methoden von gesunden oder kranken Menschen isoliert werden können. Innerhalb 

von ex vivo und in vitro Studien können nicht nur direkte Einflüsse auf Leukozyten als 

Zielzellen, sondern auch systemische Effekte im gesamten Organismus 

nachgewiesen werden. Die in dieser Arbeit für in vitro-Untersuchungen verwendeten 

humanen Leukozyten wurden aus so genannten „Buffy Coats“ (mit Leukozyten 

angereicherte Blutproben) mittels Dichtegradientenzentrifugation unter Verwendung 

von Histopaque® -1077 isoliert.  Diese können entweder frisch verwendet werden 

oder in Einfriermedium (90 % FCS und 10 % DMSO) bis zur Nutzung eingefroren 

werden.
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2 PROBLEM- UND ZIELSTELLUNGEN 
 

Durch die ehemaligen Bergbaubetriebe der Wismut AG hat sich in der dortigen 

Umgebung eine besondere Umweltsituation ergeben, die es in herausragender 

Weise ermöglichte, unter natürlichen, wenn auch anthropogen modifizierten 

Bedingungen, die Auswirkung der Stoffflüsse auf die Biosphäre zu prüfen. Die 

Wirkungspotentiale der in den geologischen Kompartimenten enthaltenen 

Radionuklide und Schwermetallsalze können nach Überwindung von 

Transportprozessen tierische und menschliche Zielzellen erreichen und dort über 

verschiedene Mechanismen zu besonderen Gen-Umwelt-Interaktionen führen. Ziel 

der vorliegenden Arbeit war es, ausgewählte Wasserproben aus dem ehemaligen 

Ronneburger Uranbergbaugebiet bzw. die Leitsubstanzen Eisen und Uran 

hinsichtlich ihrer Wirkungspotentiale zu charakterisieren und grundlegende 

Erkenntnisse über die beteiligten Wirkungsmechanismen zu erhalten. Für die 

Untersuchungen wichtiger toxikologischer Eigenschaften und Mechanismen der 

Testsubstanzen sollte hauptsächlich die Kolonkarzinomzelllinie HT29 clone 19A 

herangezogen werden. Darauf basierend erfolgte in weiteren Versuchen die 

Charakterisierung von Kolonzellen unterschiedlicher Transformationsgrade im 

Karzinogeneseprozess (Primäre Kolonepithelzellen, Kolonadenomzellen – LT97, 

Kolonkarzinomzellen – HT29 und HT29 clone 19A) und zum Teil auch humaner 

Leukozyten hinsichtlich ihrer Sensitivität gegenüber den Noxen.  Des Weiteren sollte 

geprüft werden, ob Apfelpolyphenole chemoprotektiv gegenüber Eisen und anderen 

Genotoxinen wirken. Im Einzelnen wurden folgende Fragestellungen bearbeitet: 
  
1) Unter welchen Bedingungen (Zeit-, Konzentrations-, Effektbeziehungen) 

beeinflussen Eisen, Uran und die komplexen Umweltproben das Wachstum 
von Kolonkarzinomzellen? 

 
Unter Verwendung aller Testsubstanzen sollte in der stark proliferierenden 
Kolonkarzinomzelllinie HT29 clone 19A mittels des DAPI-Assays das Wachstum und 
die Überlebensrate beurteilt werden, ein Konzentrations-Wirkungs-Zusammenhang 
erstellt werden und geeignete Konzentrationen für die weiterführenden 
Fragestellungen abgeleitet werden. 

 
2) Welchen Einfluss haben Eisen, Uran und die komplexen Umweltproben auf 

die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und den Glutathion-Status? 
 

Transitionsmetalle sind durch ihre Fähigkeit Elektronen aufzunehmen oder 
abzugeben in der Lage ROS zu induzieren. In der Karzinomzelllinie sollte das ROS-
bildende Potential der Testsubstanzen mittels ROS-Assay untersucht werden. 
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Glutathion kann diesem Prozess entgegenwirken. Mit einem fluoreszenz-
photometrischen Assay sollte deshalb in HT29 clone 19A-Zellen überprüft werden, ob 
die Testsubstanzen den GSH-Gehalt der Zellen modulieren. 
 

3) Wirken Eisen, Uran und die komplexen Umweltproben genotoxisch in 
Kolonzellen unterschiedlicher Transformationsgrade? 

 
Die genotoxischen Wirkungen der Testsubstanzen in primären Kolonzellen, LT97-
Kolonadenomzellen bzw. HT29clone19a-Kolonkarzinomzellen wurden mittels Comet 
Assay quantifiziert. Die verschiedenen Zellmodelle sollten so hinsichtlich ihrer 
Sensitivität und die Testsubstanzen hinsichtlich ihres genotoxischen Potentials 
charakterisiert werden. 

 
4) Führen die Umweltproben und die Leitsubstanzen zu einer veränderten 

Sensitivität der Zellen gegenüber weiteren Noxen bzw. wird die Reparatur 
induzierter Schäden beeinflusst? 

 
Für viele der in den Wismut-Proben enthaltenen Schwermetalle ist eine Hemmung 
der DNA-Reparatur nachgewiesen. Dies sollte deshalb auch für die beiden 
Leitelemente Eisen und Uran sowie für die am stärksten kontaminierte 
Gewässerprobe untersucht werden. Hierfür wurden HT29 clone 19A-Zellen mit nicht-
genotoxischen Konzentrationen der Testsubstanzen 24 Stunden vorinkubiert und 
anschließend mit verschiedenen Genotoxinen geschädigt. Der Einfluss der 
Testsubstanzen auf die Höhe der induzierten Schäden und deren Reparatur sollte 
anschließend im Comet Assay ausgewertet werden. 

 
5) Induzieren Eisen, Uran und die komplexen Umweltproben DNA-Schäden in 

spezifischen Genen bzw. in spezifischen Chromosomen humaner 
Kolonzellen? 

 
In diesem Teil der Arbeit sollte das Augenmerk auf die Interaktion der Testsubstanzen 
mit einem für die kolorektale Karzinogenese relevanten Gen, dem 
Tumorsuppressorgen TP53, gelegt werden. Dazu sollte der Comet-FISH genutzt 
werden. Hierbei handelt es sich um eine Kombination des Comet Assays und einer 
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung, die eine Einschätzung der Sensitivität spezifischer 
Gene bzw. Genomabschnitte gegenüber genotoxischen Substanzen ermöglicht. 
Zum Nachweis substanzinduzierter chromosomaler Veränderungen sollte erstmals 
eine neue innovative Methode, der 24-Farben-FISH, in vitro an humanen Kolonzellen 
eingesetzt werden. 

 
6) Sind Leukozyten als Biomarker zur Erfassung von hohen Eisen-Expositionen 

geeignet? 
    

Humane Leukozyten sollten in vitro mit in humanen Kolonzellen als effektiv 
erwiesenen Eisen-Konzentrationen behandelt und die DNA-Schädigung im 
Comet Assay und Comet FISH untersucht werden. Für in vivo-
Untersuchungen werden Ratten-Leukozyten herangezogen.  

 
7) Kann ein polyphenolreicher Apfelextrakt chemopräventiv wirken und die durch 

Eisen und andere Genotoxine induzierten DNA-Schäden vermindern? 
 
 Kolonadenomzellen und Kolonkarzinomzellen sollten mit effektiven Konzentrationen 

eines polyphenolreichen Apfelextraktes vorinkubiert und anschließend mit Eisen und 
anderen Genotoxinen geschädigt werden. Im Comet Assay kann dann ein möglicher 
modulierender Effekt nachgewiesen werden. 
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3 MANUSKRIPTE 
 
 
Ferric iron increases ROS formation, modulates cell growth and enhances 
genotoxic damage by 4-hydroxynonenal in human colon tumor cells 
 
Y. Knöbel, M. Glei, K. Osswald, B.L. Pool-Zobel 
Toxicology In Vitro, 2006, Vol. 20(6), 793-800 
 
 
Ferric iron is genotoxic in non-transformed and preneo-plastic human colon 
cells 
 
Y. Knöbel, A. Weise, M. Glei, W. Sendt, U. Claussen, B. L. Pool-Zobel 
zur Publikation angenommen bei Food and Chemical Toxicology am 30. Oktober 2006, 
online publiziert doi:10.1016/j.fct.2006.10028 
 
 
Uranyl nitrilotriacetate (U-NTA), a stabilized salt of uranium, is genotoxic in 
nontransformed human colon cells and in the human colon adenoma cell line 
LT97 
 
Y. Knöbel, M. Glei, A. Weise, K. Osswald, A. Schäferhenrich, K. K. Richter, U. Claussen, B. 
L. Pool-Zobel 
Toxicological Sciences, 2006, Vol. 93(2), 286-297 
 
 
Heavy metal- and radionuclid-contaminated water samples have genotoxic 
potential to human colon cells 
 
Y. Knöbel, M. Glei, D. Merten, A. Weise, K. K. Richter, U. Claussen, B. L. Pool-Zobel 
zur Publikation vorbereitet für Toxicological Sciences 
 

 
Blood mononucleocytes are sensitive to the DNA damaging effects of iron 
overload – in vitro and ex vivo results with Fe-NTA 
 
E. Park, M. Glei, Y. Knöbel, B. L. Pool-Zobel 
zur Publikation angenommen bei Mutation Research am 26. Januar 2007  
 
 
Apple flavonoids modulate the genotoxic effects of different DNA damaging 
compounds in human colon cells 
 
S. Klenow*, S. Veeriah*, Y. Knöbel*, B. L. Pool-Zobel (* 3 Erstautoren) 
zur Publikation vorbereitet für Mutation Research 
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3.1 Manuskript I 
 

Ferric iron increases ROS formation, modulates cell growth 
and enhances genotoxic damage by 4-hydroxynonenal in 
human colon tumor cells 
 
Y. Knöbel, M. Glei, K. Osswald, B.L. Pool-Zobel 
Toxicology In Vitro, 2006, Vol. 20(6), 793-800 
 

Zusammenfassung 
 
Durch sein genotoxisches Potential ist Eisen ein für Kolorektalkrebs relevanter 

Risikofaktor. In dieser Arbeit sollten beteiligte Mechanismen, wie die Bildung 

reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), die DNA-Reparatur, das Zellwachstum und der 

Glutathiongehalt (GSH) untersucht werden.  

Fe-NTA verursachte zeitabhängig eine signifikante Bildung von ROS. Fe-NTA zeigte 

aber keinen Einfluss auf die Reparatur H2O2-, HNE- und NOHPhiP-induzierter DNA-

Schäden. Interessant war vor allem der synergistische Effekt nicht genotoxischer 

Eisendosen im Hinblick auf HNE-induzierte DNA-Schäden. Diese wurden durch eine 

24-stündige Vorinkubation mit Fe-NTA signifikant verstärkt. Außerdem kann 

zusammengefasst werden, dass Fe-NTA in hohen, eher unphysiologischen 

Konzentrationen die Bildung von ROS vermittelt und zelluläre Effekte hervorruft, die 

eine Antwort auf zellulären Stress widerspiegeln. Ein karzinogenes Risiko kann 

jedoch auch aus niedrigen, physiologischen Konzentrationen über pro-genotoxische 

Effekte und ein erhöhtes Zellwachstum resultieren. 

 

Darstellung des Eigenanteils 
 
• Planung, Durchführung und Auswertung aller praktischer Arbeiten, außer Durchführung 

und Auswertung der ROS-Bestimmung und Versuche zur Schadenspersistenz 

• Erstellen und Korrektur des Publikationsmanuskriptes 
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3.2 Manuskript II 
 

Ferric iron is genotoxic in non-transformed and preneo-
plastic human colon cells 
 
Y. Knöbel, A. Weise, M. Glei, W. Sendt, U. Claussen, B. L. Pool-Zobel 
zur Publikation angenommen bei Food and Chemical Toxicology am 30. Oktober 2006, 
online publiziert doi:10.1016/j.fct.2006.10028 

 

Zusammenfassung 
 

Eisen ist ein relevanter Krebsrisikofaktor, da es die Bildung von ROS katalysiert, 

welche wiederum die DNA schädigen. In der vorliegenden Arbeit wurde Eisen in 

primären, nicht transformierten Kolonepithelzellen und in der preneoplastischen 

Kolonadenomzelllinie LT97 hinsichtlich seines genotoxischen Potentials untersucht. 

Ausserdem wurde die Sensitivität des TP53-Gens gegenüber Eisen geprüft.  

Fe-NTA induzierte signifikant Einzelstrangbrüche in primären Kolonzellen und in 

LT97-Zellen. Bereits für geringe Konzentrationen (100 und 250 µM Fe-NTA) konnten 

mittels Comet FISH signifikant erhöhte genspezifische TP53-Schadensraten ermittelt 

werden. Dies spricht für eine hohe Sensitivität dieses tumorrelevanten Gens 

gegenüber Fe-NTA.  

Überträgt man diese Ergebnisse auf die in vivo-Situation, birgt Eisenüberschuss 

aufgrund des genotoxischen Potentials in humanen Kolonzellen ein potentielles 

kanzerogenes Risiko. 

 
Darstellung des Eigenanteils 
 
• Planung, Durchführung und Auswertung aller praktischer Arbeiten  

• Erstellen und Korrektur des Publikationsmanuskriptes 
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3.3 Manuskript III 
 

Uranyl nitrilotriacetate (U-NTA), a stabilized salt of uranium, 
is genotoxic in nontransformed human colon cells and in 
the human colon adenoma cell line LT97 
 
Y. Knöbel, M. Glei, A. Weise, K. Osswald, A. Schäferhenrich, K. K. Richter, U. 
Claussen, B. L. Pool-Zobel 
Toxicological Sciences, 2006, Vol. 93(2), 286-297 
 
Zusammenfassung 
 
Substanzen, die mit dem Uranbergbau assoziiert sind, können über ihre 

Radioaktivität oder durch direkte Interaktion mit zellulären Makromolekülen 

genotoxisch wirken. Um ein mögliches Risikopotential zu beurteilen, untersuchten wir 

die genotoxischen Effekte von Uranyl-Nitriolotriazetat (U-NTA) in humanen 

Kolonzellen unterschiedlichen Transformationsgrades.  

U-NTA inhibierte das Wachstum von HT29 clone 19A-Zellen und erhöhte den Gehalt 

an zellulärem GSH. In hohen Konzentrationen wirkte U-NTA genotoxisch. In LT97-

Zellen und primären Kolonzellen reagierte das TP53-Gen besonders sensitiv. In den 

LT97-Zellen induzierte U-NTA chromosomale Veränderungen in den Chromosomen 

5, 12 und 17, die die tumorrelevanten Gene APC, K-RAS und TP53 tragen.  

Es kann geschlussfolgert werden, dass Uranverbindungen über die orale Exposition 

das genotoxische Gefährdungspotential in Menschen erhöhen können. 

 

Darstellung des Eigenanteils 
  

• Planung, Durchführung und Auswertung aller praktischer Arbeiten, außer Durchführung 

und Auswertung der GSH-Bestimmung, Versuche zur Schadenspersistenz und 24-

Farben-FISH-Versuche 

• Erstellen und Korrektur des Publikationsmanuskriptes 
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3.4 Manuskript IV 
 

Heavy metal- and radionuclid-contaminated water samples 
have genotoxic potential to human colon cells 
 
Y. Knöbel, M. Glei, D. Merten, A. Weise, K. K. Richter, U. Claussen, B. L. Pool-Zobel 

zur Publikation vorbereitet für Toxicological Sciences 

 

Zusammenfassung 
 

Über den Wasserkreislauf ist der Transfer von mit dem Uranbergbau verbundenen 

Kontaminanten in die menschliche Nahrungskette möglich. Ziel dieser Studie war es 

zu untersuchen, ob kontaminierte Wasserproben genotoxisch in humanen 

Kolonzellen wirken, welche über die orale Aufnahme kontaminierter Nahrungsmittel 

oder Wässer mit den Wismut-relevanten Verbindungen exponiert werden können. 

Im Zellkulturmedium erfolgte die Bildung von H2O2 durch die am stärksten 

kontaminierte Wismut-Probe. Diese hemmte außerdem das Zellwachstum signifikant. 

Zwei der drei Proben waren in nicht-zytotoxischen Konzentrationen genotoxisch in 

allen Kolonzellmodellen. 

Die kontaminierten Wasserproben und somit die wismutrelevanten Verbindungen 

haben das Potential zur Bildung von ROS und schädigen die DNA humaner 

Kolonzellen. Erreichen diese Verbindungen die humane Nahrungskette können sie 

das genotoxische Belastungspotential erhöhen. 

 

Darstellung des Eigenanteils 
  

• Planung, Durchführung und Auswertung aller praktischer Arbeiten, außer Versuche zur 

Schadenspersistenz und Bestimmung der Element-Gehalte in den Wismut-Proben 

• Erstellen und Korrektur des Publikationsmanuskripte 
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Abstract:  

Introduction: Previous extensive uranium mining in the „Wismut“ region of 

Ronneburg has led to environmental contamination of water with heavy metals and 

radionucleids. It now appears possible that „Wismut“-related compounds could result 

in the contamination also of locally produced foods. This could be a hazard if the 

contaminants have genotoxic potential. This study addresses the question of whether 

“Wismut” related water samples are genotoxic in human colon cells. Methods: The 

human colon tumor cells (HT29 clone 19A), adenoma cells (LT97) and primary cells 

(freshly isolated from colon tissue) were incubated with water samples of the 

“Wismut” region (A, B, C: 0.5-20 %). We investigated cell growth, formation 

peroxides, cytotoxic effects and genotoxicity. Results: In aqueous solution water 

sample C lead to marked production of ROS, determined as H2O2. Treatment of 

HT29 clone 19A cells with water sample C resulted in a significant growth arrest of 

the cells after 72 h of incubation. Both water samples B and C were genotoxic at non-

cytotoxic concentrations in all three cell types. We also detected an enhanced 

migration of TP53 signals  into the comet tail of LT97 adenoma cells, which indictes a 

high susceptibility of this gene region towards the exposure with the complecx 

contaminated sample B. Conclusion: The highly contaminated water samples C gave 

rise to ROS formation, induced DNA damage in human colon cells and inhibited their 

cell growth. Thus, if compounds like uranium, iron, nickel or cadmium reach the 

nutritional cycle via contaminated water they can increase the risk of alimentary 

genotoxic exposure in humans. 

 

Keywords: colon cells, Comet Assay, Comet FISH, Wismut, heavy metals, uranium 
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Introduction  

Previous extensive uranium mining in the „Wismut“ region of Ronneburg 

(Thuringia, Germany) has led to an enhanced environmental distribution of heavy 

metals and radionuclids. The compounds are considered to be hazardous on account 

of several mechanisms and little is known of potential human health effects due to 

environmental exposure. Several of the „Wismut“-relevant compounds probably act 

through formation of free radical oxygen species (ROS) [1-5], through irradiation 

(radon) [6] or through direct interaction with cellular macromolecules (e.g. inhibition of 

DNA repair) [7].  

The migration of radionuclids and uranyl compounds from uranium mining is 

associated with the transfer of these compounds into the food chain and water cycle 

[8-11]. Contamination of surface water and groundwater by effluents from uranium 

mining, milling and production operations has been documented [12-15]. The 

transport and dispersion of uranium in water are affected by the presence of aquatic 

sediments [16]. Uranium in surface water can be dispersed over large distances to 

rivers and oceans. Ocean water contains about 3.3 µg/l and rivers contain between 

0.03 and 3 µg/l (Amazonas 0.03 µg/l, Ganges 3.9 µg/l, german rivers 1-3 µg/l) [17]. In 

Canada (Ontario) concentrations from 0.05 to 4.21 µg/l were measured in drinking 

water [18]. In the United States of America drinking water has been reported to 

contain a mean uranium concentration of 2.55 µg/l [19]. In 18 % of Norwegian 

groundwater samples, uranium concentrations exceeded 20 µg/l [20]. A study in 

Finland examined a population receiving drinking water that contained 28 µg/l 

uranium. Drinking waters in Germany were reported to contain from <1 up to 100 µg/l 

uranium. The intake of drinking water with high uranium concentrations increases the 

risk of kidney cancer. Studies in rats indicated a lowest observed adverse effect level 

(LOAEL) of 60 µg/kg body weight per day. With an uncertainty factor of 100 for intra- 
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and interspecies variation, the World Health Organisation (WHO) estimated that the 

tolerable daily intake (TDI) level for uranium is 0.6 µg/kg bodyweight per day. For 

drinking water, the WHO recommended a limit of 15 µg/l [21;22]. The Environmental 

Protection Agency (EPA) reported risks for human health above a limiting value of 30 

µg/l [23]. In Germany no value for uranium in drinking water exists. The German 

Environmental Office proposes a value of 10µg/l as perpetual regards health dose in 

drinking water [24]. Our water samples exceed these recommended values partly 

obviously. Thus this water samples hold a health risk for animals and humans. The 

burden of the gastrointestinal system by consuming contaminated soil, dust, food or 

drinking water has been shown to increase [25]. The contamination of the water cycle 

is associated with the transfer of these compounds into the food chain. In plants, 

uptake of uranium may be restricted to the root systeme [26]. In uranium mining 

areas there is often a higher uranium contamination of the soil. These increased 

uranium concentrations are mostly detectable in the plants [27-29]. In the uranium 

mining area around Ronneburg (Germany) different food plants had 2 to 8-fold higher 

uranium levels than in control areas [30]. An accumulation in the food chain via 

feeding stuff would be imaginable. In Ocean water uranium exists as 

tricarbonatouranylation which has a low bioavailability [31]. Therefore, there is no 

accumulation of uranium in marine ecosytems and sea food [32]. Due to the relative 

high consumption of beverages, drinking water significantly contribute to the uranium 

intake of the population. 

Beside the risk, connecting with the inhalation of wismut related compounds 

and the damage of the lung, there is an increased risk for the gastrointestinal section 

by the entry of these compounds into the food chain and water cycle. Thus, the 

objectives of our present study were to investigate in cells representing different 

stages of transformation of human colon cells how heavy metal- and radionuclid-
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contaminated water samples influences cell proliferation, peroxide formation, DNA 

damage and their repair. Furthermore we are interested in TP53 gene-specific 

interactions. 

 

Materials and methods  

 

Samples: Water samples (50 mL each) were collected at the northeastern 

boundary of the former waste rock dump “Gessenhalde” (sample C) and along the 

Gessenbach creek (sample A and B). pH, electrical conductivity, redox potential and 

temperature of the unfiltered samples were directly measured in the field using 

portable instruments pH320, LF320 and an external thermocouple (WTW 

Wissenschaftlich Technische Werkstätten, Germany). The water samples were 

filtered with a pore size of 0.20 µm. 100 µl of nitric acid (65 %, Baker Ultrex, USA) 

were added to the water samples for stabilization. Fe was analyzed by flame atomic 

absorption spectrometry (F-AAS 5, Zeiss, Germany), Al, Ba, Cd, Co, Cu, Mn, Sr, Pb, 

Th, U and Zn were determined by inductively coupled plasma mass spectrometry 

(PQ3, ThermoElemental, U.K.). 

In F-AAS a liquid sample is aspirated and mixed as an aerosol with combustible 

gasses (acetylene and air). A flame with a temperature of about 2500 K is used to 

transfer the analytes to the atomic state. A light beam from a lamp whose cathode is 

made of the element being determined is passed through the flame into a 

monochromator and detector. Free, unexcited ground state atoms of the element 

absorb light at characteristic wavelengths; this reduction of the light energy at the 

analytical wavelength is a measure of the amount of the element in the sample. 
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In ICP-MS a plasma, consisting of ionized Ar, is used to generate temperatures in the 

range of 5000 K. Due to this high temperature the analytes are quantitatively 

transformed into ions. These are extracted by means of electrical potentials in to the 

mass spectrometer being kept under vacuum. A quadrupole selects ions according to 

their mass to charge ratio. The specific analytes are registrated as an electrical 

current at the detector allowing quantification. 

 The samples were stored at 4 °C, the chelating agent disodium nitrilotriacetae 

was added to prevent oxidation of iron. 

 

Cells and culture conditions: The target cells were HT29 clone 19A cells 

which are derived from the carcinoma cell line HT29 by treatment with sodium 

butyrate [33]. The cells were grown in tissue culture flasks with Dulbecco´s Modified 

Eagle Medium (DMEM, Gibco BRL, Eggenstein, Germany), supplemented with 10 % 

foetal calf serum and 1 % penicillin/streptomycin, at 37°C in a humidified incubator (5 

% CO2/95 % air). Passages 20-50 were used for the experiments described here. 

The human colon adenoma cell line LT97 was established from colon 

microadenoma of a patient with familial adenoma polyposis coli [34]. LT97 cells were 

maintained in a culture medium (MCDB 302 basis medium) containing 20% of L15 

Leibovitz medium, 2% FCS (foetal calf serum), 1% penicillin/streptomycin, 0.2 nM 

triiodo-L-thyronine, 1 µg/ml hydrocortisone, supplemented with 10 µg/ml insulin, 2 

µg/ml transferrin, 5 nM sodium selenite and 30 ng/ml epidermal growth factor (EGF). 

Cells were grown in a humidified incubator under standardized culture conditions (5 

% CO2, 95 % humidity, 37°C). Passages 17-33 were used for the experiments in this 

study. 
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Primary human colon cells were isolated from surgical tissue (non-tumor 

tissue [35]. The Ethical Committee of the Friedrich-Schiller-University Jena approved 

the study and the tissue was obtained from patients who gave their informed 

consent. First, the human colon epithelium was separated from the underlying layers 

of tissue by perfusion-supported mechanical disaggregation. The epithelium stripes 

were cut into small pieces and incubated with 2 mg/ml proteinase K (Sigma, 

Steinheim, Germany) and 1 mg/ml collagenase P (Boehringer, Mannheim, Germany) 

for 60 min in a shaking water-bath at 37°C. After washing and centrifugation (5 min at 

400 x g), the pellets were resuspended in phosphate buffered saline (PBS; 8.0 g/l 

NaCl; 1.44 g/l Na2HPO4; 0.2 g/l KH2PO4; pH 7.3). Pellets containing erythrocytes 

were treated with erythrocyte-lysis buffer (hypertonic ammonium chlorid solution: 155 

µM NH4Cl; 5 µM KCl; 0.06 µM EDTA; pH 7.0), centrifugated, and resuspended in 

RPMI 1640 (GibcoBRL, Eggenstein, Germany). Yields of the cells and viabilities 

were determined using the trypan blue exclusion assay.  

 

Determination of cell growth: Growth of HT29 clone 19A cells was 

determined in 96-well microtiter plates [36]. 8000 cells/well were seeded and after 24 

h they were treated with 0-20 % of the Wismut samples dissolved in culture medium. 

Proliferation rates were detected after 24 h, 48 h and 72 h of treatment. 

Quantification of DNA was achieved by fixation and permeabilisation of cells using 

methanol for 5 minutes, followed by the addition of 4',6-diamidino-2-phenylindole 

dihydrochloride (DAPI) (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany). DNA content was 

detected by fluorimetric analysis with Ex/Em 360/465 nm, 30 min after application of 

DAPI in a Microplate Reader (Spectra Fluor Plus, Tecan, Austria; Software: XFlour). 

Mean values of at least three independent experiments are shown in the figures. 
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Determination of H2O2 formation in culture medium – FOX Assay: 

Peroxide production, or rather hydrogen peroxide formation, in the cell culture 

medium DMEM in the presence of wismut related compounds was analysed using 

the FOX method [37]. Different concentrations of water samples B or C (1-10 % in 

culture medium DMEM) were incubated for 30 minutes at room temperature to allow 

for the formation of H2O2. Then, 40 µl of the test suspensions were mixed with 360 µl 

of the FOX solution and incubated for 30 minutes at room temperature, during which 

time ferrous ions were oxidized to ferric ions by the formed hydroperoxides. Serial 

concentrations of H2O2 (0-75 µM) were processed in parallel for calibration. Ferric 

ions are detected by the formation of a coloured complex with xylenol orange. After 

centrifugation (1900 x g, 10 minutes) 3 x 100 µl of the supernatant were transferred 

into wells of a 96-well plate and the absorption at 560 nm was measured. 

Concentrations were determined from the hydrogen peroxide standard curve. The 

results were expressed as hydrogen peroxide-equivalents. 

 

Determination of genetic damage: LT97 cells were washed with PBS 

containing ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA, 5 mM) and subsequently 

trypsinized with trypsin/versene (10% (v/v), Invitrogen, Karlsruhe, Germany) at 37°C 

for 2-5 min and then suspended in RPMI. HT29 clone 19A cells were also trypsinized 

and resuspended in RPMI. Primary human colon cells were isolated as described 

above. Cell numbers and viabilities were determined with trypan blue exclusion and 

the cell numbers were adjusted to 2 x 106 cells per ml. 200 µl of this cell suspension 

were incubated with 0-20 % of the Wismut water sample at 37°C for 30 minutes on a 

thermomixer. Then the suspensions were centrifugated at 380 x g for 5 minutes and 

the cell pellets were washed with 200 µl PBS. 20 µl were stored on ice for 

determination of cell number and viability. The remaining cell suspensions were 
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centrifuged at 380 x g for 5 minutes. The cell pellets were mixed with agarose and 

distributed onto microscopical slides. The Comet Assay was performed as described 

before [36].  

Microscopic evaluation of the images was quantified using the image analysis system 

of Kinetic Imaging (Liverpool, UK). 50 cells were evaluated per slide and the 

percentage of fluorescence in the tail (TI, "tail intensity") was scored. The means of 3 

replicates were used to calculate the means of at least three independently 

reproduced experiments. 

 

Determination of gene-specific damage in TP53 (Comet FISH): LT97 

microadenoma cells were used to determine the sensitivity of the gene TP53 towards 

the the complex water sample B with the technique of “Comet FISH”. Direct Texas Red 

labelled TP53 probes, kind of Prof. Claussen, Jena, were mixtures of directly labelled 

probes specific for a number of genomic sequences including the TP53 locus (17pter-

p12). These probes yielded a signal that was clearly outlined in interphase nucleus.  

FISH experiments were performed as described by Schäferhenrich et al. [38;39], 

but modifications of the hybridisation conditions were adapted to detect the texas red 

labelled TP53 probes. The dehydrated slides from the Comet Assay were rehydrated in 

ddH2O for 10 min. Thereafter, the target DNA was denatured with 0.5 M NaOH for 30 

minutes and neutralised in 0.01 M PBS for 1 minute. The slides were dehydrated using 

ethanol (70 %, 80 % and 95 % ethanol solutions 5 minutes each) and dried at room 

temperature. 30 µl Hybrisol VI (Oncor, Gaithersburg, UK) were dropped onto each gel 

and spread with a plastic cover slip. The TP53 probe (5 µl for each slide) was diluted 

with Hybrisol VI (7 µl for each slide) and denatured at 75°C for 5 minutes, 4°C for 2 

minutes and 37°C for 30 minutes. This hybridisation mixture (12 µl/slide) was added to 

the slides, covered with a plastic cover slip (24x24 mm) and incubated in hybridisation 
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chambers for 72h at 37°C. The cover slips were removed and the slides were first 

washed for 5 minutes in 2xSSC without formamid (saline sodium citrate; 0.3 M NaCl; 

0.03 M NaCitrate, pH 7.2) at 65°C and then washed for further 5 minutes with 1xPBD 

(phosphate buffered detergent; Oncor, Gaithersburg, UK) at room temperature. SYBR-

Green (1 µl/ml, 30 µl per slide) was used to counterstain the texas red labelled probes. 

Negative controls were performed for each concentration on the same slide using 

Hybrisol VI without the DNA probe during hybridisation (24x24 mm cover slip). 

To evaluate results from the Comet FISH experiments, the comets were 

categorised into four degrees of damage ranging from non-damaged to severely 

damaged images (classes 1-4) [40]. First, the total number of TP53 signals per cell 

was determined. The expected number of spots in a normal interphase nucleus is 

two. On the slides hybridised with the fluorescent labelled probes, cells without 

signals, with only one signal and with two signals were counted and the hybridization 

efficiency was determined. Moreover, cells with broken fluorescent signals were 

counted so that breaks occurring directly in the analysed genes could be quantified. 

For the further Comet FISH evaluation only cells with two fluorescent spots were 

used and the localization of the TP53 signals in the comet head or comet tail was 

recorded. The parameter of TP53 migration was based on the percentage of damaged 

cells (belonging to comet classes 2-4), in which we could find a migration of at least one 

TP53 signal into the comet tail. 100 to 120 images per slide were measured during the 

Comet FISH evaluation.  

Fluorescence microscopy was performed using a ZEISS Axiovert M100 (Carl 

Zeiss Jena GmbH, Jena, Germany) equipped with filters for detection of Texas Red 

(red, ZEISS filter No 15) and SYBR Green (green, ZEISS filter No 09). Images were 

captured using a MicroMAX Digital CCD camera (BFI OPTILAS GmbH, Puchheim, 
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Germany) and Meta View Imaging Software (Visitron Systems GmbH, Puchheim, 

Germany) was used to process the images.  

 
 

Statistical Evaluation: The GraphPad Prism software Version 4.0 (GraphPad 

Software Inc., San Diego, USA) was used for establishing significance of effects. 

Statistics were carried out on the mean values of the data and these are also presented 

(mean and SD) in the diagrams and tables. As is specified in the legends to the figure, 

one-way ANOVA with Dunnett’s post test or Bonfferoni´s post test and two-way 

ANOVA with Bonfferoni´s post test were used as appropriate.  
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Results 

Chemical Analysis of the water samples 

Table 1 outlined the most important macro- and micro elements. Related to 

the amounts of iron and uranium we can characterize sample A as not contaminated, 

sample B as moderately contaminated and sample C as highly contaminated.  

 

Effects of complex water samples on cell growth 

The influence of heavy metal-contaminated water samples on cell growth was 

studied to determine the sub-toxic concentrations needed to perform subsequent 

investigations. The growth of HT29 clone 19A cells was not influenced by a 72-hour 

treatment with the wismut samples A or B. In contrast, a significant growth arrest 

resulted from the treatment of the HT29 clone 19A cells with sample C (Figure 1, 10 

and 20 % of the sample: p< 0.01).  

 

Effects of complex water samples on the formation of H2O2

We measured significant concentrations of H2O2 after adding of increasing 

concentrations of samples C to the cell free culture medium (Figure 2). Sample C 

significantly increased H2O2 equivalents in a dose-dependent manner. For sample B 

no H2O2-formation was detectable. 

 

Effects of complex water samples on DNA damage 

Tables 2 and 3 summarizes the data on strand breaks in HT29 clone 19A cells, 

LT97 cells and primary colon cells after 30 minutes of incubation with the water 

samples B (Table 2) and C (Table 3). Both samples were genotoxic in all three cell 

types in a dose-related manner. For LT97 cells significant results were observed only 
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at 10 % of sample B and the positive control Fe-NTA. At 7.5-10 % of sample B, 2.5-

10 % of sample C and for Fe-NTA we could show significant genotoxic effects in 

primary human colon cells. In HT29 clone 19A cells these effects were significant for 

5-10 % of sample B, respectively 2-10 % of sample C and for the positive control Fe-

NTA. In HT29 clone 19A cells and in LT97 cells higher levels of DNA damage were 

observed at the highest tested concentration of sample C (10 %, 29 µM Fe and 27 

nM U) than for 500 µM Fe-NTA. We observed no cytotoxic effects of our substances 

at the tested concentrations. The viability after 30 minutes of incubation was between 

70 and 100 %.  

  

Effects of complex water samples on gene specific damage in TP53 

For Comet FISH experiments we used LT97 and primary colon cells. HT29 clone 

19A cells are unsuitable for these experiments since they have an unstable 

karyotype. Damage induced in TP53 was evaluated by first categorizing the images 

according to comet classes. We determined the total number of signals per slide and 

per cell. A normal metaphase or interphase nucleulus has two spots. Cells without 

and with only one signal were counted and the hybridisation efficiency was 

determined to be …….for primary colon cells and 85.0 ± 2.6 % for LT97 cells. Only 

very few comets had 3 signals which would represent the actual breakage and 

isolated migration of a TP53-gene fragment. Also there was no compound- or comet 

class-related effect on the yield of 3 distinct TP53 signals (results not shown). For 

further Comet FISH evaluation, only cells with two spots were used.  

 Figure 4A summarizes the frequency of damaged cells (comet classes 2-4) 

resulting from the treatment of LT97 with the water sample B (30 minutes, 37 °C). 

The total score of damaged cells increased with increasing concentrations of the 

sample. A significant shift was observed primarily in the direction of the stronger 
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damaged cells. This water sample significantly induced DNA damage, already at 2.5 

% of the sample in LT97 adenoma cells.  

The proportion of damaged cells with the TP53 signals in the comet tail is 

outlined in Figure 4B. We observed a significant TP53-migration into the comet tail 

comparing to the RPMI control also already at 2.5 % for LT97. 
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Discussion 

 
An investigation on the nutritional intake of uranium in the former GDR 

demonstrated that an elevated consumption had occurred in the population of these 

region resulted in a daily intake of 2.05 µg for women and 2.40 µg for men (Seeber 

arbeit). In Vietnam Giang et al. found an uranium intake of 0.66 µg U238/d [41], 

whereas  Shiraishi and Yamamoto described a daily intake of 1.25 µg/d. Dang et al. 

reported a daily uranium intake of 2.2 µg for India which correlates with the data of 

Seber for the region of the former GDR. Seber et al. also compared the mean intake 

of uranium of Germany with this of Mexico, in both countries it was about 2.0 µg/d. 

Interestingly when comparing regions with higher occurrence of natural uranium in 

Germany (Thuringia, Saxonia) with regions with normal uranium occurrence (for 

example Brandenburg, Mecklenburg-Vorpommern) they observed significant 

differences of the daily uranium intake. For the former uranium mining area around 

Ronneburg an uranium intake of 35 µg/ d for women and 24 ng/kg body weight for 

men was estimated in the year 1996.  

The contamination level of the water samples correlates with the near of the 

sampling points to the former waste rock dump “Gessenhalde”. Sample C with the 

highest iron and uranium concentrations was collected directly at the northern 

boundary of this waste rock dump. Samples B and C were collected in different 

distances to the waste rock dump along the Gessenbach.  

Long time incubation (72 hours) of the carcinoma cell line HT29 clone 19A with the 

highly contaminated water sample C resulted in a significant decreased cell survival. 

In recent studies the two single noxes iron and uranium which are main contaminants 

in our samples also decreased cell survival after 72 hours [36;42]. The effective iron 

concentration (2000 µM) is comparable with the concentration of iron in 20 % of the 

water sample C (about 1620 µM iron) which resulted in a significant reduction of cell 
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survival in our present study. The uranium concentration in sample are about 1000-

fold lower (20 % of sample C contains about 60 nm uranium) than the first effective 

concentration in the investigations with uranium alone (75 µM). These results argue 

for the possibility that other contaminants in our environmental samples, like nickel or 

copper contribute to the decreased cell survival after the long time incubation of the 

carcinoma cells with the complex water sample C. 

Because of the high heavy metal concentrations in our samples, especially high iron 

concentrations we assumed that our water samples are able to produce hydrogen 

peroxide. The formation of reactive oxygen species (ROS) via the Fenton reaction, is 

a very potent risk factor for colon cancer which possibly predisposes to colon 

diseases by some of these mechanisms [43-46]. ROS are involved in the promotion 

phase of tumor generation by contributing to the regulation of gene expression during 

cell growth and differentiation [47]. In a recent study we could demonstrate that the 

main contaminant in our water sample, namely iron induces ROS [36]. Thus we 

wanted to know, if our complex environmental samples are able to induce oxidative 

stress, too. The FOX assay was used to investigate the H2O2 generation by our 

samples. For the highly contaminated probe we measured a significant dose-

dependent generation of H2O2 up to 100 µM. 

The consequence of ROS could be a damaging of DNA. Here we could show that the 

two contaminated samples are genotoxic in colon cells of different transformation 

state. Recently we verified the genotoxic potential of the two single noxes iron and 

uranium [36;42]. But it is probably that other metals like nickel, arsenic or copper also 

plays a role in this genotoxic potential of our complex samples. Nickel, cadmium, 

cobalt and arsenic compounds are well-known carcinogens by interfering with DNA 

repair processes, even though their direct DNA-damaging potentials are rather weak 

[48-51]. 
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Legends to the figures 

 

Figure 1: Growth of HT29 clone 19A cells after 72 h of treatment with the wismut 
samples A, B and C. Growth rates are depicted as means ± SD (n=8). Statistical 
evaluation was performed applying One-way-ANOVA versus medium control 
combined with Dunnett’s Multiple Comparison Post Test (**p<0.01). 
 
Figure 2: Formation of H2O2 after 30 minutes incubation of the cell culture medium 
DMEM with the wismut samples B and C. Statistical evaluation was performed 
applying One-way-ANOVA combined with Dunnett’s Multiple Comparison Test 
(*p<0.05, **p<0.01) against the blank. 
 
 
Figure 3: Proportional distribution of LT97 cells in the comet classes2-4 (damaged 
cells) after 30 min treatment with the water sample B (1-10 %, 37°C, n=3). The 
significant differences in the comet classes to the untreated medium control (RPMI) 
were calculated by one-way ANOVA, including the Dunnett multiple comparison test 
(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). The percentage of cells in comet class 1 is not 
outlined in this figure but can be calculated as followed: 100 % minus the percentage 
of cells in comet classes 2-4. The significance levels for the changes in comet class 1 
are outlined above the total bars. 
 
 
Figure 4: Percentage TP53 migration in the comet tail of damaged cells (comet 
classes2-4) after 30 min treatment with the water sample B (1-10 %, 37°C, n=3). The 
significant differences to the untreated medium control (RPMI) were calculated by 
one-way ANOVA, including the Dunnett multiple comparison test (*p<0.05, **p<0.01) 
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elements

Fe (mg/l)/µM 0.740 13.3 16.1 288.0 454.0 8130

Zn (µg/l)µM 408 6.2 287 4.4

Al (µg/l)µM 94.51 3.5 7053 261.4 2349 87

Mn (µg/l)µM 1037 18.9 8010 145.8 50970 927.9

Co (µg/l)µM 29.0 0.5 360.2 6.1 239.9 4.1

Ni (µg/l)µM 205.4 3.5 1149 19.6 1059 18.0

Cu (µg/l)µM 143.1 2.3 251.3 4.0 510.2 8.0

Sr (µg/l)µM 197 2.2 283.8 3.2 348.7 4.0

Cd (µg 0.7

Ba (µ 35.0

Pb 6.3

Th (µg 0.9

U (µ 06.6

n.d.

C

water samples

n.d.

A B

 

Table 1: Contents of different elements in the wismut samples 
 

/l)nM 0.4 3.7 5.6 50.1 4.6 4

g/l)nM 7.5 54.7 4.99 36.3 4.8

 (µg/l)nM 4.2 21.8 2.4 11.8 3.4 1

/l)nM 0.1 0.3 0.2

g/l)nM 23.0 96.8 64.1 296.2 73.0 3

 not detectable

n.d.
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Table 2: Levels of DNA damage induced by 2.5-10% of the wismut sample B (30 min at 37°C) in primary human colon cells, LT97 cells 
and HT29 clone 19A cells. The data show mean values from three to four independent experiments. The significance of individual 
compound induced effects was calculated by one way ANOVA, including Dunnett´s Post Test; *p<0.05, **p<0.01 significantly different 
from RPMI control. 
 

 Primary colon cells (n=4) LT97 (n=3) HT29 clone 19A (n=4) 

 tail intensity (%) viability (%) tail intensity (%) viability (%) tail intensity (%) viability (%)

 mean SD mean SD mean SD mean SD mean SD mean SD 

RPMI 10.2 1.3 93.0 4.1 9.0 0.2 86.5 1.4 5.4 0.8 85.5 2.2 

10 % NTA 10.3 2.9 87.4 0.8 9.6 0.8 79.8 5.7 7.0 2.2 84.3 4.4 

0.5 % B (1.5 µM Fe, 1.4 nm U238) _ _ _ _ _ _ _ _ 5.1 0.5 86.4 5.4 

1 % B (2.9 µM Fe, 2.7 nm U238) _ _ _ _ _ _ _ _ 6.4 0.5 85.5 3.9 

2 % B (5.8 µM Fe, 5.4 nm U238) _ _ _ _ _ _ _ _ 8.8 1.7 84.8 4.7 

2.5 % B (7.3 µM Fe, 6.8 nM U238) 10.2 1.5 90.2 5.3 13.5 3.9 83.2 6.3 9.3 1.3 83.2 5.0 

5 % B (14.5 µM Fe, 13.5 nm U238) 12.9 2.4 88.6 6.3 14.3 5.4 79.8 4.1 11.7 ** 3.1 81.3 4.5 

7.5 % B (21.8 µM Fe, 20.3 nM U238) 16.7 * 3.3 91.4 3.0 14.9 2.1 75.1 1.9 14.7 ** 3.5 81.2 7.2 

10 % B (29 µM Fe, 27 nm U238) 19.1 ** 5.2 92.1 4.7 18.1 * 3.6 81.6 4.7 19.2 ** 3.6 80.1 3.9 

Fe-NTA (500 µM) 24.4 ** 3.7 90.9 0.5 26.2 ** 4.6 80.6 4.3 _ _ _ _ 
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 Primary colon cells (n=3) LT97 (n=3) HT29 clone 19A (n=4) 

 tail intensity (%) viability (%) tail intensity (%) viability (%) tail intensity (%) viability (%)

 mean SD mean SD mean SD mean SD mean SD mean SD 

RPMI 9.0 1.5 87.8 4.7 7.9 0.7 81.9 4.3 5.2 1.6 89.7 2.4 

10 % NTA 9.3 1.0 92.5 6.2 9.7 3.5 82.4 1.3 6.8 2.1 86.0 4.4 

0.5 % C (40.5 µM Fe, 1.5 nm U238) _ _ _ _ _ _ _ _ 7.1 2.0 83.4 6.5 

1 % C (81 µM Fe, 3.1 nm U238) _ _ _ _ _ _ _ _ 9.1 3.1 83.1 6.9 

2 % C (162 µM Fe, 6.1 nm U238) _ _ _ _ _ _ _ _ 11.8 * 4.9 82.8 6.5 

2.5 % C (202.5 µM Fe, 7.7 nM U238) 18.3 * 4.4 87.7 7.3 11.5 1.9 76.5 0.5 13.6 ** 3.7 81.0 7.7 

5 % C (405 µM Fe, 15.4 nm U238) 21.3 ** 2.2 87.3 3.2 13.7 2.4 79.6 4.8 16.0 ** 4.9 81.7 4.5 

7.5 % C (6078 µM Fe, 23 nM U238) 28.7 ** 5.7 82.1 3.5 19.6 ** ## 3.9 84.3 3.5 19.8 ** ## 1.8 76.4 10.4 

10 % C (810 µM Fe, 30.7 nm U238) 29.9 ** 3.9 86.1 1.1 22.2 ** 5.6 83.8 1.8 22.5 ** 1.8 77.4 6.1 

Fe-NTA (500 µM) 24.6 ** 4.5 81.3 4.0 19.2 ** 1.8 80.1 7.7 _ _ _ _ 

Table 3: Levels of DNA damage induced by 2.5-10% of the wismut sample C (30 min at 37°C) in primary human colon cells, LT97 cells 
and HT29 clone 19A cells. The data show mean values from three to four independent experiments. The significance of individual 
compound induced effects was calculated by one way ANOVA, including Dunnett´s Post Test; *p<0.05, **p<0.01 significantly different 
from RPMI control. 
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Figure 1 
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Figure 2 

 

-20

0

20

40

60

80

100

120

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

concentration of the wismut samples B and C (% in medium)

H
2O

2-
pr

od
uc

tio
n 

(µ
M

)

w ismut sample B w ismut sample C

**

**

** **
**

** ** **

** * * ** *

**

*

 



MANUSKRIPT IV  84 
 

Figure 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0

20

40

60

80

100

RPMI 1 % 2.5 % 5 % 10 % 500 µM
Fe-NTA

10% NTA

pe
rc

en
ta

ge
 o

f c
el

ls
 (%

)

comet class 2 comet class 3 comet class 4

wismut sample B

a**
b**a*** a***

a*
b**

b*

b** a***
b***

a**

a*
b*

a***
b***

a*
a**

a*

 



MANUSKRIPT IV  85 
 

Figure 4 
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3.5 Manuskript V 
 

Blood mononucleocytes are sensitive to the DNA damag-
ing effects of iron overload – in vitro and ex vivo results 
with Fe-NTA 
 

E. Park, M. Glei, Y. Knöbel, B. L. Pool-Zobel 

zur Publikation angenommen bei Mutation Research am 26. Januar 2007  

 

Zusammenfassung 
 

Die Exposition gegenüber Eisen ist direkt mit einem erhöhten kolorektalen Risiko 

assoziiert. Ziel dieser Studie war es, periphere Leukozyten als Zielzellen systemi-

scher Expositionen einzusetzen, um zu prüfen, ob Fe-NTA auch in diesen Zellen 

globale oder spezifische DNA-Schäden induziert. 

Fe-NTA war in vitro in humanen Leukozyten und ex vivo in Rattenleukozyten genoto-

xisch. Die Migration des tumorrelevanten Gens TP53 in den Kometenschweif huma-

ner Leukozyten wurde durch Fe-NTA verstärkt.  

Diese Ergebnisse zeigen, dass Leukozyten sensitiv gegenüber einer systemischen 

Eisen-Exposition reagieren. Die Messung der DNA-Schädigung in humanen Leuko-

zyten durch Eisenüberschuss könnte als sensitiver Biomarker in kontrollierten huma-

nen Interventionsstudien genutzt werden, um zu prüfen, ob eine zu verabreichende 

Supplementierung mit einem genotoxischen Risiko verbunden ist. 

 

Darstellung des Eigenanteils 
 

• Einweisung in die Comet FISH Methode und Unterstützung bei der Auswertung 

• Zuarbeit zum Publikationsmanuskript 
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Abstract  
 

Iron exposure enhances colorectal carcinogeneis, by producing reactive oxy-

gen species, which damage lipids, proteins and DNA. We recently demonstrated that 

ferric-nitrilotriacetate (Fe-NTA) damages DNA of human colon cells in different 

stages of malignant transformation. Opposed to this, little is known on systemic 

effects of iron and it is still difficult to determine the border between essential iron 

supplementation and iron overload in humans. The aim of this study was to deter-

mine whether Fe-NTA causes global and specific DNA damage in peripheral leuco-

cytes. Human leucocytes were treated in vitro with Fe-NTA for 30 min at 37oC. Male 

Sprague Dawley rats were fed (6 weeks) with an iron-overload diet (9.9 g Fe/kg DM) 

and whole blood was collected. DNA damage was measured in human and rat blood 

cells using the alkaline version of the Comet Assay with repair specific enzymes. In 

human cells the distribution of TP53 in the comet images was detected using fluores-

cence in situ hybridization (Comet FISH) to measure DNA damage in the region of 

the TP53 gene. Fe-NTA (10-500 µM) was clearly genotoxic in human leucocytes in 

vitro, and also in leucocytes of rats fed the iron overload diet. The induced damage in 

human leucocytes was approximately two-fold that observed previously in human 

colon cells. Oxidised bases were induced by iron in rat leucocytes in vivo, while they 

were not induced in human leucocytes in vitro. Fe-NTA enhanced the migration of 

TP53 signals into the comet tail of human leucocytes, indicating a high susceptibility 

of this tumor-relevant gene towards DNA damage induced by iron overload. In con-

clusion, iron markedly induced DNA damage in human and rat leucocytes, which 

shows that these white blood cells are sufficiently sensitive to assess exposure to 

iron. The measurement of DNA damage in human leucocytes could be used as a 
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sensitive biomarker to study iron overload in vivo in humans and thus to determine 

whether supplementation results in genotoxic risk. 

 

Keywords : Iron overload, human leucocytes, rat leucocytes, Comet Assay, Comet 

FISH, TP53 
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1. Introduction: 

Most human tumors are likely the result of lifelong exposure to environmental 

carcinogens that cause initiation and enhance progression. A feasible strategy for 

avoiding risks is to find interventions that reduce genotoxic damage and induce 

toxicological deactivation systems. Cells from tumor target tissues are appropriate 

models for studying these associations, since they reflect local effects occurring at 

the target sites of carcinogenesis. This model system has been developed for the 

example of elucidating possible mechanisms leading to initiation of colorectal car-

cinogenesis by studying genotoxicity in human colon tissue specimens  [1, 2]. How-

ever, blood cells are preferable to study aspects of the associations since they are 

obtained less invasively and are of value to measure systemic genotoxicity [3-7]. 

Using the Comet Assay, a previous human study has revealed that there is a good 

correlation between genetic damage in rectal cells and in leucocytes [8]. On the basis 

of current knowledge, blood cells are probably also suitable systems to analyse 

chemoprotective effects by dietary intervention with antigenotoxic nutrients [9-12]. In 

other words, circulating leucocytes are surrogate cells which continuously maintain a 

surveillance of the body for signs of toxic and antitoxic exposures, that are of impor-

tance for diseases, including cancer [13]. In this case, however, it must be recog-

nised that studies based on surrogate end points and tissues, are much less reliable 

than studies with the ‘true’ end point using the target cells where cancer arises (for 

example, colon tumors arising from stem cells). For the purpose of using peripheral 

blood cells as surrogate cells and as biomarkers in human studies [14], it is therefore 

first necessary to evaluate them as markers for exposure and susceptibility and to 

compare these two properties to corresponding effects in the specific target cells 
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(e.g. in colonocytes). This corresponds to the parallelogram type of approach that  

combines in vitro/ex vivo animal and human studies [15]. 

In the following, we were interested in studying the question of whether pe-

ripheral blood cells, when exposed to a genotoxic risk substance related to diet, 

respond in similar fashions as colon cells did in previous studies [16]. These investi-

gations had shown that iron induces DNA strand breaks in colon cells with different 

stages of cell transformation (primary colon cells; colon adenoma cells, LT 97; colon 

carcinoma cells, HT29 clone 19A). In other words, we would like to investigate how 

do susceptibilities of blood cells compare to colonocytes when exposed in vivo (rats) 

or in vitro (human cells) to DNA damaging doses of iron. This is a new approach to 

develop a biomarker reflecting the iron status and to define the threshold of iron 

overload which is associated with different disorders, like hemochromatosis with 

severe organ damage [17], or cancer [18]. 

Previously, we have reported that iron overload enhanced human colon tumor 

cell growth and caused progenotoxic effects [16]. Iron overload (resulting possibly 

from high red meat consumption or intake of iron supplements) is expected to in-

crease the production of reactive oxygen species (ROS) from peroxides via Fenton 

reaction in the gut lumen, which may be contribute to the aetiology of cancer in the 

human colon [19-21].  

In this study human leucocytes were isolated by gradient centrifugation from 

anonymous buffy coat preserves and rat leucocytes were from blood collected from 

the animals [22]. The human cells were treated in vitro with iron nitrilotriacetate (Fe-

NTA), a stabilized form of ferric iron [16]. The rats were fed an iron-overload diet that 

was supplemented with FeSO4 (Table 1), used on account of its high bioavailability 

[23]. The used dose of iron was quite high and probably can therefore only model the 
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effects of iron supplements in humans, which e. g. are recommended during the 

second half of pregnancy [24].  

Different types of DNA damage were studied using various modifications of 

the Comet Assay, a gel electrophoresis method with individual cells. Global DNA 

damage was determined with the standard alkaline version of the assay [25], oxi-

dised pyrimidine and purine bases were detected using repair specific enzymes [26, 

27] and gene specific damage was assessed by staining TP53 in the comet images 

using fluorescence in situ hybridization, a method also called Comet FISH [2, 28-30]. 

A high number of mutations were identified in TP53 gene of colon tumor [31] some of 

which were probably crucial for the transition of adenoma to invasive carcinoma. 

However, little is well known about TP53 mutation in tumors related with human 

lymphocytes. 
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2. Materials and methods: 

2.1. Compounds 

Ferric nitrate (40 mg) [Fe(NO3)3] (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany) was 

dissolved in 10 ml double distilled water (ddH2O) and the chelating agent disodium 

nitrilotriacetate (NTA) (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany) was added (23.5 mg). 

The pH of the solution was adjusted to 7.4 by sodium hydrogencarbonate (NaHCO3) 

(Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany). The final iron concentration of the stock 

solution was 10 mM. The tested concentration range (1-500 µM) considers physio-

logical conditions. Levels of relevant non-transferrin-bound iron (NTBI) in blood 

serum vary between almost zero in healthy controls, about 1 µM in patients with 

diabetes and up to 10 µM in patients with hemochromatosis [32-34]. 

 

2.2. Animals, diets 

Eight-week-old male Sprague Dawley rats (n = 20) were purchased from Sem-

tako Inc. (Osan, Korea) and housed and cared for in accordance with the Guide for 

the Care and Use of Laboratory Animals  [35]. The study was approved by the ethical 

committee of Kyungnam University. 

The rats were acclimatized to the animal facility room in the Kyungam Univer-

sity for one week, being housed individually (20–22°C; 12:12-h light-dark cycle) with 

free access to a commercially prepared pelleted diet and water. The rats were then 

randomly divided into two groups of 10 animals each and fed either a standard diet 

(control group), or a standard diet supplemented with 0.99 % ferrous iron (iron over-

load group) for 6 weeks (Table 1). So we fed 0.25 g Fe/kg dry matter (DM) in the 

control group and 9.9 g Fe/kg DM in the iron-overload group according to Lafay et al. 

[36]. Animals were monitored daily for general health and body weights were re-
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corded every week for the duration of the study. At the end of the experimental 

period, the rats were anesthetized with ethyl ether and blood was collected from the 

abdominal artery in a heparinised sterile tube. This was then used to analyze the 

effect of iron overload on global DNA damage in leucocytes in vivo.  

 

2.3. Preparation of human leucocytes 

Leucocytes were isolated as a fraction of mononuclear cells (containing lym-

phocytes and monocytes) from anonymous buffy coat preserves by gradient centrifu-

gation with HISTOPAQUE®-1077 (Sigma, Deisenhofen, Germany), as described 

earlier [22, 37]. The cells were frozen and stored at -140 °C (deep freezer QC 10140, 

Nunc, Wiesbaden, Germany). They were thawed rapidly prior to each experiment in a 

water bath at 37 °C. Leucocytes from different donors were used for the triplicate 

experiments. 

 

2.4. Determination of genetic damage 

To measure global DNA damage, we used our protocol of the alkaline version 

of the Comet Assay, according to recommendations published previously [38, 39]. 10 

µl of the cell suspensions (containing 2 x 105 peripheral leucocytes) for the in vitro 

study or 5 µl of rat whole blood for the ex vivo study were mixed with 75 µl 0.7 % low 

melting point agarose (Biozym, Oldendorf, Germany) and distributed onto micro-

scope slides coated with 0.5 % normal melting agarose. After solidification of the 

agarose, slides were covered with another 75 µl 0.7 % low melting point agarose and 

then immersed in a lysis solution (100 mM Na2EDTA, 1 % Triton X 100, 2.5 M NaCl; 

1 % N-lauroyl sarcosin sodium salt, 10 % DMSO, 10 mM Tris, pH 10) for at least 60 

min at 4 °C. All slides were placed in an electrophoresis chamber containing alkaline 
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solution (1 mM Na2EDTA, 300 mM NaOH, pH 13) for DNA unwinding. After 20 min, 

the current was switched on and electrophoresis was carried out at 1.25 V/cm and 

300 mA for 20 min. The slides were removed from the alkaline solution and washed 3 

times for 5 min with neutralisation buffer (0.4 M TRIS, pH 7.5). Slides were stained 

with SYBR Green (Sigma, Deisenhofen, Germany,1 μl/ml antifade buffer, 30 μl/slide). 

All steps with the isolated cells were conducted under red light. All experiments were 

carried out at least three times [40], usually each with three parallel slides per data 

point. Microscopical evaluation was performed with the image analysis system of 

Perceptive Instruments (Halstead, UK). Fifty images were evaluated per slide and the 

percentage of fluorescence in the tail (TI) was scored as a reflection of DNA damage 

[10].  

Determination of oxidised DNA bases was performed by incubating the slides 

after the lysis step with repair specific enzymes [26, 27]. The enzymes used in the 

experiments with human leucocytes were kindly provided by Prof. Andrew Collins 

(Rowett Research Institute, Aberdeen, UK), those used in the rat cell study were 

purchased from Trevigen, Inc., Gaithersburg, USA. For this, DNA was digested for 45 

min with endonuclease III (Endo III from Trevigen: 0.1 units/slide; Endo III from Prof. 

Collins: 1 µl/ml buffer, 50 µl/slide) or for 30 min with formamidopyrimidine DNA glyco-

sylase (Fpg from Trevigen: 4 units/slide; Fpg from Prof. Collins: 1 µl/3 ml buffer, 50 

µl/slide) and the corresponding buffers. The different enzymes were needed to detect 

oxidised pyrimidine bases and purine bases, respectively.  

Furthermore, we hybridized comet slides with a Texas Red labelled TP53 con-

taining FISH probe to determine “gene specific” effects of iron. The probe which was 

kindly provided by Prof. Uwe Claussen (Institute for Human Genetics and Anthropol-

ogy, Friedrich-Schiller-University Jena, Germany) was derived from microdissection 
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and was a mixture of directly labelled probes that are specific for genomic sequences 

including the TP53 locus (17pter-p12) [41]. The size of the probe was 10.6 Mb includ-

ing the TP53 gene (about 7.50 Mb) (unpublished data). “Gene specific” damage (TP 

53 plus surrounding regions) was reflected by the extent of migration of TP53 signals 

into the comet tail. The Comet FISH experiments were performed according to the 

method described by Schäferhenrich et al. [2, 30], using modifications needed to 

adapt the hybridization conditions to Texas Red labelled TP53 probes [42]. The 

dehydrated slides from the Comet Assay were rehydrated in ddH2O for 10 min. 

Afterward, the target DNA was denatured with 0.5 M NaOH for 30 min and then 

neutralized in 0.01 M PBS for 1 min. The slides were dehydrated through an ethanol 

series (70, 80, and 95 %, each for 5 min) and dried at room temperature. Thirty 

microliters of Hybrisol VI (Oncor, Gaithersburg, UK) was dropped on each slide gel 

and spread with a plastic coverslip. The TP53 probe (5 µl for each slide) was diluted 

with Hybrisol VI (7 µl for each slide) and denatured at 75°C for 5 min, 4°C for 2 min, 

and 37°C for 30 min. This hybridization mixture (12 µl per slide) was added to the 

slides, covered with a plastic coverslip (24 x 24 mm), and incubated in hybridization 

chambers for 72 h at 37°C. The coverslips were then removed, and the slides were 

washed for 5 min in 2x saline sodium citrate (0.3M NaCl, 0.03M Na citrate, pH 7.2) 

without formamide at 65°C. This step was followed by a 5 min washing in 1x phos-

phate-buffered detergent (Oncor, Gaithersburg, UK) at room temperature. SYBR-

Green (1 µl/ml, 30 µl per slide) was used to counterstain the Texas Red labelled 

probes. Negative controls were included for each concentration on the same slide 

using Hybrisol VI without the DNA probe. 

To evaluate the Comet FISH experiments, the comets were categorised into 

four degrees of damage ranging from non-damaged images to severely damaged 
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images (classes 1-4). After determining the hybridization efficiency, 100 cells per 

slide with two fluorescent spots were used for the final evaluation by recording the 

positions of the TP53 signals in the comet head or comet tail (Figure 1). The parame-

ter of TP53 migration was based on the percentage of damaged cells (belonging to 

comet classes 2-4), in which we could find a migration of at least one TP53 signal 

into the comet tail. Evaluation proceeded with a ZEISS Axiovert M100 (Carl Zeiss 

Jena GmbH, Jena, Germany), equipped with filters to score images stained with 

Texas Red (red, ZEISS filter No 15) and SYBR Green (green, ZEISS filter No 09). 

Images were captured using a MicroMAX Digital CCD camera (BFI OPTILAS GmbH, 

Puchheim, Germany) and processed with the Meta View Imaging Software (Visitron 

Systems GmbH, Puchheim, Germany).  

To minimize systemic errors the persons measuring the slides used a numeric 

codification, but the study was not fully blinded.  

 

2.5. Statistical analysis 

Data were analyzed using the SPSS package for Windows (Version 10) and 

GraphPad Prism for Windows (Version 4.0). Values are expressed as 

mean±standard deviation (SD). The mean values of each treatment were compared 

using One-way analysis of variance (ANOVA) followed by Duncan's multiple range 

test or Dunnett’s Multiple Comparison Test. P-values of less than 0.05 were consid-

ered significant. The significance of differences between global DNA damage (TI %) 

and TP53 signals in the tail were calculated by Two-way-ANOVA, including Bon-

ferroni Post-Test for comparing selected pairs of columns (p<0.05). Statistical differ-

ences between the control and iron overload group (animal study) were considered 

significant at p<0.05 by Student’s t-test.  
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3. Results: 
 

The effect of Fe-NTA on DNA damage in human leucocytes is shown in Fig. 2, 

indicating that Fe-NTA was clearly genotoxic. The effect was dependent on dose, but 

there was no concomitant cytotoxicity (data not shown). 500 µM Fe-NTA induced tail 

intensity (34.1 ± 7.4 %) was about 3 times higher than those of RPMI control (9.9 ± 

3.1 %) or 500 µM NTA control (9.6 ± 2.1 %). This value was considerably higher than 

the corresponding values previously observed in HT29 clone 19A cells (8.5 ± 1.9 %, 

[16]), LT97 cells (20.4 ± 8.5 %) or primary colon cells (20.1 ± 1.7 %) [42].  

In a set of experiments we investigated the level of oxidised bases using repair 

specific enzymes. Here we found that human leucocytes (Fig. 3) had considerable 

levels of Endo III- and Fpg-sensitive lesions, reflecting oxidised pyrimidine and purine 

bases, respectively. The oxidised bases were mainly evident in the two negative 

control samples (RPMI, NTA). The additional treatment with Fe-NTA, however, did 

not seem to enhance these effects. Instead, the increasing concentrations of iron 

which clearly led to an increase in the strand break rates seemed to suppress the 

occurrence of base-specific damage. This was particularly apparent for 250 µM Fe-

NTA, a concentration at which there were no additional effects by the repair enzymes 

(SBs 31.7 ± 2.6 %, Endo 32.3 ± 7.2 %, Fpg 32.2 ± 5.6 %, respectively). 

The leucocytes of rats fed with an iron-overload diet (Fig. 4) showed a signifi-

cantly increased DNA strand break level (8.5±0.6 % vs. 18.4±1.4 %, p<0.001) in 

comparison with the cells of control animals. Thus the results of the rat study con-

firmed the in vitro findings on effects of iron using human leucocytes. Unlike the 

results from in vitro studies with human leucocytes, however, iron overload addition-

ally resulted in oxidised pyrimidine and purine bases (Endo III- and Fpg-sensitive 

sites) in the rat peripheral white blood cells (p<0.05).  
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 Iron overload did not affect body weight gain, food efficiency ratio or organ 

weight during the experiment, although the food intake in the iron overload group was 

significantly higher than in the control group (Table 2). 

Fig. 5 shows the effect of Fe-NTA in human leucocytes in vitro using a differ-

ent mode of evaluation as is needed for evaluating the Comet FISH results. This was 

to score comet classes with different damage levels (from 1 to 4 meaning undam-

aged to highly damaged). Increasing Fe-amounts resulted in an increased proportion 

of highly damaged cells (class 4), whereas the undamaged cells (class 1) were 

reduced. The evaluation mode disclosed a high sensitivity of peripheral leucocytes to 

the damaging activity of even low Fe-NTA concentrations. Fig. 6 shows the propor-

tion of all damaged cells (comet classes 2-4) which revealed TP53 signals in the 

comet tail. There was a concentration dependent TP53-migration into the comet tail, 

which was significantly different from the medium control and from the NTA control 

beginning already at 100 µM Fe-NTA.  
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4. Discussion: 
 

Transition metals, like iron and copper, with their multiple oxidation states are 

vital for the cascades of electron transfer reactions. These are characteristic of cellu-

lar processes such as oxygen transport, photosynthesis, nitrogen fixation, and respi-

ration in most organisms [43-45]. Iron deficiency leads to anemia. Worldwide, up to a 

billion individuals suffer adverse effects from insufficient iron supply, making iron 

deficiency anemia the most common nutritional anemia [44]. Opposed to this it is 

likely that there is an association between high amounts of iron in the body storage 

and the risk of chronic diseases (e.g. diabetes mellitus, cancer, or cardiac failure in 

patients with hemochromatosis) [46]. One reason for these risks could be that iron 

induces DNA damage and increases lipid peroxidation, both damaging effects which 

can be measured after iron infusion during hemodialysis [47]. This also implies that 

by modifying dietary patterns and avoiding excessive amounts of iron-containing 

dietary supplements, it could be possible to lower the risk of developing high iron 

body loads and thus, the risk of developing diseases [48]. Alternatively, appropriate 

dietary ingredients could also counteract ill effects of iron. Thus, using an in vitro rat 

model of oxidative stress, Lafay et al. have shown that caffeic acid fully prevented the 

pro-oxidant effects (lipid oxidation) of high iron doses [36].  

Although there have been numerous direct human trials studying iron supply 

and metabolism, there is still controversy regarding the identification of risks [49]. The 

iron absorption is marginal and normally very tight controlled. This minimal absorption 

of excess iron in the small intestine leads to significant concentrations in the colon. 

This is the reason why damage to colonocytes is more likely than to lymphocytes. 

Inborn errors of iron metabolism (e.g. hemochromatosis) or other factors (secondary 

or acquired iron overload) lead to progressive body iron overload [50]. When plasma 
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iron content exceeds the iron-binding capacity of transferrin, iron accumulates in the 

body and causes cell damage [46] with different clinical symptoms, such as inflam-

mation, arrhythmias or diabetes mellitus [44].  

Obviously it is necessary to measure potential adverse health effects by iron 

supplementation and several approaches have been reported. Schumann et al. 

showed that urinary 8-hydroxy-2-desoxyguanosine (8-oxodGuo) and isoprostane of 

humans could be used as reliable indicators of oxidative and inflammatory response 

to oral ferrous sulphate [51] and Gackowski et al. found a significant correlation 

(r=0.57) between 8-oxodGuo and the labile iron pool in lymphocytes [52]. In this 

study, we were now able to demonstrate that also the measurement of DNA damage 

in peripheral leucocytes using the Comet Assay could be a suitable biomarker to 

study iron overload. 

Thus here evidence is presented that iron-treatment in vitro resulted in strand 

breaks in isolated human leucocytes. Also, leucocytes from rats treated in vivo with 

an iron-overload diet were significantly damaged which reflected the sensitivity of this 

suggested biomarker.  

The present study also reveals that there was an effect of iron overload on the 

occurrence of oxidised bases (detected using DNA repair specific enzymes: Endo III 

and Fpg) in rats fed a diet with high levels of FeSO4, but not in human leucocytes 

damaged in vitro with Fe-NTA. Possible reasons for the disagreement between the 

two studies could be species specificity or the type of iron used. Another explanation 

could be different levels of antioxidant enzymes which, however, were not deter-

mined here. Further studies will be needed to elucidate exact mechanisms. In a 

previous study we have found that 250-1000 μM Fe-NTA did induce oxidised bases 

(Fpg-sensitive sites) in a clear concentration-response relationship in human colon 
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cancer cells (HT29 clone 19A cells), whereas oxidized pyrimidine bases (Endo III-

sensitive sites) were only marginally detectable [53]. This indicates that Fe-NTA is 

basically capable of causing oxidized DNA bases in human cells, although with low 

potency.  

Furthermore, we investigated whether a simulated iron overload induces gene 

specific damage in TP53 of human leucocytes using the method of Comet FISH. The 

dose-dependent migration of TP53 into the comet tail of damaged leucocytes indi-

cates an interaction of Fe-NTA with this gene region. These results are consistent 

with those obtained in LT97 colon adenoma cells and primary human colon cells [42]. 

When we compare these TP53-specific effects of iron in colon cells with the potential 

systemic effect in human leucocytes, we can conclude that TP53 is significantly more 

sensitive in human colon cells than in human leucocytes even though global DNA 

damage was higher in leucocytes. Schäferhenrich et al. also observed a TP53-

specific effect in human colon adenoma cells after the treatment with 4-hydroxy-2-

nonenal [30]. Related to this could be the finding of Hussain et al. who found that in 

patients suffering from Wilson disease and hemochromatosis there was a higher 

frequency of TP53 mutated alleles in non-tumorous liver tissue compared with liver 

samples from normal controls [54].  

Using DNA damage in leucocytes as a biomarker, it should presumably be 

possible to define the threshold between an adequate iron supply and an iron over-

load which enhances DNA damage. This should be investigated in human interven-

tion studies, using iron supplements, and also could be important for patients with 

hereditary hemochromatosis (reviewed in [55]) or other kinds of iron overload dis-

eases (reviewed in [44, 56]). Epidemiological studies gave evidence that iron over-

load is related to an increase of colorectal cancer [57, 58]. Shaheen et al. described 
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an association of iron exposure with colorectal carcinogenesis in highly susceptible 

individuals with genetically based iron storage deficiencies [59]. Other groups did not 

find this association [60, 61]. The biomarker developed here could provide an addi-

tional tool to study these types of activities and provide more insight to mechanisms 

of iron risk.  

Iron induces global DNA damage in human colon cancer cells [16], in colon 

adenoma cells and in primary colon cells [42]. Fe-NTA also increases oxidative DNA 

damage in rat sperm cells [62]. In this study we were able to demonstrate that this is 

also true for human leucocytes and for leucocytes of rats fed with 9.9 g Fe/kg DM. 

Peripheral leucocytes are more sensitive to the genotoxic effects of Fe-NTA than 

cells derived from human colon tumors, adenomas and primary tissue [42]. Thus, 500 

µM Fe-NTA induced higher DNA damage levels in human leucocytes than in human 

colon cells (leucocytes: about 35 % TI, primary human colon cells and LT97 colon 

adenoma cells: about 20 % TI).  

In conclusion, iron markedly induces DNA damage in human leucocytes in vi-

tro and rat leucocytes in vivo. This shows that these types of white blood cells are 

sufficiently sensitive to assess excessive iron exposure. The measurement of DNA 

damage in human leucocytes could thus be used as a sensitive biomarker to study 

iron overload in vivo during well controlled human studies to determine whether a 

given supplementation results in genotoxic risk or not. 
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Table 1. Composition of experimental diet (%) 

ingredients control iron overload 

casein 20 20 

corn starch 55.949 54.959 

sucrose 10 10 

corn oil 5 5 

cellulose 4 4 

vitamin mixture1) 1 1 

mineral mixture2) 3.5 3.5 

choline bitartarate 0.25 0.25 

DL-methionine 0.3 0.3 

butylated hydroxy toluene 0.001 0.001 

iron (FeSO4•7H2O) - 0.99 

total 100 100 

1) AIN 76 vitamin mixture contained (in g/kg of mixture): thiamine HCl 0.6; 

riboflavin 0.6; pyridoxine HCl 0.7; niacin 3; D-calcium pantothenate 1.6; folic 

acid 0.2; D-biotin 0.02; cyanocobalamin (vitamin B12) 0.001; dry vitamin A palmi-

tate (500,000 U/d) 0.8; dry vitamin E acetate (500 U/d0 10; vitamin D3 trituration 

(400,000 U/g) 0.25; menadione sodium bisulfite complex 0.15; sucrose finely 

powdered 981.08  
2) AIN 76 mineral mixture contained (in g/kg of mixture): calcium phosphate, 

dibasic 500; sodium chloride 74; potassium citrate, monohydrate 220; potas-

sium sulfate 52; magnesium oxide 24; manganous carbonate (43-48 % Mn) 3.5; 

ferric citrate (16-17 % Fe) 6; zinc carbonate (70 % ZnO) 1.6; cupric carbonate 

(53-55 % Cu) 0.3; potassium iodate 0.01; sodium selenite 0.01; chromium 

potassium sulfate 0.55; sucrose, finely powdered 118.03
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Table 2. The effect of iron overload on body weight gain, food intake, food 

efficiency ratio and organ weight  

 control iron overload 

body weight gain (g/day) 2.4 ± 0.21 2.7 ± 0.1  

food intake (g/day) 17.9 ± 0.2 18.8 ± 0.2* 

food efficiency ratio 13.3 ± 0.9 14.3 ± 0.7 

organ weight (g/100g BW)   

liver 2.55 ±0.04 2.67 ± 0.04 

heart 0.32 ± 0.02 0.35 ± 0.01 

kidney 0.60 ± 0.01 0.58 ± 0.01 

spleen 0.19 ± 0.01 0.20 ± 0.01 

1) Values are means ± SD (n=10), * Significantly different at p <0.05 by Stu-

dent’s t-test. 
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Legends to the Figures: 
 
Fig. 1. Comet image (comet class 4) in leucocytes incubated with Fe-NTA (500 µM) (A) 

and its Comet FISH image with TP53 probes (B). The arrows indicate hybridization signals. 

 

Fig. 2. Effect of Fe-NTA on DNA damage in human leucocytes treated for 30 min. The 

effect was significant by repeated measurement of ANOVA. Bars with different letters are 

significantly different at p <0.05 by Duncan’s multiple range test (n=6).  

 

Fig. 3. Effect of Fe-NTA on oxidized bases in addition to strand breaks (SBs) in human 

leucocytes after 30 min exposure. Bars with different letters (small letters for SBs; capital 

letters for Endo III-sensitive sites; bolded capital letters for Fpg-sensitive sites) are signifi-

cantly different at p <0.05 by Duncan’s multiple range test (n=3).  

 

Fig. 4. The effect of iron overload on oxidized bases in addition to strand breaks (SBs) in 

rat leucocytes. Values are means ± SD (n=10), significantly different at *p <0.05 and ***p 

<0.001 by Student’s t-test. Bars with different letters are significantly different at p <0.05 by 

Duncan’s multiple range tests.  

 

Fig. 5. Proportional distribution of human leucocytes in the comet classes 2-4 (damaged 

cells) after 30 min treatment with Fe-NTA (1-500 µM, 37°C), (n=3). The significant differ-

ences in the comet classes to the (a) untreated medium control (RPMI) or (b) the NTA 

control were calculated by One-way ANOVA, including Dunnett´s Multiple Comparison 

Test (*p<0.05,***p<0.001, beside the bars). The percentage of cells in comet class 1 is not 

outlined in this figure, but can be calculated as followed: 100 % minus the percentage of 

cells in comet classes 2-4. The significance levels for the changes in comet class 1 are 

outlined above the total bars. 

 

Fig. 6. Percentage TP53 migration in the comet tail of damaged leucocytes (comet classes 

2-4) after a 30 min incubation of the cells with Fe-NTA (1-500 µM, 37°C), (n=3). The 

significant differences to (a) the untreated medium control (RPMI) or (b) the NTA control 

were calculated by One-way ANOVA, including Dunnett´s Multiple Comparison Test 

(*p<0.05, **p<0.01). 
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Fig. 1 
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Fig. 2 
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 Fig. 3 
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Fig. 4 
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 Fig. 5 
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Fig. 6 
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3.6 Manuskript VI 
 

Apple flavonoids modulate the genotoxic effects of differ-
ent DNA damaging compounds in human colon cells 
 

S. Klenow*, S. Veeriah*, Y. Knöbel*, B. L. Pool-Zobel (* 3 Erstautoren) 

zur Publikation vorbereitet für Mutation Research 

 

Zusammenfassung 
 

In der Ernährungstoxikologie spielen Flavonoide wegen ihrer positiven Effekte auf 

den Fremdstoffmetabolismus, der Radikalfänger-Funktion und der Protektion der 

Lipidperoxidation eine entscheidende Rolle. Im Rahmen dieser Studie sollte deshalb 

untersucht werden, ob ein polyphenolreicher Apfelextrakt in der Lage ist, die durch 

verschiedene Genotoxine induzierten DNA-Schäden zu modulieren, bestenfalls zu 

vermindern. 

Hierfür wurden im Challenge Assay Kolonadenomzellen (LT97) und Kolonkarzinom-

zellen (HT29 bzw. HT29 clone 19A) mit einem Apfelextrakt für 24 h vorinkubiert und 

anschließend mit verschiedenen Genotoxinen geschädigt.  

Die Vorinkubation mit dem Apfelextrakt verminderte signifikant die genotoxischen 

Wirkungen des synthetischen Hydroperoxids Cumenhydroperoxid und des auch 

endogen gebildeten Wasserstoffperoxids. Die durch Benzo[a]pyrendiolepoxid 

(BPDE) induzierten DNA-Schäden konnten durch den Apfelextrakt nur in den LT97-

Adenomzellen vermindert werden. In HT29-Zellen wirkte der Apfelextrakt in Verbin-

dung mit BPDE pro-oxidativ.  

 

Darstellung des Eigenanteils 
  

• Planung, Durchführung und Auswertung der Versuche, außer FOX Assay für ASO2 über 

24 h 

• Erstellen des Publikationsmanuskriptes 
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Abstract  

Background Apple polyphenols are possibly chemoprotective, since they enhance 

expression of detoxifying glutathione S-transferases (e.g. GSTT2, GSTP1) in human 

colon cells. Aim of this study was to elucidate whether pretreatment of the cells with 

an apple extract (AE) also reduces DNA-damage caused by compounds that are 

deactivated by GSTs. Methods An AE was prepared and used to treat two human 

colon cell lines (LT97, HT29) under conditions that induce GSTs. The treated cells 

were then challenged with genotoxic compounds and DNA damage was determined 

with the comet assay. Cumene hydroperoxide (Cum-OOH) and hydrogen peroxide 

(H2O2) or benzo(a)pyrene diolepoxide (BPDE) were used as genotoxins, since they 

may be selectively conjugated and deactivated by GSTT2 or GSTP1, respectively. 

Production of H2O2 by AE was studied to understand additional mechanisms. Re-

sults The pre-treatment with AE protected HT29 cells against the genotoxic action of 

Cum-OOH and H2O2, whereas BPDE-damage was not modified. In LT97 cells, AE 

reduced DNA-damage of all three genotoxins used. H2O2 was produced when incu-

bating AE in culture medium for HT29 cells but not of LT97 cells. Conclusions Apple 

polyphenols protected against DNA damage induced by Cum-OOH and H2O2 in 

human LT97 and H29 cell lines, which may be due to the enhanced expression of 

GSTT2 that deactivates the genotoxins. BPDE-mediated DNA damage, however, 

was only reduced by pre-treated LT97 cells. Differences between cell lines possibly 

caused by formed H2O2 in the HT29 suspension culture, resulting in higher oxidative 

burden of HT29 cells. The adenoma derived cells (LT97) were more susceptible 

towards the genotoxic substances than carcinoma derived (HT29) cells, a finding 

which mirrors a higher sensitivity of preneoplastic cells than tumor cells. The present 
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study reveals that apple polyphenols have anti-genotoxic and pro-genotoxic activities 

in vitro, the consequences of which need to be resolved for the in vivo situation. 

 

Keywords: Apple polyphenols; Chemoprevention; LT97; HT29; Comet Assay; Toxi-

cology 
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1. Introduction 

Apples are widely consumed in the Western diet and they are a major source of 

flavonoids [1, 2].  Flavonoids are known to possess various beneficial properties that 

may affect carcinogen metabolism [3], free radical scavenging or lipid peroxidation [4, 

5]. Chemopreventive properties of flavonoids may thus be associated with diverse 

biological activities such as induction of carcinogen-detoxifying systems [6], interac-

tion with cellular signalling pathways, and modulation of gene expression controlling 

proliferation, differentiation and apoptosis of cancer cells [7]. Recent studies with the 

apple polyphenol procyanidin have shown that this compound increases the expres-

sion of extracellular signal-regulated kinase 1 and 2 (ERK1/2), c-Jun N-terminal 

kinase (JNK) and the activity of caspase-3, indicating apoptotic process resulting cell 

death [8]. In this study the authors also have shown that apple polyphenol procya-

nidin inhibits G2/M phase cell cycle, activities of ornithine decarboxylase (ODC) and 

S-adenosylmethionine decarboxylase (AdoMetDC) in human colorectal carcinoma 

cell line and thus, undermine promotion of colon carcinogenesis [9]. Recently in vivo 

studies properties which are related to anticarcinogenic activities have been reported, 

showing that treatment of rats with a polyphenol-rich apple extract, resulted in re-

duced DNA-damage, preneoplastic lesions and number of aberrant crypt foci (ACF) 

initiated by colon carcinogens dimethylhydrazine (DMH), azoxymethane (AOM) in the 

colonic tissues [10, 11]. 

 

We have recently shown that the pretreatment of HT29 colon cells with non-

genotoxic concentration (510 µg/ml) of an apple extract (AE) resulted in an enhanced 

expression of GSTT2 mRNA [12]. The GSTT2 gene has 55 % homology with isoen-

zyme GSTT1 [13]. These genes may biologically activated against many industrial 
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chemicals, such as ethylene oxide, halogenated alkanes and epoxides thus, en-

hances their toxicity [14, 15]. Alternatively GSTT2 has peroxidase activity towards t-

butyl hydroperoxide in addition to cumene hydroperoxide (Cum-OOH) for which it has 

pronounced substrate specificity even though GSTA2-2 and GSTK1-1 as well as mu-

class GST enzymes have reported activity with Cum-OOH [16-18]. Characterisation 

of isolated GSTT2-2 enzyme revealed no detectable activity towards hydrogen 

peroxide [19, 20]. In addition, Cum-OOH is a substrate for glutathione peroxidase 

(GPX). One of our parallel gene expression study in LT97 cell line showed 2-fold up-

regulation of GPX2 in response to AE (128 µg/ml) after 24 h treatment time.  GPX2 is 

the selenium-dependent glutathione peroxidase and the primary role of GPX2 seems 

to scavenge H2O2 in the epithelium of the gastrointestinal tract [21]. Mercaptosucci-

nate is one of the most potent inhibitor of GPX and has been described to reduce 

detoxification of Cum-OOH via glutathione system [22, 23]. 

In the following it was therefore one aim to assess whether pretreatment of hu-

man colon cells with AE would alter the genotoxic response of Cum-OOH and of 

H2O2. H2O2 is a source of endogenous oxidative stress that may decompose to yield 

reactive oxygen species (ROS). This reaction is catalysed by transition metals like 

iron, which increase the production of ROS from peroxides (e.g. H2O2) via the Fenton 

reaction [24].  

In addition to GSTT2 (1.7-fold), our previous studies had also shown that GSTP1 

(1.6-fold), was upregulated by AE in HT29 colon cells. A substrate for GSTP1, which 

is deactivated by GSTP1, is benzo[a]pyrene diol epoxide (BPDE), the metabolically 

activated form of benzo(a)pyrene [25, 26]. Benzo(a)pyrene is a well-characterized 

carcinogenic polycyclic aromatic hydrocarbon produced during food heating [27] and 
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a substrate for CYP1A-enzymes which biotransform the parent compound to the 

mutagenic and carcinogenic BPDE. BPDE induces DNA adducts that are repaired by 

the nucleotide excision repair pathway. The genotoxic effects of BPDE can be pre-

vented by conjugation with GSH catalyzed by GSTs [28]. Thus it was expected that 

AE pretreatment could protect the cells from genotoxicity of BPDE.  

2. Material and Methods 

2.1. Compounds 

Cum-OOH was obtained from Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Ger-

many. The stock solution (6 M) can be stored at room temperature and working 

solutions (60-360 µM) diluted with PBS were freshly prepared for each experiment. 

Stock solution of H2O2 (Merck Eurolab GmbH, Darmstadt, Germany) was diluted in 

PBS to prepare working solutions of 4.7 to 150 µM. H2O2 suspensions were incu-

bated for five minutes at 4°C to avoid repair of the induced oxidative DNA damage 

[Collins et al., 1995]. BPDE (Benzo[a]pyrene-r-7,t-8-dihydrodiol-t-9,10-epoxide(±)) 

was obtained from Sigma Chemie and was dissolved in dimethylsulfoxide (DMSO) 

(Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen, Germany). Stock solutions of BPDE (10 - 50 

mM) prepared in DMSO were stored at –20 °C, and working solutions (10 - 50 µM) 

diluted with DMSO were freshly prepared for each experiment.  

 

2.2. Apple polyphenols extract (AE) 

Clear apple juice from cultivar year 2002 was produced on an experimental 

scale. A defined mixture of table apples as has been described before [29]. Polyphe-

nols of 100 l of that juice were retained on 5 l adsorber resin (XAD 16 HP, Rohm & 

Haas, Frankfurt) packed onto a Pharmacia glass column (BPG 100, 100x10cm). After 
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washing out water soluble juice ingredients, polyphenols were eluted with 3 bed 

volumes of ethanol (96%). The ethanolic fraction was concentrated by evaporation, 

transferred into the water phase and freeze dried until further use [30]. An aliquot 

was used for analysis of polyphenol contents [31] other aliquots were needed to treat 

the colon cells prior to determining biological activities. Apple extract concentrations 

used in the experiment were expressed in “µM” as phloridzin equivalents (Ph.E).   

 

2.3. Cells and culture conditions  

The human colon tumor cell line HT29 was established in 1964 by J. Fogh (Me-

morial Sloan Kettering Cancer Center, New York, NY). The cells were grown in tissue 

culture flasks with Dulbecco´s Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco BRL, Eggen-

stein, Germany) supplemented with 10 % foetal calf serum (FCS) and 1 % penicil-

lin/streptomycin at 37 °C in a humidified incubator (5 % CO2/95 % air). For this study 

we used cells in passages 20-50. 

 

The human colon adenoma cell line LT97 was established from a colon mi-

croadenoma of a patient with familial adenoma polyposis coli [32]. LT97 was main-

tained in a culture medium containing MCDB 302 medium with glutamine (Biochrom, 

Berlin, Germany) plus 20 % of L15 Leibovitz medium, 2 % FCS and gentamycin (10 

µg/ml). This medium was supplemented with 0.2 nM triiodo-L-thyronine, 1 µg/ml 

hydrocortisone, 10 µg/ml insulin, 2 µg/ml transferrin, 5 nM sodium selenite and 30 

ng/ml epidermal growth factor (EGF). Cells were grown in a humidified incubator 

under standardized culture. 
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2.4. Challenge Assay 

 To investigate the influence of an apple extract on the induction of DNA dam-

age, HT29 cells or LT97 cells were incubated with the AE for 24 h. Nongenotoxic 

concentrations were used that delivered 30 µM, Ph.E (HT29) or 7.5 µM, Ph.E (LT97) 

to the suspension culture. These concentrations had been previously determined to 

be equivalent to ~ 38 % of the respective EC50 values (cell proliferation) at 48 h in 

LT97 and 24 h in HT29 cells [33]. They are thus equitoxic and of comparable efficacy 

in the two cell types. The cells were harvested and damaged with different concentra-

tions of Cum-OOH (60-360 µM, 5 minutes, 4°C), H2O2 (4.7-150 µM, 5 minutes, 4°C), 

or BPDE (10-50 µM, 30 minutes, 37°C). The Comet assay was carried out under the 

conditions described by Tice et al. [34]. DNA damage was microscopically quantified 

using a ZEISS Axiovert 25 microscope (Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, Germany) and 

the Komet 4.0 image analysis system (Kinetic Imaging Corp., Liverpool, UK). 50 cells 

were evaluated per slide and the percentage of fluorescence in the tail (TI, “tail inten-

sity”) was scored. The means of 3 replicates were used to calculate the means of at 

least three independently reproduced experiments. 

 

2.5. Determination of H2O2 formation – Ferric-Xylenol Orange (FOX) Assay 

Peroxide production or rather hydrogen peroxide formation in the cell free cul-

ture media in the presence of the apple extract or the individual apple compounds 

chlorogenic acid (CA) and phloridzin (Pl) was analysed using the FOX method [35]. 

Different concentrations of AE (0 - 50 µM, “Ph.E”, in culture media), CA (20 - 200 µM) 

or Pl (20 - 200 µM) were incubated for 24 hours at 37°C in a humidified incubator to 

allow H2O2 formation. Then 40 µl of the test concentrations were mixed with 360 µl of 

the FOX solution and incubated for 30 minutes at room temperature, during which 
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time ferrous ions were oxidized to ferric ions by the hydroperoxides.. Ferric ions are 

detected by the formation of a coloured complex with xylenol orange. Serial concen-

trations of H2O2 (0-75 µM) were processed in parallel for calibration purpose After 

centrifugation (10000 g, 10 minutes) 3 x 100 µl of the supernatant were transferred in 

to a 96-well plate reading absorptions at 560 nm. Concentrations were determined 

from the standard curve of hydrogen peroxide. The results were expressed as hydro-

gen peroxide equivalents. 

 

2.6. Statistical analysis 

Statistical analysis was performed using the GraphPad® Prism software Version 

4.0 (GraphPad® Software Inc., San Diego, USA). All experiments performed in vitro 

were repeated at least three times independently unless otherwise indicated. Re-

peated measures (one-way) ANOVA, including Bonferronis multiple comparison tests 

were used to compare the significance of differences between PBS/DMSO-treated 

controls and Cum-OOH, H2O2, or BPDE-treated cells. Comparisons of medium-

treated controls with AE-treatments were calculated using the Repeated measures 

(mixed model) ANOVA with matched subjects, including pairedwise Bonferroni´s 

multiple comparison test. Differences with P values ≤ 0.05 were considered signifi-

cant.  
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3. Results 

3.1. Modulation of genotoxicity  

The synthetic hydroperoxide Cum-OOH was significantly genotoxic in both cell 

lines (grey bars in Figure 1A and 1B). The colon adenoma cell line LT97 was more 

sensitive towards the DNA damaging action of Cum-OOH than the colon carcinoma 

cell line HT29 (p ≤ 0.001, two-way ANOVA). The maximal TI at 360 µM Cum-OOH 

was about 2-fold higher in LT97 than in HT29 cells. Preincubation of both cell lines 

with equitoxic concentrations of the apple extract (LT97 7.5 µM, HT29 30 µM) re-

duced the genotoxic effects of Cum-OOH (black bars in Figure 1A and 1B). Viability 

of AS02 pre-treated HT29 cells was significantly reduced after the challenge (84±4% 

in medium control to 56±5% in AS02 treated cells, Cum-OOH had no impact). 

 

H2O2 was investigated as a model for endogenous, relevant compounds. H2O2 

was also significantly genotoxic in both cell lines at 37.5 µM and higher, and LT97 

cells were again more sensitive than HT29 cells (grey bars in Figure 2A and 2B; p ≤ 

0.001). Pre-treatment of the cells with the AE resulted in significantly lower levels of 

H2O2 - caused DNA damage in comparison to the cells pre-incubated with cell culture 

medium (black bars in Figure 2A and 2B; LT97: p ≤ 0.01; HT29: p ≤ 0.001, two-way 

ANOVA). Again, viability was strongly reduced in AS02 treated cells after the chal-

lenge (81±5% in medium control to 43±13% in AS02 treated cells, H2O2 had no 

impact). 

 

BPDE induced significant DNA damage (grey bars in Figure 4A and 4B), in LT97 

cells at 10 µM (p ≤ 0.01, one-way ANOVA) and in HT29 cells at 30 µM (p ≤ 0.01, 

one-way ANOVA). The difference in the sensitivity of the cells was significant (p ≤ 
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0.001, two-way ANOVA). Pre-incubation with the apple extract reduced the amount 

of DNA damaging effects of higher concentrations of BPDE in LT97 cells (black bars 

in Figure 4A). In HT29 cells, however, DNA damage was significantly enhanced the 

cells pre-treated with the apple extract (black bars in Figure 4B). The elevated values 

of TI in the controls (RPMI, DMSO) in this set of  experiments in comparison to the 

controls (PBS) of the previous experiments is probably due to the different post 

treatment conditions used to determined the genotoxicity of the BPDE (37°C in 

suspension culture, 30 min) or of H2O2 and Cum-OOH (5 min, 4°C on slides). Nor-

malisation of the medium control of both pre-treatments (medium control and AS02) 

did not reveal induction or reduction of BPDE induced DNA damage by AS02 (data 

not shown). Again, viability was reduced in AS02 treated cells after the challenge 

(91±2% in medium control to 69±4% in AS02 treated cells, BPDE had no impact). 

 

3.2. FOX Assay 

 Incubation of the AE in HT29 cell culture medium (DMEM with 10% FCS) 

resulted in a significant production of hydrogen peroxide (p ≤ 0.01, one-way ANOVA). 

Significant amounts were already generated at 5 µM AE, Ph.E (Figure 5; p ≤ 0.05, 

one-way ANOVA). In LT97 cell culture medium (MCDB with supplements) H2O2 

generation was not detectable. Amounts of generated H2O2 by AE in the two culture 

media were significantly different from each other (p ≤ 0.001, two-way ANOVA). 

Apple extract in DMEM was investigated for its potential to generate H2O2 after only 

short time incubation and it appeared as if AE also produced significant H2O2-

concentrations after 30 minutes incubation. In a parallel study after addition catalase 

to the incubation mixture H2O2 was not measurable any longer, indicating that H2O2 

is generated and then decomposed by the enzyme (not shown). 
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 Two major compounds contained in the apple extract namely chlorogenic acid 

and phloridzin, were also tested for their capacity to lead to the generation of H2O2. 

Chlorogenic acid resulted in a significant dose-dependent H2O2 production in DMEM 

culture medium (Figure 5, p ≤ 0.01). In contrast high concentrations of chlorogenic 

acid were needed to resulting H2O2 formation in MCDB culture medium (Figure 5). 

Significantly more H2O2 was produced in DMEM compared to MCDB culture medium 

(p ≤ 0.001). Phloridzin, did not lead to generation of H2O2, incubation in DMEM or in 

MCDB medium. 
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4. Discussion 

Polyphenolic compounds are implicated in preventing diseases related to oxi-

dative stress. We investigated whether an apple polyphenols extract is chemoprotec-

tive in two different human colon cell lines in vitro. In particular, the apple extract was 

tested for its ability to reduce DNA-damage induced by different genotoxic agents or 

oxidants. 

 

Different studies demonstrated that polyphenols protect against damage of 

oxidation processes. Roig et al. found that procyanidins, the main polyphenols pre-

sent in red wine and also in apples, protect rat hepatoma (Fao) cells against hydro-

gen peroxide-induced oxidative stress [36]. They could also show that a procyanidin 

mixture had a greater antioxidant effect than each of the individual flavonoids tested 

alone. Quercetin and rutin, flavonols with high antioxidative capacity, induced favour-

able changes in the antioxidant defence system of HepG2 cells thus preventing 

cellular oxidative stress [37]. The results of Graziani et al. indicate that apple poly-

phenol extracts prevented damage to human gastric epithelial cells in vitro and to rat 

gastric mucosa in vivo by  increasing intracellular antioxidant activity four-fold and 

decreasing xanthine-xanthine oxidase [38]. Chlorogenic acid and catechin, the main 

polyphenolic compounds of apple extracts, were as effective as complex apple 

extracts in preventing oxidative injury to gastric cells. A moderate wine consumption, 

and thus the combined effects of alcohol, glycerol and ascorbate together with spe-

cific wine-polyphenols, protect the nuclear material from hydrogen peroxide-derived 

reactive oxygen metabolites [39].  

In the present study we investigated the potential chemoprotective action of 

the apple polyphenols extract in cells challenged with the synthetic compound Cum-
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OOH (substrate for GSTT2-2 enzymes) and the endogenously relevant peroxide 

H2O2. Cum-OOH was significantly genotoxic in both cell lines; LT97 cells were more 

susceptible towards both compounds than HT29 carcinoma cells. The AE protected 

both cells from Cum-OOH-induced DNA damage. H2O2 was also genotoxic at 37.5 

µM up to 150 µM in both LT97 cells and HT29 cells. The DNA damage in LT97 cells 

was on a higher level than HT29 cells. The apple extract was able to reduce H2O2-

induced DNA damage in both cells lines. Our results confirm the results of the others 

studies which demonstrated that polyphenols protects from oxidative damage.  

<Since chlorogenic acid is the main polyphenolic compound in our apple extract we 

assume that the protective action is mainly due to this compound. Quercetin and 

phloridzin are also a high effective polyphenols presented in apples. They protect 

human lymphocytes and colonocytes (Caco-2) against the oxidative attack of H2O2 in 

vitro [40, 41]. Next to quercetin Horvathova and colleagues included the flavonoids 

rutin, apigenin and luteolin in their investigations. Quercetin was found to possess the 

highest protective effect in murine leukaemia L1210 cells (45 %) followed by luteolin 

(40 %) [42].  

 

During the reaction of BPDE with the DNA mainly the (+)-trans-anti-BPDE-N2-

dG adduct is formed. Normally this “bulky adducts” could be repaired via nucleotide 

excision repair (NER) [43]. B(a)P has tumour-initiating and tumour-promoting proper-

ties [44]. An enhanced intake of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) leads to an 

increased expression of CYP1A1 via the binding of PAH at the aryl hydrocarbon 

receptor (Ah-R). Due to this binding the transcription factor will be activate and mi-

grate into the cell nucleus. After a hetero dimerisation with the Ah-R nuclear translo-

cator this complex binds to the xenobiotic response element (XRE). Thus, the tran-
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scription of several genes including genes of the extracellular signal transduction, 

proliferation genes, apoptosis genes and genes of the cell cycle will be activated [45]. 

Thus, mechanisms enhance the self-sustaining growth of initiated cells and advance 

carcinogenesis. Since B(a)P binds directly at the Ah-R already low doses are suffi-

cient to be effective. 

 

The glutathione-S-transferase Pi class play an important role in the detoxifica-

tion of BPDE. The expression of GSTP1 may be an important factor in susceptibility 

of cells to the DNA damaging activities of BPDE. Recently we could show that the 

incubation of the polyphenol-rich apple extract induced the expression of GSTP1 (1.6 

fold) mRNA [46]. A functional consequence of this induction should be an increased 

detoxification of BPDE and thus reduced BPDE-induced DNA damage. In the present 

work the apple extract reduced BPDE-induced DNA damage in LT97 adenoma cells. 

Effects in HT29 cells might be due to significant H2O2 production at the used AE 

concentration (30 µM, Ph.E) for HT29 cells. LT97 have a GSTM1 null polymorphism, 

thus BPDE can only detoxified by GSTP1. A stable transfection of a rat cell line with 

GSTP1-1 resulted in a significant reduction of BPDE-DNA adducts about 70 % [47]. 

Single polyphenolic compounds like quercetin have been shown to protect dose 

dependently against BPDE-DNA adducts in human lymphocytes in vitro [48].  

The results of recent researches which found a generation of H2O2 in different 

cell culture media and buffer solutions after addition of catechin are in agreement 

with our results of the FOX assay [49, 50]. We observed a significant H2O2 produc-

tion in DMEM, but not in MCDB medium. This could be due to the high FCS amount 

in DMEM connected with a higher amount of transition metal like iron or copper. In 

the study of Akagawa et al. the metal chelator EDTA was able to inhibit the formation 
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of  a metal-polyphenolic complex and the production of H2O2 up to 25-30 % [51]. The 

incomplete inhibition suggested to a higher chelating ability of polyphenolic com-

pounds or that the autoxidation by O2 itself is involved in the H2O2 generation. The 

transition elements in the media benefit the autoxidation of the polyphenols of the 

apple extract and thus the formation of H2O2. We could also show that the addition of 

catalase to the reaction prevent the formation H2O2. In our investigation we also 

included chlorogenic acid and phloridzin, main polyphenols in the apple extract and 

resulted a significant generation of H2O2 in both cell culture media, but in MCDB only 

at very high concentrations. The individual compound phloridzin did not induce H2O2. 

Akagawa and colleagues determined for numerous polyphenols such a H2O2 produc-

tion, especially for the green tea catechin, gallic acid and caffeic acid. Further inves-

tigations are necessary to clarify the H2O2-producing property of polyphenols and 

their prooxidative and on the other hand protective effects in vitro and in vivo.   

 

In summary, the present data provide evidence that primarily polyphenols-rich 

apple extract reduced DNA damage in colon adenoma (LT97) and carcinoma (HT29) 

cell lines initiated by carcinogens with Cum-OOH, H2O2 and BPDE. In our previous 

studies we reported an induction of several phase II enzymes (e.g. GSTT2, GSTP1) 

by treatment with apple extract in HT29 cells and thus, possibly reflecting an interac-

tion of GSTs with genotoxic compounds in a way that detoxify carcinogens. H2O2 

production by polyphenols is normal however; in the present study it is difficult to 

evaluate the prooxidative effect of apple extract with Fe-NTA and BPDE for the 

antigenotoxic effects. The adenoma cell line is more sensitive towards the genotoxins 

and reduction of DNA damage; it could mirror higher efficiencies in preneoplastic 

lesions than in tumor tissues. Altogether, the reduction of DNA damage of human 
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colon cells possibly by apple polyphenols induced phase II enzymes could be new 

targets for colon cancer chemoprotection. 
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Figure 2 

PBS 4.7 µM 9.4 µM 18.8 µM 37.5 µM 75 µM 150 µM
0

10

20

30

40

50

60

medium (MCDB)
AE (7.5 µM)

*

**

**

post-incubation with H2O2 (µM)

ta
il 

in
te

ns
ity

 (%
)

***

***

***

*

***

A  

 

 

 

 

 

 

 

B  

PBS 4.7 µM 9.4 µM 18.8 µM 37.5 µM 75 µM 150 µM
0

10

20

30

40

50

60

medium (DMEM)
AE (30 µM)

***

***

**

***

***

*
***

***

post-incubation with H2O2 (µM)

ta
il 

in
te

ns
ity

 (%
)

 

 

 



MANUSKRIPT VI  146 
 

Figure 3 
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Figure 4 
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Figure legends 

Figure 1: Levels of DNA damage induced by Cum-OOH (60 - 360 µM, 5 minutes, 4 

°C) after preincubation of (A) LT97 cells or (B) HT29 cells with AE (LT97: 7.5 µM, 

HT29: 30 µM, black bars) or DMEM (grey bars) measured with the standard version 

of the alkaline Comet Assay (mean ± SD, n=3). The significant differences to the 

untreated control (RPMI) were calculated by one-way ANOVA, including Bonferronis 

Multiple Comparison Test (* p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01).  The effect of the apple extract 

preincubation was calculated, using Two-way ANOVA, including Bonferroni´s Multi-

ple Comparison Test (*** p ≤ 0.001).  

 

Figure 2: Levels of DNA damage induced by H2O2 (4.7 - 150 µM, 5 minutes, 4 °C) 

after preincubation of (A) LT97 cells or (B) HT29 cells with AE (LT97: 7.5 µM, HT29: 

30 µM, black bars) or DMEM (grey bars) measured with the standard version of the 

alkaline Comet Assay (mean ± SD, n=3). The significant differences to the un-treated 

control (RPMI) were calculated by One-way ANOVA, including Dunnett´s Multiple 

Comparison Test (** p ≤ 0.01). The effect of the apple extract preincubation was 

calculated, using Two-way ANOVA, including Bonferroni´s Multiple Comparison Test 

(* p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, *** p ≤ 0.001).  

 

Figure 3: Levels of DNA damage induced by BPDE (10 - 50 µM, 30 minutes, 37 °C) 

after preincubation of (A) LT97 cells or (B) HT29 cells with AE (LT97: 7.5 µM, HT29: 

30 µM, black bars) or DMEM (grey bars) measured with the standard version of the 

alkaline Comet Assay (n=3). The significant differences to the untreated control 

(RPMI) were calculated by One-way ANOVA, including Dunnett´s Multiple Compari-

son Test (** p ≤ 0.01). The effect of the apple extract preincubation was calculated, 
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using Two-way ANOVA, including Bonferroni´s Multiple Comparison Test (** p ≤ 

0.01).  

 

Figure 4: Hydrogen peroxide formation in the cell free culture media DMEM and 

MCDB (A) in the presence of the apple extract AE (5 - 50 µM, 24 h at 37 °C, n=3). 

The significant differences to the un-treated medium control were calculated by One-

way ANOVA, including Dunnett´s Multiple Comparison Test (* p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01). 

The significant differences between the two media were calculated using Two-way 

ANOVA, including Bonferroni´s Multiple Comparison Test (*** p ≤ 0.001). Hydrogen 

peroxide formation in the cell free culture media DMEM or MCDB (B) in the presence 

of chlorogenic acid (CA) and phloridzin (PI) (25 - 500 µM, 24 h at 37 °C, n=3). The 

significant differences to the untreated medium control were calculated by One-way 

ANOVA, including Dunnett´s Multiple Comparison Test (** p ≤ 0.01). The significant 

differences between the two media were calculated using Two-way ANOVA, includ-

ing Bonferroni´s Multiple Comparison Test (*** p ≤ 0.001).  
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4 DISKUSSION 
 
4.1 Unter welchen Bedingungen (Zeit-, Konzentrations-, Effektbeziehungen) 

beeinflussen Eisen, Uran und die komplexen Umweltproben das Wachs-
tum von Kolonkarzinomzellen? 

 

Zunächst sollten anhand des Einflusses der Testsubstanzen und komplexen Proben 

auf das Zellwachstum nicht-toxische Konzentrationen ermittelt werden. Aufgrund des 

schnellen Wachstums und der hohen Sensitivität von HT29 clone 19A-Zellen wurden 

diese Voruntersuchungen nur mit dieser Karzinomzelllinie vorgenommen.  

Die beiden Einzelnoxen Fe-NTA und U-NTA wurden hinsichtlich der Modifikation des 

Zellwachstums in einem relativ breiten Konzentrationsbereich (0-2000 µM) und für 

drei Inkubationszeiten (24-72 h) getestet. Fe-NTA bewirkte nach 72 h Inkubation in 

geringen Konzentrationen (25 µM) einen signifikanten Anstieg im Zellwachstum, sehr 

hohe Konzentrationen (2000 µM) verminderten hingegen das Zellwachstum signifi-

kant (Publikation I). Die Einzelnoxe U-NTA zeigte nach 24 und 48 h bei der höchs-

ten Konzentration einen wachstumshemmenden Effekt (Publikation III). Bei dieser 

Konzentration war das Wachstum im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle um 40-

50 % vermindert, was auf zytotoxische Effekte hindeutet. Nach 72 h war diese zyto-

toxische Wirkung schon ab 75 µM nachweisbar. Eine EC50-Dosis konnte nur nach 72 

Stunden ermittelt werden. 215 µM U-NTA verminderten die Zellzahl um die Hälfte. 

Um die Wirkungen beider Einzelnoxen in den folgenden Untersuchungen vergleichen 

zu können, wurde deshalb für beide Substanzen der gleiche Konzentrationsbereich 

gewählt. Die Inkubationszeiten der weiterführenden Experimente reichten von 30 min 

bis maximal 24 h. Es wurde deshalb ein Konzentrationsbereich von 10-1000 µM 

festgelegt. In diesem Bereich waren bei den vorgesehenen Inkubationszeiten keine 

zytotoxischen Wirkungen beobachtet worden. 

Um die komplexen Umweltproben mit unterschiedlichen Gehalten an Schwermetal-

len und Radionukliden (A - wenig, B - mittel und C - stark kontaminiert) unter kon-

stanten Bedingen testen zu können, wurden für alle 3 Proben die gleichen prozen-

tualen Konzentrationen eingesetzt (0-20 % im Medium). Das Wachstum von HT29 

clone 19A-Zellen konnte durch eine 72-stündige Inkubation nur durch die stark 

belastete Probe (C) moduliert werden. Schon ab 10 % wirkte diese Wasserprobe 

zytotoxisch. Zur Beantwortung weiterführender Fragestellungen wurden deshalb 
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Konzentrationen von bis zu 10 % gewählt. Die wesentlichen Schwermetalle in den 

Wismutwässern und deren Gehalte in den Proben sind tabellarisch im Publikati-
onsmanuskript IV zusammengefasst. 

Die Untersuchungen zeigten, dass auch geringe, durchaus physiologische  Eisen-

konzentrationen (25 µM) über eine eisenvermittelte Wachstumssteigerung ein karzi-

nogenes Potential bergen (Publikation I). In der Literatur findet man gegensätzliche 

Aussagen zum Einfluß von Eisen auf die Proliferation gesunder und neoplastischer 

Zellen. In einer Metaanalyse zeigten nur drei Viertel der Studien eine positive Korre-

lation zwischen Eisen und einem erhöhten Risiko für kolorektale Neoplasien [Nelson, 

2001]. 

 

4.2 Welchen Einfluss haben Eisen, Uran und die komplexen Umweltproben 
auf die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und den Glutathion-
Status? 

 

Über die Fenton-Reaktion und Haber-Weiss-Reaktion sind Eisen und andere 

Schwermetalle an der Bildung von Radikalen beteiligt. Auch für Uranverbindungen 

wurden solche Mechanismen diskutiert [Taqui Khan & Martell, 1969]. Die so entstan-

denen radikalischen Verbindungen führen zu toxischen Reaktionen in den Zellen, z. 

B. zu oxidativen Basenveränderungen in der DNA und können somit das Risiko für 

Kolorektalkrebs erhöhen [Abalea et al., 1998; Hartwig et al., 1993; Hartwig & Schle-

pegrell, 1995; Imlay et al., 1988]. In eigenen Untersuchungen sollte die mögliche 

Beteiligung von Eisen und Uran an der Generation reaktiver Verbindungen unter-

sucht werden. 

Die Modellsubstanz Fe-NTA war in der Lage ROS zu generieren (Publikation I). Mit 

dem ROS-Assay, der auf der durch ROS induzierten Oxidation des Fluoreszenzfarb-

stoffes Dichlorodihydrofluoreszeindiazetat basiert, konnte eine konzentrations- und 

zeitabhängige Erhöhung der Fluoreszenz und somit die Bildung reaktiver Spezies 

nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse stützen den Mechanismus der eisenvermit-

telten Fenton-Reaktion. Die gebildeten reaktiven Spezies können oxidative Schäden 

in der DNA verursachen. Von Glei et al. konnten für Fe-NTA mittels Comet Assay 

oxidative DNA-Schäden nachgewiesen werden [Glei et al., 2002]. 
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Mit der gleichen Methode (ROS Assay) konnte für die Einzelnoxe U-NTA kein signifi-

kanter Effekt gegenüber der unbehandelten Kontrolle bzw. NTA (eigene unveröffent-

lichte Daten) nachgewiesen werden. 

Die Wismutproben enthalten unterschiedliche Gehalte an Schwermetallen. Eisen ist 

eine der Hauptkontaminanten in den Wasserproben. Deshalb lag die Vermutung 

nahe, dass die Wasserproben ebenfalls zur ROS-Bildung befähigt sind. Probe A mit 

den geringsten Eisen- und Urangehalten zeigte erstaunlicherweise die deutlichste 

ROS-Bildung im Vergleich zur entsprechenden NTA-Kontrolle. In den Versuchen fiel 

auf, dass die Ergebnisse großen Schwankungen unterliegen. Die NTA-Kontrolle 

zeigte eine große Schwankungsbreite, außerdem korrelierte die ROS-Bildung nicht 

mit der Kontaminationshöhe der unterschiedlichen Proben. Diese widersprüchlichen 

Ergebnisse legen den Verdacht nahe, dass der von uns verwendete ROS Assay 

(Publikation I) nicht für alle unsere Fragestellungen bzw. Modelle optimal geeignet 

ist. Um die Ergebnisse zu validieren, wurde zusätzlich der FOX Assay durchgeführt. 

Dieser basiert auf der durch Peroxide verursachten Oxidation von Fe2+ zu Fe3+. 

Dieses reagiert mit Xylenolorange zu einem Farbkomplex, welcher bei 550 nm ge-

messen werden kann [Jaeger et al., 1994]. 

Für Fe-NTA konnte konzentrationsabhängig ein Signal nachgewiesen werden (eige-

ne unveröffentlichte Ergebnisse). Da der Assay aber auf einer Farbreaktion von Fe3+ 

mit Xylenolorange basiert und über Fe-NTA ein zusätzlicher Eintrag von Fe3+ in das 

System erfolgt, ist nicht klar, ob hierfür die Bildung von Peroxiden (H2O2) und die 

damit verbundene Farbreaktion oder zusätzlich eingetragenes Fe3+ verantwortlich ist. 

Zusammenfassend konnte für Fe-NTA im ROS Assay und unter Vorbehalt im FOX 

Assay die Bildung von ROS nachgewiesen werden. 

Auch mit dem FOX Assay konnten keine Hinweise darauf gefunden werden, dass U-

NTA ebenfalls über diesen Mechanismus seine Wirkung entfaltet. U-NTA löste keine 

Reaktion im FOX Assay aus (eigene unveröffentlichte Daten). Aus den Untersuchun-

gen im ROS-Assay und FOX Assay kann zusammenfassend geschlussfolgert wer-

den, dass U-NTA nicht über den Mechanismus der ROS-Bildung seine genotoxische 

Wirkung entfaltet. Yazzie und Kollegen schlossen ebenfalls aus ihren Untersuchun-

gen, dass bei der Genotoxizität von Uranylazetat die Fenton-vermittelte Bildung 

reaktiver Sauerstoffspezies vermutlich keine Rolle spielt [Yazzie et al., 2003].  

Die beiden mit dem FOX Assay getesteten Wismutwässer (B und C) reagierten sehr 

unterschiedlich. So war für die stark kontaminierte Wasserprobe eine signifikante, 
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konzentrationsabhängige Reaktion nachweisbar, für die moderat belastete Probe 

jedoch nicht. Da auch in den Wismutproben hohe Mengen Eisen enthalten sind, kann 

nicht ausgeschlossen werden, dass die Reaktion auf in das System eingetragenes 

Fe3+ zurückzuführen ist. Zusammenfassend kann geschlussfolgert werden, dass Fe-

NTA und vermutlich auch die stark mit Schwermetallen kontaminierte Wasserprobe 

reaktive Sauerstoffspezies generieren, was genotoxische Effekte hervorrufen kann. 

Eine abschließende Beurteilung darüber, welcher der beiden Assays (ROS Assay 

oder FOX Assay) für unsere Modelle der bessere ist kann anhand der vorliegenden 

Ergebnisse nicht getroffen werden. 

Während für Eisen die ROS-Bildung und die damit verbundene oxidative DNA-

Schädigung unbestritten ist, herrscht jedoch keine einheitliche Meinung über die 

Mechanismen, die hinter der chemischen Toxizität von Uranverbindungen stehen. 

Das oxidative Potential von Uranylionen konnte bereits 1969 nachgewiesen werden 

[Taqui Khan & Martell, 1969]. Laut Hamilton und Kollegen ist Uranylnitrat in Anwe-

senheit von H2O2 und Ascorbat in der Lage Hydroxlradikale zu generieren [Hamilton 

et al., 1997]. Miller et al. wiesen nach, dass abgereichertes Uran oxidative DNA-

Schäden verursachen kann und die Bildung von Hydroxylradikalen katalysiert [Miller 

et al., 2002a]. Die Bildung von ROS konnte mit der Modellsubstanz U-NTA nicht 

nachgewiesen werden. Die ROS-Bildung bzw. die Reaktion der Wismut-Probe C im 

FOX Assay ist wahrscheinlich auf den hohen Anteil (8100 µM) an Eisen zurückzufüh-

ren. Es ist aber auch nicht auszuschließen, dass andere Schwermetalle wie Nickel 

und Cadmium, die ebenfalls nennenswert enthalten sind, eine Rolle spielen. Demge-

genüber scheint Uran hierbei keine bzw. nur eine untergeordnete Bedeutung zuzu-

kommen.  

Reaktiven Sauerstoffspezies werden in der Promotion der Karzinogenese eine 

bedeutende Rolle zugesprochen. So sind sie an der Regulation der Genexpression 

wichtiger Zellwachstums- und Differenzierungsgene beteiligt [Crawford et al., 1988]. 

Lund und Kollegen konnten zeigen, dass ROS mit Veränderungen der Proliferation 

von Kryptzellen im Dickdarm von Ratten assoziiert sind [Lund et al., 1998]. Das 

Eisen auch in vitro von den Kolonzellen aufgenommen wird, zeigten bereits Glei et 

al. [Glei et al., 2002]. Erhöhte intrazelluläre Konzentrationen an Eisen bzw. anderen 

katalytisch wirkenden Verbindungen können dort die Bildung von ROS ermöglichen. 

Eisenüberschuss im Darm und somit verstärkter oxidativer Stress kann durch fehler-

hafte Eisensupplementierung (Überdosierung) entstehen. Dies birgt ein erhöhtes 
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Kolonkrebsrisiko [Glei et al., 2002; Lund et al., 1998; Lund et al., 1999; Richardson & 

Ponka, 1997].  Lund et al. berichteten, dass durch Supplementierung mit Eisensulfat 

im intraluminalen Pool Eisenkonzentrationen (wasserlösliches Eisen) von mehr als 

100 µM erreicht werden (Maximalwerte von bis zu 350 µM). Im Vergleich dazu liegt 

die mittlere Konzentration im Darmlumen bei rund 25 µM [Lund et al., 1998; Lund et 

al., 1999]. Außerdem wurde eine vermehrte Produktion von freien Radikalen in den 

Fäzes der Versuchspersonen mit Eisensupplementierung beobachtet, was auf die 

erhöhte Eisenkonzentration im Darm zurückgeführt werden könnte. Wir konnten für 

Fe-NTA mittels ROS Assay eine zeit- und dosishängige Bildung von ROS nachwei-

sen, wobei die höchste Dosis (1000 µM) nur etwa eine Zehnerpotenz über den von 

Lund et al. ermittelten Konzentrationen lag. Auch andere Studien assoziierten erhöh-

te Eisenkonzentrationen im Kolongewebe oder in den Fäzes mit einem erhöhten 

Risiko für Kolonkrebs [Babbs, 1992; Toyokuni et al., 1995]. 

 

Das Tripeptid Glutathion (GSH) ist an der Entgiftung von ROS und freien Radikalen 

beteiligt. Als Kosubstrat der Glutathion-S-Transferasen schützt es die Zelle nicht nur 

gegenüber reaktiven Elektrophilen, sondern auch gegen oxidativen und nitrosativen 

Stress [Bray & Taylor, 1995; Griffith, 1999]. Oxidativer Stress wird unter anderem 

über die durch Schwermetalle (wie z. B. Eisen) vermittelte Fenton Reaktion und 

damit verbundnen Bildung von ROS erzeugt [Imlay et al., 1988]. Schwermetalle 

haben gegenüber SH-Gruppen von schwefelhaltigen Proteinen (z. B. GSH) eine 

hohe Affinität. Ihre schützenden Wirkungen entfalten diese schwefelhaltigen Verbin-

dungen zum einem direkt als Chelatoren und zum anderen indirekt als Antioxidantien 

[Hirayama & Yasutake, 1998]. Metalle können antioxidative Enzymsysteme inhibie-

ren und die intrazelluläre GSH-Konzentration senken [Quig, 1998]. Quecksilber und 

Cadmium haben eine besonders hohe GSH-Affinität. Hirayama und Yasutake beo-

bachteten bei Mäusen 24 Stunden nach Gabe einer sublethalen Dosis (MeHg) 

erhöhte GSH-Konzentrationen im Nierengewebe und im Blut, in der Leber jedoch 

sinkende GSH-Gehalte [Yasutake & Hirayama, 1994]. Als Ursache für die gesunke-

nen GSH-Mengen in der Leber vermuteten sie einen starken Umsatz von GSH durch 

die Eliminierung von MeHg. Die erhöhten GSH-Level in der Niere, dem entscheiden-

den Ausscheidungsorgan für MeHg, waren auf eine Stimulierung der γ-

Glutamylcystein-Synthetase (γ-GCS) zurückzuführen. Seymen und Kollegen konnten 

nachweisen, dass eine Supplementierung mit Eisen die GSH-, Glutathionperoxidase- 
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und Superoxiddismutase-Konzentrationen in Erythrozyten erhöht [Seymen et al., 

1997].  

Der Nachweis der ROS-Bildung durch unsere Testsubstanzen lies die Frage zu, ob 

diese ebenfalls in der Lage sind, die GSH-Homeostase zu modulieren und somit auf 

die Entgiftung von ROS Einfluss zu nehmen. Daher wurde der intrazelluläre GSH-

Gehalt von HT29 clone 19A-Zellen nach 24-stündiger Inkubation mit allen Testsub-

stanzen ermittelt. In Analogie zu Seymen et al. (1997) erhöhte Eisen die intrazellulä-

re GSH-Konzentration, signifikant jedoch erst bei hohen Dosen (500 und 1000 µM) 

(Publikation I). U-NTA hingegen bewirkte diesen Effekt schon bei geringeren Kon-

zentrationen (im Vergleich zur unbehandelten Medium-Kontrolle schon ab 25 µM) 

(Publikation III). Dies stützt die Aussage, dass Substanzen, die oxidativen Stress 

induzieren, die Transkription von γ-GCS-Genen erhöhen können und die Synthese 

von GSH stimulieren [Dickinson & Forman, 2002]. Eine schwermetallinduzierte 

Veränderung der GSH-Homeostase wurde auch für andere Organe und Zellkulturen 

beschrieben. So  führte die Exposition von Ratten gegenüber moderat toxischen 

Dosen hexavalenten Chroms zu steigenden GSH-Gehalten in der Leber [Standeven 

& Wetterhahn, 1991]. In vitro-Untersuchungen zeigten für Cadmium-behandelte 

Mesangialzellen und arsenbehandelte Swiss 3T3-Zellen signifikant induzierte intra-

zelluläre GSH-Gehalte [Chin & Templeton, 1993; Li & Chou, 1992]. Die in der Litera-

tur beschriebene und in dieser Arbeit für Eisen und Uran bestätigte GSH-Erhöhung 

reflektiert möglicherweise einen Eigenschutzmechanismus der Zellen vor oxidativen 

Schäden. Obwohl in den Wismut-Proben eine Vielzahl von Schwermetallen enthalten 

sind, konnte für keine der komplexen Proben eine GSH-Reaktion nachgewiesen 

werden (eigene unveröffentlichte Daten). Möglicherweise sind die im Inkubationsan-

satz erreichten Dosen für eine deutliche Reaktion nicht ausreichend oder andere 

Kontaminanten in dem komplexen Gemisch wirken einer GSH-Erhöhung entgegen. 
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4.3 Wirken Eisen, Uran und die komplexen Umweltproben genotoxisch in 
Kolonzellen unterschiedlicher Transformationsgrade? 

 

Ein wesentliches Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die verschiedenen Zelltypen 

hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit gegenüber den mit dem Uranbergbau verbundenen 

Kontaminanten und komplexen Umweltproben zu charakterisieren. Als wichtiger 

Parameter der Empfindlichkeit wurde die Genotoxizität der Testsubstanzen in den 

Zellen mittels Einzelzellmikrogelelektrophorese (Comet Assay) untersucht. Dabei 

sollte unter anderem geklärt werden, ob die ROS-Bildung zu funktionellen Konse-

quenzen innerhalb der Zellen im Sinne von DNA-Schäden führen. Die Ergebnisse 

zeigen die genotoxische Wirkung von Fe-NTA in HT29 clone 19A-

Kolonkarzinomzellen (eigene unveröffentlichte Daten), was die Untersuchungen von 

Glei et al. bestätigt [Glei et al., 2002]. Durch Konzentrationen von 500 und 1000 µM 

Fe-NTA wurde die DNA von HT29 clone 19A signifikant geschädigt. LT97-

Adenomzellen reagierten tendenziell weniger sensitiv auf Fe-NTA. Hier zeigte sich 

nur für die höchste Konzentration (1000 µM) ein signifikanter Effekt (Publikation II). 
Die Wirkung von Fe-NTA in Primärzellen war mit der in der Karzinomzelllinie ver-

gleichbar. So  schädigten 500 und 1000 µM Fe-NTA die DNA signifikant (Publikati-
on II). Die Unterschiede hinsichtlich der Sensitivität der Zellmodelle konnten statis-

tisch gesichert werden.  

Bisherige Untersuchungen zur genotoxischen Wirkung von Uranverbindungen be-

schränkten sich vor allem auf abgereichertes Uran. Nur wenige Studien befassten 

sich mit der Genotoxizität in vitro. So berichteten Yazzie et al. von genotoxischen 

Effekten von U(VI) in Plasmid-DNA nach Reduktion mit Ascorbat [Yazzie et al., 

2003]. In der vorliegenden Arbeit wurden ähnliche Untersuchungen erstmals an 

humanen Kolonzellen durchgeführt. Hierbei erwiesen sich die Kolonkarzinomzellen 

signifikant weniger sensitiv gegenüber U-NTA als LT97-Zellen bzw. Primärzellen. In 

allen 3 Zelltypen konnte eine Dosis-Wirkungsbeziehung nachgewiesen werden, 

wobei die höchste Konzentration (1000 µM) immer zu signifikanten DNA-Schäden 

führte (Publikation III). In LT97-Zellen zeigte sich schon ab 500 µM eine signifikant 

genotoxische Wirkung. Aussagen zum Mechanismus, über den U-NTA seine geno-

toxische Wirkung entfaltet, sind anhand der Comet Assay-Ergebnisse allein nicht 

möglich. In den vorangegangenen Untersuchungen konnte für U-NTA über verschie-

dene Methoden jedoch kein ROS-bildendes Potential nachgewiesen werden. Des-
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halb liegt die Vermutung nahe, dass U-NTA, wie von Franklin beschriebenen, direkt 

mit der DNA interagiert und diese hydrolysiert [Franklin, 2001].   

Eine mögliche Ursache für die relativ hohe Sensitivität primärer Kolonepithelzellen ist 

die im Vergleich zu den beiden Kulturzelllinien geringere Expression antioxidativer 

Enzymsysteme. So ist z. B. die basale GST-Aktivität in Primärzellen nur halb so hoch 

wie in LT97-Adenomzellen und Glutathion-S-Transferase P1 (GSTP1) ist in LT97-

Zellen etwa doppelt so stark exprimiert wie in Primärzellen (425 ng/106 Zellen versus 

194 ng/106 Zellen) [Schäferhenrich et al., 2003a]. Auch das relative Expressionsni-

veau der Katalase ist in Primärzellen geringer als in LT97-Zellen (unveröffentlichte 

Ergebnisse der Arbeitsgruppe Pool-Zobel). Die hohe Sensitivität der Primärzellen 

gegenüber den Noxen Fe-NTA und U-NTA spricht dafür, dass diese Substanzen 

über ihre Fähigkeit Strangbrüche in der DNA zu induzieren, eine Rolle in der Initiation 

und frühen Progression des Kolonkrebses spielen können. 

Der Einsatz komplexer Umweltproben im Comet Assay war bisher am Lehrstuhl noch 

nicht etabliert. Da über das Wirkungsspektrum, die Wirkungshöhe und die effektiven 

Konzentrationen keine Informationen vorlagen, wurden in Voruntersuchungen zu-

nächst alle 3 Wismutwässer in einem breiten Konzentrationsbereich in der Karzinom-

zelllinie HT29 clone 19A eingesetzt (0-20 %). Alle Proben wurden mengenmäßig in 

gleichen Konzentrationen getestet (% in Zellkulturmedium), um die Wirkung der 

unterschiedlichen Kontaminationsgrade zu erfassen. Diese Voruntersuchungen 

dienten der ersten genotoxischen Einstufung der Proben und der Definition geeigne-

ter Konzentrationen. Nur die Proben B und C erwiesen sich als genotoxisch, weshalb 

nur diese in die weiterführenden Untersuchungen einbezogen wurden.  

Die in den Voruntersuchungen als genotoxisch eingestuften Wismutproben B und C 

zeigten in allen 3 Zelllinien einen Dosis-Wirkungszusammenhang (Publikationsma-
nuskript IV). In Primärzellen induzierte die Wismutprobe B in den Konzentrationen 

7,5 und 10 % signifikante DNA-Schäden, die stark kontaminierte Probe C bereits ab 

2,5 %. In der Adenomzelllinie wurden signifikante Werte nur in den höchsten Kon-

zentrationen (7,5 und 10 % Wismutprobe C, 10 % Wismutprobe B) erreicht. In HT29 

clone 19A-Zellen wurde eine vergleichbare Wirkhöhe nachgewiesen. Die Probe B 

war signifikant genotoxisch ab 5 % der Probe im Inkubationsmedium, die Probe C 

schon bei geringeren Konzentrationen (ab 2 %). Die in Primärzellen und LT97 mitge-

führte Positivkontrolle (500 µM Fe-NTA) induzierte erwartungsgemäß signifikante 

Schäden. Hinsichtlich der Sensitivität der Zellen gegenüber der Wismutprobe C 
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konnten signifikanten Unterschiede für die Konzentration 7,5 % in Medium im Ver-

gleich der Primärzellen mit den anderen beiden Zelltypen festgestellt werden.  

Die effektiven Konzentrationen der Wismutproben, bezogen auf den Gehalt an Eisen 

und Uran (Hauptkontaminanten und Vergleichsubstanzen) sind um ein Vielfaches 

niedriger als die in den Versuchen mit den Einzelnoxen Fe-NTA und U-NTA ermittel-

ten Konzentrationen. Die Wismutprobe B erreichte mit einer 23-fach geringeren 

Eisenkonzentration im Vergleich zu 500 µM der Einzelnoxe Fe-NTA und einer 25000-

fach geringeren Urankonzentration im Vergleich zu 500 µM der Einzelnoxe U-NTA 

eine ähnlich hohe Schädigung (TI). Für die Wismutprobe C reichten eine 2,5-fach 

niedrigere Eisenkonzentration und 6500-fach niedrigere Urankonzentration für ein 

vergleichbares Schädigungsprofil aus.  Die in den komplexen Proben enthaltenen 

anorganischen Kontaminanten verstärken bzw. addieren ihre Wirkungen gegenseitig, 

so dass für die vergleichsweise hohe Genotoxizität nicht nur Eisen und Uran verant-

wortlich sind. 

 

4.4 Führen die Umweltproben und die Leitsubstanzen zu einer veränderten 
Sensitivität der Zellen gegenüber weiteren Noxen bzw. wird die Reparatur 
induzierter Schäden beeinflusst? 

 

Eine Vielzahl von Untersuchungen berichten über den Einfluss von Schwermetallen 

auf DNA-Reparaturprozesse. Die Metalle Nickel, Cadmium, Cobalt oder Arsen haben 

zum Teil selbst nur ein geringes DNA-schädigendes Potential, werden jedoch wegen 

ihrer Fähigkeit in geringen, nicht-zytotoxischen Konzentrationen, die Reparatur 

entstandener Schäden zu hemmen, als karzinogen eingestuft [Hartwig A., 2002; 

Hartwig et al., 1996; Hartwig, 1998; Hartwig & Beyersmann, 1989a; Hartwig & 

Schwerdtle, 2002]. So konnte für Nickel eine Hemmung der Nukleotid-Exzisions-

Reparatur von UV-induzierten DNA-Schäden nachgewiesen werden [Hartwig & 

Beyersmann, 1989b]. Verschiedene Arbeitsgruppen beobachteten, dass Cadmium 

die Reparatur von UV-, Benzo[a]pyren- und Methylmethansulfonat-induzierten DNA-

Schäden in humanen Blutzellen und humanen Kulturzellen (SV40-transformierte 

Fibroblasten, Zervixkarzinomzellen HeLa) hemmt [Dally & Hartwig, 1997; Hartmann 

& Speit, 1996; Nocentini, 1987]. Im Gegensatz dazu stellten Abalea et al. fest, dass 

Fe-NTA in geringen Konzentrationen (10 und 100 µM) die Reparatur in Leberzellkul-

turen nicht inhibiert, sondern aktiviert [Abalea et al., 1998]. Die stimulierte Reparatur-
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aktivität reichte jedoch nicht aus, um eine Anreicherung hoch mutagener, oxidativer 

Metaboliten zu verhindern. Eine Exposition gegenüber hohen Eisenkonzentrationen, 

z. B. im Falle einer Eisenüberladung, ist jedoch im Kolon wahrscheinlicher als in der 

Leber, wo die Exposition nur systemisch erfolgt. In den vorliegenden Studien sollte 

deshalb untersucht werden, wie Fe-NTA, U-NTA und eine ausgewählte Wismutprobe 

die Reparatur in humanen Kolonzellen moduliert.  Hierfür wurden HT29 clone 19A-

Zellen über 24 Stunden mit geringen, nicht zyto- und genotoxischen Konzentrationen 

dieser Substanzen vorinkubiert und anschließend mit verschiedenen, als kolorektale 

Risikofaktoren geltenden Modellsubstanzen, geschädigt. Wasserstoffperoxid (H2O2) 

als Produkt des oxidativen Stresses und 4-Hydroxynonenal als Produkt der Lipidpe-

roxidation wirken in Kolonzellen genotoxisch [Abrahamse et al., 1999; Schäferhen-

rich et al., 2003a]. 2-Hydroxyamino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridin (NOH-

PhIP) entsteht als Protein-Pyrolyseprodukt beim Erhitzen von Fleisch und Fisch und 

ist als Modellsubstanz für heterozyklische Amine anerkannt [Layton et al., 1995]. 

U-NTA hatte keinen Effekt auf die Persistenz H2O2-, HNE- und NOH-PhIP-induzierter 

DNA-Schäden (Publikationen III). D. h., die induzierten Schäden wurden unabhän-

gig von der Vorinkubation partiell repariert. Auch für Fe-NTA konnte weder eine 

Hemmung der Reparatur, wie es für Nickel oder Cadmium beschrieben wurde [Dally 

& Hartwig, 1997], noch eine erhöhte Reparatur, wie von Abalea et al. ermittelt, nach-

gewiesen werden [Abalea et al., 1998]. Jedoch erhöhte die Vorinkubation mit Eisen 

die HNE-induzierten Schäden (Publikation I). Die Schadensrate war auch nach 120 

Minuten Reparaturzeit noch signifikant höher als in Zellen ohne Vorinkubation. Dem-

zufolge scheinen geringe Eisenkonzentrationen in Verbindung mit HNE additiv zu 

wirken. Als Produkt der Lipidperoxidation verursacht HNE v. a. Schäden in Membra-

nen [Abrahamse et al., 1999; Chen & Yu, 1994]. In humanen Kolonzellen wurden 

aber auch globale DNA-Schäden und genspezifische Schäden nachgewiesen [Schä-

ferhenrich et al., 2003a; Schäferhenrich et al., 2003b]. Über mögliche Mechanismen 

für die ko-genotoxische Wirkung kann derzeit nur spekuliert werden. Am wahrschein-

lichsten ist die Theorie, dass HNE in Kombination mit Metallen ähnlich reagiert wie 

H2O2. Winston et al. beschrieben schon 1983, dass Alkylhydroperoxide wie HNE 

durch Eisenkomplexe in Alkoxylradikale umgewandelt werden können, welche to-

xisch sind [Winston et al., 1983].  

In Leberzellen bewirkte eisenvermittelter oxidativer Stress die Bildung von HNE 

[Hammer et al., 1997]. Metalle katalysieren die Bildung von Hydroxylradikalen und 
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die Peroxidation von Lipiden [Goddard & Sweeney, 1983; Halliwell & Gutteridge, 

1984; Sakurai & Cederbaum, 1998]. Unter den von uns gewählten Bedingungen ist 

eine eisenvermittelte Lipidperoxidation durchaus denkbar. In diesem Zusammenhang 

könnte auch HNE gebildet werden, wie es in Nieren- und Leberhomogenaten von Fe-

NTA-behandelten Ratten nachgewiesen werden konnte [Lamb et al., 1999; Toyokuni 

et al., 1997]. Es ist denkbar, dass Eisen in geringen Konzentrationen in vitro die 

Lipidperoxidation in Zellen oder dem umgebenden Medium katalysiert und somit an 

der Bildung reaktiver Metabolite wie HNE beteiligt ist. 

 

4.5 Induzieren Eisen, Uran und die komplexen Umweltproben DNA-Schäden 
in spezifischen Genen bzw. in spezifischen Chromosomen humaner Ko-
lonzellen? 

 

Zum Nachweis genspezifischer Effekte wurde die auf dem Comet Assay basierende 

Comet FISH Technik genutzt. Neben der prozentualen Verteilung in den Kometen-

klassen wurde auch die prozentuale Auswanderung der TP53-Signale in den Kome-

tenschwanz geschädigter Zellen ermittelt. Während der Comet Assay nur Aussagen 

über die Schäden in der Gesamt-DNA zulässt, ermöglicht die Kombination mit einer 

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung die Visualisierung und Lokalisierung der zu unter-

suchenden Sequenz [Rapp et al., 2001]. Diese Methode liefert neue Erkenntnisse 

zur allgemeinen Organisation des Zellkerns [Santos et al., 1999], zur Synthese und 

Reparatur der DNA [McKelvey-Martin et al., 1998] und zur Sensitivität bestimmter 

Gene oder Chromosomen gegenüber unterschiedlichen Noxen. Neben physikali-

schen Noxen wie γ-, UV-A- oder Röntgenstrahlung [Bock et al., 1999; McKelvey-

Martin et al., 1998; McKenna et al., 2003a; McKenna et al., 2003b; Rapp et al., 1999; 

Rapp et al., 2000] wurden bisher auch verschiedene chemische Agenzien mit dieser 

Technik untersucht. Hier sind vor allem die Lipidperoxidationsprodukte HNE und 

Hexenal, H2O2 als Metabolit des oxidativen Stresses [Schäferhenrich et al., 2003a; 

Schäferhenrich et al., 2003b] sowie Restriktionsendonukleasen und DNAse zu nen-

nen [Menke et al., 2000].  

Für eine optimale Auswertung der Comet FISH Versuche ist ein stabiler, diploider 

Karyotyp von großer Bedeutung, um zwei theoretisch zu erwartende Hybridisie-

rungssignale für jede Zelle zu erhalten. Aufgrund des heterogenen Karyotyps und 

zahlreicher chromosomaler Aberrationen konnte die Karzinomzelllinie HT29 clone 
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19A in die Untersuchungen zu genspezifischen Schäden deshalb nicht einbezogen 

werden [Kuechler et al., 2003]. Bei den primären Kolonepithelzellen kann davon 

ausgegangen werden, dass sie einen normalen diploiden Karyotyp haben, da sie aus 

gesundem humanem Kolongewebe gewonnen wurden. Neben primären Kolonzellen 

ist auch die Adenomzelllinie LT97 gut für diese Methode geeignet. Sie hat einen 

stabilen, diploiden Karyotyp und das in dieser Arbeit interessierende Gen TP53 liegt 

unverändert vor [Schäferhenrich et al., 2003a]. 

Fe-NTA, U-NTA und die Wismut-Probe B zeigten sowohl in LT97-Adenomzellen als 

auch in Primärzellen mit steigenden Konzentrationen eine Verschiebung der Kome-

tenklassen in Richtung geschädigter Zellen. Dies spiegelt die Dosis-Wirkungs-

abhängige Genotoxizität der Testsubstanzen wider, die mittels Computer-gestützter 

Auswertung der Fluoreszenz im Schweif (Comet Assay) in vorangegangenen Expe-

rimenten schon bewiesen wurde. Außerdem konnte beobachtet werden, dass in 

geschädigten Zellen konzentrationsabhängig TP53-Signale signifikant in den Schweif 

auswandern. In beiden Zelltypen waren ab 500 µM Fe-NTA mehr als 50 % der ge-

schädigten Zellen (Kometenklassen 2-4) von der Auswanderung des TP53 in den 

Schweif betroffen (Publikation II). Für U-NTA war dieser Zusammenhang in Primär-

zellen ähnlich stark, ca. 50 % der mit 500 und 1000 µM U-NTA geschädigten Zellen 

zeigten eine Auswanderung von TP53 (Publikation III). Für LT97-Adenomzellen war 

eine signifikante TP53-Auswanderung nach U-NTA-Behandlung nur in der höchsten 

Konzentration (1000 µM) nachweisbar. Primärzellen reagierten somit tendenziell 

stärker als LT97-Zellen. Für die kontaminierte Umweltprobe B zeigte sich ein ähnlich 

starker Zusammenhang in LT97-Zellen (Publikationsmanuskript IV). Schon bei 

sehr geringen Konzentrationen (2,5 % in Medium) waren ca. 50 % der geschädigten 

Zellen von einer TP53-Migration betroffen, bei der höchsten Konzentration (10 % in 

Medium), waren es sogar 60 %. Die Comet FISH Ergebnisse deuten darauf hin, dass 

das TP53-Gen bzw. die Sonde umfassende Region sehr sensitiv auf die von uns 

untersuchten Testsubstanzen reagiert. Die hohe Sensitivität des Gens gegenüber 

Eisen stützt die Hypothese, dass Eisenüberschuss bei Eisenspeicherkrankheiten 

(Wilson disease und Hämochromatose) Mutationen im Tumorsuppressorgen TP53 

verursacht [Hussain et al., 2000]. Die Sensitivität des TP53-Gens gegenüber ande-

ren Risikofaktoren des Kolorektalkrebses waren Gegenstand der Untersuchungen 

von Schäferhenrich und Kollegen. Sie schlussfolgerten aus einer erhöhten Migration 

des TP53 in den Schweif, dass das Gen besonders sensitiv gegenüber der genotoxi-
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schen Wirkung von HNE in LT97-Adenomzellen reagiert [Schäferhenrich et al., 

2003a]. Da genetische Veränderungen des Tumorsuppressorgens TP53 im Zusam-

menhang mit späten Ereignissen der kolorektalen Karzinogenese stehen, sind die 

Hinweise auf eine hohe Sensitivität dieses Gens gegenüber kolorektalen Risikofakto-

ren wie Eisen von großer Bedeutung. Die erhaltenen Ergebnisse lassen darauf 

schließen, dass Eisen neben seiner Bedeutung für die Initiation und frühe Progressi-

on auch in späteren Ereignissen des Kolorekatalkrebses eine nicht zu vernachlässi-

gende Rolle spielt. Die Resultate tragen somit zum besseren Verständnis der geno-

toxischen Wirkung von Eisen bei. Für die in vivo-Situation im Eisenüberschuss be-

deutet dies ein karzinogenes Potential in der kolorektalen Karzinogenese. Schä-

ferhenrich et al., die neben dem TP53 auch weitere an der kolorektalen Karzinoge-

nese beteiligte Gene untersuchten, stellten außerdem fest, dass das TP53-Gen 

sensitiver auf genspezifische Schäden reagiert als APC oder K-RAS-Gen 

[Schäferhenrich, 2004]. Dies bestätigt, dass in Tumoren das TP53-Gen am häufigs-

ten Mutationen aufweist. Setzt man diese Ergebnisse jedoch in Zusammenhang mit 

dem Mehrstufenmodel der Kolonkarzinogenese von Fearon und Vogelstein (1990) 

entsteht ein Widerspruch, denn hiernach müsste das APC-Gen am empfindlichsten 

reagieren, da es im Karzinogeneseprozess an erster Stelle steht [Fearon & Vogel-

stein, 1990].  

Für die Primärzellen wurde gegenüber den LT97-Adenomzellen eine tendenziell 

höhere Sensitivität gegenüber Fe-NTA und U-NTA ermittelt. Dies stimmt mit den 

Ergebnissen von Schäferhenrich et al. überein, die für primäre Kolonzellen im Ver-

gleich zu den Adenomzellen eine relativ hohe TP53-Sensitvität gegenüber H2O2 als 

ROS-bildende Noxe feststellten [Schäferhenrich et al., 2003b]. Im Comet Assay 

hingegen, der die Schädigung der Gesamt-DNA erfasst, erwiesen sich die Kolonkar-

zinomzellen (HT29 clone 19A) als besonders sensitiv gegenüber Fe-NTA. Dies 

stimmt gut mit der Tatsache überein, dass es im Laufe der Karzinogenese neben 

Mutationen in den bereits beschriebenen Tumorsuppressorgenen und Protoonkoge-

nen auch zu Veränderungen in DNA-Reparaturgenen und somit zu einer zunehmen-

den genomischen Instabilität und generellen Anhäufung von Mutationen in der ge-

samten DNA kommt [Vogelstein et al., 2000]. Die Verteilung der durch bestimmte 

Noxen induzierten DNA-Schäden im Genom erfolgt nicht zufällig, sondern ist abhän-

gig von der Chromosomenstruktur, der Aktivität der Gene und der lokal spezifischen 

Reparaturaktivität [Cremer et al., 1996; Diculescu, 1997; Johnson et al., 1999; Wolf-
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fe, 1994]. So konnte für strahlungsinduzierte Schäden in Comet FISH Versuchen mit 

Ganzchromosomenproben ein Zusammenhang mit der Dichte aktiver Gene auf den 

jeweiligen Chromosomen nachgewiesen werden. Verschiedene Arbeitsgruppen 

fanden für genärmere Chromosomen nach UV-A-Bestrahlung häufiger Chromoso-

menbruchstücke im Kometenschweif, als für genreichere Chromosomen [Bock et al., 

1999; Deloukas et al., 1998; Rapp et al., 2000]. Röntgenstrahlen hingegen setzten 

vor allem in genreichen Chromosomenabschnitten Schäden, was für grundsätzlich 

unterschiedliche Schädigungsmechanismen spricht [Slijpcevic, 2004; Tucker & Senft, 

1994]. In den Untersuchungen von Schäferhenrich et al. nahmen die genspezifischen 

Schäden mit der Dichte aktiver Gene auf den Chromosomen zu [Schäferhenrich, 

2004]. So zeigte das TP53 Gen, welches auf Chromosom 17 mit hoher Dichte aktiver 

Gene lokalisiert ist, höhere Schäden als die Gene APC und K-RAS, die wiederum auf 

Chromosomen mit geringerer Dichte aktiver Gene zu finden sind (Chromosom 5 bzw. 

12). Die aufgrund der Dichte aktiver Gene auf den Chromosomen zu erwartenden 

Unterschiede in der genspezifischen Sensitivität der Gene APC und K-RAS (APC<K-

RAS) konnten von Schäferhenrich et al. jedoch nicht bestätigt werden.  

In zukünftigen Untersuchungen bleibt zu klären, ob eine verstärkte Migration des 

TP53 mit direkten Mutationen dieses Gens verbunden ist und wie Eisen und wismut-

relevante Verbindungen das Mutationspektrum modulieren. Erste Anhaltspunkte 

hierfür liefern die im Folgenden diskutierten Untersuchungen mittels 24-Farben-FISH. 

 

Der 24-Farben-FISH ermöglicht, jedes der 24 Chromosomen (22 Autosomen, X- und 

Y-Chromosom) mit einer spezifischen Kombination von Fluoreszenzfarbstoffen zu 

markieren und somit den Ursprung des chromosomalen Materials zu identifizieren 

[Speicher et al., 1996]. Durch eine vorherige Inkubation der Zellen mit den zu testen-

den Substanzen kann mit dieser Methode das klastogene Potential der Testsubstan-

zen untersucht werden. Die im Comet Assay messbare DNA-Schädigung stellt nur 

den momentanen Zustand der DNA dar. Diese Schäden können repariert werden. 

Spricht man also von einer mittels Comet Assay ermittelten Genotoxizität einer 

Substanz, kann man nicht davon ausgehen, dass sich diese Schäden auch auf 

chromosomaler Ebene manifestieren. Der 24-Farben-FISH ist in der Lage diese 

stabilen Mutationen zu erfassen. Durch das Inkubationsregime erhalten die Zellen 

die Möglichkeit einen kompletten Zyklus zu durchlaufen, so dass dann die geneti-
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schen Veränderungen messbar sind, die nicht mehr reparabel sind und in stabile 

chromosomale Aberrationen konvertiert wurden.  

Knoll et al. nutzten den 24-Farben-FISH erstmals in vitro, um substanzinduzierte 

zytogenetische Veränderungen in Kolonzellen nachzuweisen [Knoll et al., 2006]. Sie 

wiesen für 2-Dodecylcyclobutanon (2dDCB), ein durch die Bestrahlung von fetthalti-

gen Lebensmitteln entstehendes Alkylcyclobutanon, zytogenetische Eigenschaften in 

humanen Kolonadenomzellen (LT97) nach. In der vorliegenden Arbeit ist es nun 

erstmals gelungen, die durch eine Umweltnoxe verursachten genotoxischen Effekte 

in humanen Kolonzellen mittels 24-Farben-FISH auch auf chromosomaler Ebene 

nachzuweisen. So konnte gezeigt werden, dass U-NTA vor allem Deletionen und 

Translokationen verursacht (Publikation III). Das für U-NTA beobachtete Mutations-

spektrum unterscheidet sich von denen durch 2dDCB induzierten Mutationen, welche 

sich vor allem als Isochromosomen und Deletionen manifestieren (Knoll et al, 2006). 

Die Entstehung der durch U-NTA verursachten Translokationen erfolgte konzentrati-

onsabhängig. Mit steigenden Konzentrationen konnte ein erhöhter Anteil aberranter 

Metaphasen nachgewiesen werden. Die durch U-NTA induzierten und mittels 24-

Farben-FISH nachgewiesenen chromosomalen Aberrationen verdeutlichen, dass  

sich ein großer Teil der im Comet Assay ermittelten DNA-Schäden auch auf chromo-

somaler Ebene manifestiert haben. U-NTA wirkt somit genotoxisch und klastogen.  

Ein interessantes Bild ergab sich bei näherer Betrachtung der Chromosomen 5, 12 

und 17, auf denen die tumorrelevanten Gene APC, K-RAS und TP53 lokalisiert sind. 

Der Anteil dieser Chromosomen an der Gesamtanzahl geschädigter Chromosomen, 

verursacht durch die höchste Konzentration U-NTA (2000 µM), betrug etwa 30 %. 

Diese Ergebnisse stützen die Hypothese, dass chromosomale Veränderungen auch 

bereits in frühe Prozesse der kolorektalen Karzinogenese involviert sein können. Lin 

et al. untersuchten mit Uranylnitrat eine vergleichbare Verbindung [Lin et al., 1993]. 

Sie konnten nach Exposition (10-300 µM) von Chinesische Hamster-Ovarien-Zellen 

(CHO-Zellen) erhöhte Frequenzen an Mikrokernen, Schwester-Chromatid-

Austauschen und chromosomalen Aberrationen nachweisen. In in vivo Versuchen 

hingegen zeigten Uranverbindungen meist keine derartigen Effekte. In Lymphozyten 

von Golf-Krieg Veteranen, die mit abgereichertem Uran (depleted uranium) exponiert 

waren, konnten keine chromosomalen Aberrationen detektiert werden [McDiarmid et 

al., 2000]. Minenarbeiter, die über einen längeren Zeitraum höheren Dosen Uran-

bergbau-assoziierter Verbindungen ausgesetzt waren, zeigten keine erhöhte Inzi-
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denz chromosomaler Veränderungen in weißen Blutzellen [Lloyd et al., 2002]. Im 

Gegensatz dazu konnte für eine Gruppe von Arbeitern der Wismut-Minen eine erhöh-

te Mikrokernrate in Lungenmakrophagen ermittelt werden [Popp et al., 2000]. Mögli-

che Ursache für diese zum Teil sehr unterschiedlich ausfallenden Studienergebnisse 

könnte sein, dass den Untersuchungen unterschiedliche Expositionsarten und -

höhen zugrunde lagen.  

 
4.6 Sind Leukozyten als Biomarker zur Erfassung von hohen Eisen-Expositionen 

geeignet? 
 

Neben der genotoxischen Wirkung von Fe-NTA in vitro in humanen Kolonzellen 

konnten wir auch für isolierte humane Leukozyten Fe-NTA-induzierte Strangbrüche 

nachweisen (Publikationsmanuskript V). Die durch 500 µM Fe-NTA verursachten 

Schäden waren in humanen Leukozyten deutlich höher als in humanen Kolonzellen 

(Leukozyten: 34,1 ± 7,4 % TI; Primäre Kolonepithelzellen: 20,1 ± 1,7 % TI; LT97-

Kolonadenomzellen: 20,4 ± 8,5 % TI). Leukozyten von Ratten, die ex vivo durch eine 

Eisenüberschuss-Diät exponiert wurden, zeigten ebenfalls signifikante Schäden. 

Humane Leukozyten sind somit als Marker hoher Eisenexpositionen geeignet. Die ex 

vivo Resultate lassen darauf schließen, dass nach einer oralen genotoxischen Belas-

tung mit Eisen auch systemische Effekte nachweisbar sind. Diese kombinierte Studie 

zeigte außerdem, dass Eisenüberschuss oxidierte DNA-Basen ex vivo in Ratten-

Leukozyten, nicht aber in vitro in humanen Leukozyten induziert (Publikationsma-
nuskript V). Mögliche Ursachen für die unterschiedlichen Effekte in Leukozyten von 

Menschen und Ratten (bzw. in vitro und ex vivo) können die unterschiedlichen Ei-

senquellen (Fe-NTA bzw. FeSO4) und die verschiedene Ausstattung mit antioxidati-

ven Enzymsystemen sein. In humanen Kolonkarzinomzellen (HT29 clone 19A) 

konnten Glei et al. für Fe-NTA in vitro oxidierte Purinbasen (Fpg-sensitive Stellen) 

nachweisen. Dies spricht dafür, dass Fe-NTA in der Lage ist, die Oxidation von DNA-

Basen in humanen Zellen auszulösen, wenn auch auf vergleichsweise geringerem 

Niveau [Glei et al., 2002].  
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4.7 Kann ein polyphenolreicher Apfelextrakt chemopräventiv gegenüber 
Eisen und anderen Genotoxinen wirken? 

 

Die durch Fe-NTA verursachte Schädigung der DNA kann auf oxidativen Prozessen 

beruhen. Antioxidative Nahrungsinhaltsstoffe sind in der Lage diesen Prozessen 

entgegenzuwirken und präventiv in Karzinogeneseprozesse einzugreifen [Dias et al., 

2005; Roig et al., 2002]. 

Für die Untersuchungen zur Protektion genotoxischer Effekte von Eisen und anderen 

Noxen wurde ein Apfelextrakt mit hohem Polyphenolgehalt ausgewählt [Will et al., 

2004]. In Genexpressionsanalysen mit diesem Apfelextrakt erwiesen sich in HT29-

Zellen und LT97-Zellen unterschiedliche Konzentrationen als effektiv. In beiden 

Zelllinien wurden durch den Apfelextrakt (HT29-Zellen: 30 µM; LT97-Zellen: 7,5 µM) 

die Gene GSTT2 und GSTP1 hoch reguliert [Veeriah et al., 2006]. Diese beiden 

Gene kodieren für Enzyme, die zur Familie der Glutathion-S-Transferasen (GST) 

gehören. Als Phase-II-Enzyme sind sie an der Entgiftung toxischer Metabolite betei-

ligt. GSTT2 entgiftet unter anderem Cumenhydroperoxid (Cum-OOH) [Hayes et al., 

2005] und GSTP1 Benzo[a]pyrendiolepoxid (BPDE) [Hu et al., 1999]. Neben H2O2, 

das auch endogen im Körper gebildet wird und an dessen Entgiftung verschiedene 

Enzyme beteiligt sind, wurden deshalb zusätzlich die beiden Substrate  Cum-OOH 

und BPDE im Comet Assay eingesetzt, um die funktionellen Konsequenzen der 

GST-Induktion durch den Apfelextrakt, d.h., den potentiellen Schutz vor den durch 

diese Substanzen hervorgerufenen DNA-Schäden, nachzuweisen. Hierfür wurden 

die Zellen für 24 Stunden mit dem Apfelextrakt vorinkubiert (HT29-Zellen: 30 µM; 

LT97-Zellen: 7,5 µM; 37 °C) und anschließend mit Fe-NTA, BPDE (30 min, 37 °C), 

H2O2, bzw. Cum-OOH (5 min, 4 °C) geschädigt. 

BPDE schädigte die DNA beider Zelllinien signifikant, jedoch in HT29-Zellen erst ab 

30 µM (Publikationsmanuskript VI). Damit erwiesen sich die LT97-Adenomzellen 

hinsichtlich der Schädigung durch BPDE signifikant sensitiver. Die Vorinkubation mit 

dem Apfelextrakt bewirkte in der Kolonadenomzelllinie bei höheren BPDE-

Konzentrationen einen Schutz der Zellen gegenüber der genotoxischen Wirkung 

dieser Substanz. In HT29-Zellen hingegen erhöhte der Apfelextrakt die genotoxische 

Wirkung signifikant. Die Vitalität der mit dem Apfelextrakt vorinkubierten Zellen war 

nach dem Challenge Assay signifikant reduziert, was jedoch nicht auf die Behand-
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lung mit BPDE, sondern auf den Apfelextrakt selbst zurückzuführen war. Möglicher-

weise ist hierfür die in Verbindung mit dem Zellkulturmedium der HT29-Zellen nach-

weisbare H2O2-Produktion des Apfelextraktes verantwortlich. In LT97-Adenomzellen 

konnte zumindest bei höherer Schädigung ein protektiver Effekt nachgewiesen 

werden. In Verbindung mit dem MCDB-Zellkulturmedium der LT97-Zellen war keine 

Generation von H2O2 messbar. In vitro war Quercetin in humanen Lymphozyten in 

der Lage vor diesen Addukten zu schützen [Wilms et al., 2005].  

Das synthetische Hydroperoxid Cum-OOH erwies sich in beiden Zelllinien als geno-

toxisch, wobei die Kolonadenomzelllinie LT97 signifikant sensitiver als die Karzinom-

zelllinie (bis zu doppelt so hohe Schäden bei der maximalen Konzentration von 360 

µM) reagierte (Publikationsmanuskript VI). Die Vorinkubation mit dem Apfelextrakt 

reduzierte die genotoxische Wirkung von Cum-OOH signifikant in beiden Zelllinien. 

Auch gegenüber H2O2 zeigten LT97-Zellen eine höhere Sensitivität. Ab einer Kon-

zentration von 37,5 µM zeigten sich erste signifikante Schäden (Publikationsmanu-
skript VI). Der Apfelextrakt ASO2 wirkte signifikant protektiv in beiden Zellen, wobei 

der Effekt auch hier in LT97-Zellen eindeutig stärker war. In weiteren Versuchen 

bleibt zu klären, ob die gemessene Verminderung der DNA-Schädigung tatsächlich 

eine funktionelle Konsequenz der GSTT2-Induktion ist oder im Zusammenhang mit 

den durch den Apfelextrakt hervorgerufenen zytotoxischen Effekten steht. Hierbei 

könnte über Zytotoxizität eine Selektion resistenterer Zellen erfolgen, was sich dann 

im Comet Assay als verminderte DNA-Schädigung widerspiegeln würde.  

Der Schutz vor oxidativen Schäden durch Polyphenole wurde bereits in verschiede-

nen Studien nachgewiesen. So konnten Roig und Kollegen zeigen, dass Procyanidi-

ne, die vor allem im Rotwein, aber auch in Äpfeln nachweisbar sind, Fao-Zellen vor 

H2O2-induzierten oxidativen DNA-Schäden schützen [Roig et al., 2002]. Hierbei war 

ein Mix aus Procyanidinen effektiver als die Einzelkomponenten. Über eine Induktion 

der zellulären antioxidativen Aktivität und die Hemmung der Xanthin-Xanthin-Oxidase 

verminderten Polyphenolextrakte aus Äpfeln Schäden in humanen Magenepithelzel-

len in vitro und in der Magenmukosa von Ratten in vivo [Graziani et al., 2005]. Chlo-

rogensäure und Catechine, Hauptvertreter der Polyphenole in Apfelextrakten, waren 

als Einzelsubstanzen dabei genauso effektiv wie komplexe Apfelextrakte. Quercetin 

und Myricitin sind ebenfalls in Äpfeln vorkommende Polyphenole mit hohem antioxi-

dativem Potential. Sie schützten humane Lymphozyten und Kolonozyten (Caco-2) 

gegenüber oxidativen Angriffen durch H2O2 [Duthie et al., 1997a; Duthie & Dobson, 
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1999]. Horvathowa und Kollegen bezogen noch weitere Flavonoide (Rutin, Apigenin, 

Luteolin) in ihre Untersuchungen ein [Horvathova et al., 2003]. Sie fanden heraus, 

dass Quercetin den stärksten protektiven Effekt in L1210-Leukemia-Zellen ausübt, 

gefolgt von Luteolin. Apigenin und Rutin zeigten keine protektive Wirkung. Apigenin 

war in hohen Konzentrationen sogar selbst genotoxisch. Potentielle pro-oxidative 

Eigenschaften einiger Polyphenole wurden auch von Szeto und Benzie demonstriert 

[Szeto & Benzie, 2002]. Die Grüntee-Catechine Epigallocatechin und Epigallocate-

chingallat induzierten über die Bildung von H2O2 DNA-Schäden in humanen Lym-

phozyten (ex vivo).  

Der Apfelextrakt wirkte pro-oxidativ in Verbindung mit der in dieser Arbeit im Mittel-

punkt stehenden genotoxischen Testsubstanz Fe-NTA (eigene unveröffentlichte 

Daten). Die genotoxische Wirkung in HT 29-Zellen und dem Subklon HT29 clone 

19A wurde durch den Apfelextrakt verstärkt. In vorangegangenen Untersuchungen 

konnte nachgewiesen werden, dass Fe-NTA in humanen Leukozyten und humanen 

Kolonzellen unterschiedlicher Transformationsgrade genotoxisch wirkt (Publikatio-
nen I und II). Diese genotoxischen Effekte können indirekt über die Bildung von ROS 

über die Fenton-Reaktion induziert werden [Meneghini, 1997]. Polyphenole sind in 

der Lage diese radikalischen Verbindungen abzufangen und Metalle zu chelatieren. 

Es wurde beschrieben, dass Polyphenole in Anwesenheit von Metallen unter be-

stimmten Bedingungen in vitro die Bildung von oxidativen Schäden fördern [Sahu & 

Gray, 1993; Singh et al., 1994]. Die in unseren Untersuchungen ermittelten pro-

oxidativen Effekte des Apfelextraktes im Zusammenhang mit Fe-NTA-induzierten 

DNA-Schäden könnten durch eine Autoxidation der im Extrakt enthaltenen Polyphe-

nole und der damit verbundenen Bildung von ROS zu erklären sein [Cao et al., 1997; 

Mochizuki et al., 2002]. Bei der Autoxidation werden die Polyphenole durch O2 und 

ein Transitionsmetal zu den entsprechenden Qinonen oxidiert. Dabei entstehen 

reaktive Sauerstoffspezies wie O2
- und H2O2 [Long et al., 2000; Roques et al., 2002]. 

Akagawa et al. beschrieben ebenfalls die Bildung von H2O2 durch Polyphenole und 

polyphenolreiche Getränke unter nahezu physiologischen Bedingungen [Akagawa et 

al., 2003]. 

Die von anderen Forschungsgruppen demonstrierte H2O2-Bildung in unterschiedli-

chen Zellkulturmedien und Pufferlösungen durch Zugabe von Polyphenolen stimmen 

gut mit den von uns im FOX Assay ermittelten Ergebnissen überein [Long et al., 

2000; Roques et al., 2002]. Im Zellkulturmedium DMEM (HT29-Zellen) generierte der 
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Apfelextrakt signifikant dosisabhängige Mengen von H2O2, nicht jedoch im MCDB-

Medium (LT97). Eine Erklärung für die differierenden Ergebnisse mit beiden Zellkul-

turmedien könnte in den unterschiedlichen FCS-Gehalten der beiden Medien (DMEM 

10 % FCS, MCDB 2 % FCS) und damit in unterschiedlichen Mengen der darin ent-

haltenen Transitionsmetalle (z.B. Eisen und Kupfer), begründet sein. In der Studie 

von Akagawa und Kollegen war der Metalchelator EDTA in der Lage, die Bildung von 

Metal-Polyphenol-Komplexen und die damit assoziierte Bildung von H2O2 um 25-30 

% zu reduzieren [Akagawa et al., 2003]. Die nur unvollständige Inhibierung der H2O2-

Bildung spricht dafür, dass die Chelatierungsfähigkeit der Polyphenole höher ist, bzw. 

die Autoxidation der Polyphenole an der Generation von H2O2 beteiligt ist. Transiti-

onsmetalle in den Medien begünstigen die Autoxidation der Polyphenole des Apfel-

extraktes. In Anwesenheit von Katalase war unter sonst gleichen Bedingungen kein 

H2O2 mehr nachweisbar, was bestätigt, dass H2O2 im Inkubationsansatz gebildet und 

dann vom Enzym abgebaut wird. Die anteilsmäßig am stärksten vertretene Chloro-

gensäure induzierte ebenfalls signifikante H2O2-Mengen im DMEM-Medium. Im 

MCDB-Medium wurde das nur durch sehr hohe Mengen an Chlorogensäure erreicht 

(500 µM). Die Einzelsubstanz Phloridzin scheint an der Bildung von H2O2 nicht 

beteiligt zu sein. 
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5. SCHLUSSFOLGERUNGEN UND AUSBLICK 
 

5.1 Schlussfolgerungen 
 
Unter welchen Bedingungen (Zeit-, Konzentrations-, Effektbeziehungen) beein-
flussen Eisen, Uran und die komplexen Umweltproben das Wachstum von 
Kolonkarzinomzellen? 
 
• Eisen beeinflusst das Wachstum von HT29 clone 19A-Zellen konzentrationsab-

hängig. Während geringe Eisen-Konzentrationen (25 µM) das Wachstum fördern 

hemmen hohe Fe-Konzentrationen (2000 µM) das Zellwachstum. 

• Ein karzinogenes Potential besteht auch über niedrige, physiologische Eisen-

Konzentrationen durch die Stimulierung des Zellwachstums.  

• Hohe Uran-Konzentrationen (2000 µM) hemmen das Wachstum von HT29 clone 

19A-Zellen nach 24 und 48 h, was auf zytotoxische Effekte hindeutet. Nach 72 h 

wirkt Uran schon bei geringeren Konentrationen (75 µM) zytotoxisch (EC50 215 

µM). 

• Die komplexen Umweltproben beeinflussen das Wachstum von HT29 clone 19A-

Zellen in Abhängigkeit vom Kontaminationsgrad. Hohe Gehalte an Schwermetal-

len und Radionukliden (Probe C) hemmten das Wachstum signifikant. 

Welchen Einfluss haben Eisen, Uran und die komplexen Umweltproben auf die 
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und den Glutathion-Status. 
 
• Die stark mit Schwermetallen und Radionukliden belastete Gewässerprobe (Pro-

be C) induziert die Bildung von ROS. Die ROS-Bildung ist aufgrund der hohen Ei-

sen-Kontamination und der in Versuchen mit der Einzelnoxe Fe-NTA betätigten 

ROS-Generation hauptsächlich auf das darin enthaltene Eisen zurückzuführen. 

Uran scheint hierbei keine bzw. nur eine untergeordnete Rolle zu spielen.  

• Für die genotoxische Wirkung von U-NTA spielt die Bildung von ROS keine Rolle. 

Es scheint daher eher der von Franklin [Franklin, 2000] beschriebene Mechanis-

mus, bei dem Uran mit der DNA interagiert und diese hydrolysiert, von Bedeutung 

zu sein.  

• Eisen und Uran induzieren in den humanen Kolonkarzinomzellen HT29 clone 19A 

eine Erhöhung intrazellulärer GSH-Gehalte. 
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Wirken Eisen, Uran und die komplexen Umweltproben genotoxisch in Kolonzel-
len unterschiedlicher Transformationsgrade? 
 
• Eisen, Uran und stark belastete Wässer (Proben B und C) wirken genotoxisch in 

humanen Kolonzellen unterschiedlicher Transformationsgrade. 

• Primäre Kolonepithelzellen und Kolonadenomzellen reagieren empfindlicher auf 

das genotoxische Potential von Eisen und Uran als Kolonkarzinomzellen. Dies 

spricht dafür, dass Eisen und Uran eine Rolle in der Initiation und frühen Progres-

sion der Kolonkarzinogenese spielen können. 

• Die komplexen Wasserproben enthalten eine Vielzahl von Noxen, die ihre Wir-

kung gegenseitig verstärken bzw. addieren können. 

Führen die Umweltproben und die Leitsubstanzen zu einer veränderten Sensi-
tivität der Zellen gegenüber weiteren Noxen bzw. wird die Reparatur induzierter 
Schäden beeinflusst? 
 
• Eisen und Uran haben keinen Einfluß auf die Reparatur induzierter DNA-

Schäden. 

• Während geringe Konzentrationen von Uran (10 µM) die Höhe induzierter Schä-

den nicht verändern, verstärkt Eisen (10 µM) die durch 4-Hydroxynoneneal (HNE) 

induzierten DNA-Schäden. Eisen wirkt also synergistisch in Verbindung mit HNE. 

• Ein karzinogenes Potential kann deshalb auch aus niedrigen, physiologischen 

Eisen-Konzentrationen über pro-genotoxische Effekte resultieren. 

Induzieren Eisen, Uran und die komplexen Umweltproben DNA-Schäden in 
spezifischen Genen bzw. in spezifischen Chromosomen humaner Kolonzellen? 
 
• Das TP53-Gen in Primären Kolonzellen und Kolonadenomzellen reagiert sensitiv 

auf Eisenüberschuss. Dies stützt die These von Hussain et al. die besagt, dass 

Eisenüberschuss bei Eisenspeicherkrankheiten wie Hämochromatose oder Wil-

son Disease Mutationen im Tumorsuppressorgen TP53  verursacht [Hussain et 

al., 2000]. 

• Eisen spielt neben Initiation und frühen Progression auch für späte Mechanismen 

der Kolonkarzinogenese (z. B. die mit TP53-Mutationen verbundene Entartung 

von Zellen) eine nicht zu vernachlässigende Rolle. 
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• Uran induziert chromosomale Aberrationen. Die durch Uran induzierten DNA-

Schäden manifestieren sich auch auf chromosomaler Ebene. U-NTA wirkt somit 

genotoxisch und klastogen. 

• Die durch Uran verursachten chromosomalen Veränderungen betreffen vor allem 

Chromosomen, auf den die an der Kolonkarzinogenese beteiligten Gene APC, K-

RAS und TP53 lokalisiert sind.  

• Gelangen Verbindungen wie Eisen und Uran über eine Umweltkontamination von 

Böden und/oder Gewässern in ausreichender Menge in die Nahrungskette, be-

steht die Gefahr einer erheblichen oralen Exposition und somit einer genotoxi-

schen Belastung. 

Sind Leukozyten als Biomarker zur Erfassung von hohen Eisen-Expositionen geeig-
net? 
 
• Humane Leukozyten sind geeignete Marker für die Erfassung von hohen Eisen-

Expositionen. Die Messung von DNA-Schäden in humanen Leukozyten könnte 

als sensitiver Biomarker in kontrollierten humanen Studien genutzt werden, um zu 

prüfen, ob eine verabreichte Eisen-Supplementation mit einem genotoxischen Ri-

siko verbunden ist.  

• Eine orale Exposition mit Eisen kann sowohl lokale (Darmzellen), als auch syste-

mische Effekte (Leukozyten) induzieren. 

Kann ein polyphenolreicher Apfelextrakt chemopräventiv gegenüber Eisen und 
anderen Genotoxine wirken? 
 
• Der Apfelextrakt wirkt pro-genotoxisch in Verbindung mit BPDE und Eisen in 

HT29-Kolonkarzinomzellen. Die pro-genotoxischen Effekte sind auf die Generati-

on von H2O2 im Zellkulturmedium DMEM zurückzuführen. 

• Der Apfelextrakt schützt vor BPDE-induzierten Schäden in LT97-Adenomzellen 

und vor genotoxischen Schäden, die durch H2O2 und Cum-OOH in HT29-

Kolonkarzinomzellen und LT97-Kolonadenomzellen verursacht werden.  

• Der Verzehr polyphenolreicher Obst- und Gemüsesorten, wie z. B. Äpfel kann 

zum Schutz gegenüber bestimmten Kolonrisikofaktoren beitragen. 
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5.2 Ausblick 
 

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen tragen dazu bei, die 

Mechanismen hinter den genotoxischen Wirkungen wismut-relevanter Verbindungen, 

speziell Eisen und Uran, aufzuklären. 

In humanen Interventionsstudien sollten DNA-Schäden in Leukozyten herangezogen 

werden, um eine Grenze zwischen adäquater Eisen-Supplementation und Eisen-

überladung zu definieren bzw. Risikogruppen (z. B. Personen mit Eisenspeicher-

krankheiten) zu definieren.  

Es bleibt außerdem zu klären, ob eine durch Eisen verursachte verstärkte Migration 

des TP53  mit direkten, stabilen Mutationen dieses Gens verbunden ist und wie 

Eisen und andere wismut-relevante Verbindungen das Mutationsspektrum modulie-

ren. Hierbei könnte die in dieser Arbeit vorgestellte innovative Methode des 24-

Farben-FISH Anwendung finden. Diese Untersuchungen könnten eine Bestätigung 

dafür liefern, dass sich durch Eisen oder andere Noxen induzierte genspezifische 

Schäden auch als Mutationen manifestieren. Die Einbeziehung weiterer Gene, die in 

die Kolonkrebsentstehung involviert sind (z. B. APC, K-RAS, MCC), wäre in diesem 

Zusammenhang auch sehr interessant. 

Das Potential der Polyphenole unter bestimmten Bedingungen H2O2 zu generieren 

und pro-oxidativ zu wirken, sollte in Zukunft stärker in chemopräventive und toxikolo-

gische Untersuchungen einbezogen werden, nur so können komplexe Zusammen-

hänge aufgedeckt werden. 

In weiterführenden Untersuchungen wäre es sinnvoll, den FOX Assay auch im zellu-

lären System durchzuführen, um die Aufnahme, die Stoffkinetik, den Metabolismus 

und die Ausscheidung einer Noxe aus der Zelle zu berücksichtigen, da diese für die 

Art und den Umfang der Wirkung von großer Bedeutung sind. 
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6. ZUSAMMENFASSUNG 
 
6.1 Zusammenfassung  
 
Hintergrund: Durch die ehemaligen Uranbergbaubetriebe der SDAG „Wismut“ hat 

sich in der dortigen Umgebung eine besondere Umweltsituation ergeben, die es 

notwendig macht, die Auswirkungen der Stoffflüsse auf die Biosphäre zu prüfen. Die 

in den geologischen Kompartimenten enthaltenen Radionuklide und Schwermetall-

salze können über verschiedene Transportprozesse tierische und menschliche 

Zielzellen erreichen und dort über die Bildung von ROS und anderen Mechanismen 

zu besonderen Interaktionen führen.  

Zielstellung: Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ausgewählte Wasserproben aus 

dem ehemaligen Ronneburger Uranbergbaugebiet bzw. die Leitsubstanzen Eisen 

und Uran hinsichtlich ihrer lokalen bzw. systemischen Wirkungspotentiale in huma-

nen Kolonzellen und Leukozyten zu charakterisieren und grundlegende Erkenntnisse 

über die beteiligten Wirkungsmechanismen zu erhalten. Des Weiteren sollte geprüft 

werden, ob Apfelpolyphenole chemoprotektiv gegenüber Eisen und anderen Genoto-

xinen wirken. 

Material und Methoden: In humanen Kolonzellen unterschiedlicher Transformati-

onsgrade (Primäre Kolonepithelzellen, Kolonadenomzellen und Kolonkarzinomzel-

len) und zum Teil in humanen Leukozyten wurden Konzentrations- und Effektbezie-

hungen (DAPI-Assay), das ROS-bildende Potential (ROS Assay, FOX Assay), der 

GSH-Status (fluoreszenzphotometrischer Assay), das genotoxische Potential (Comet 

Assay) der Einzelnoxen Fe-NTA und U-NTA sowie komplexer Gewässerproben und 

deren Einfluß auf die Reparatur induzierter Schäden (Comet Assay mit Reparatur) 

untersucht. Weitere Studien befassten sich mit der Frage, ob Eisen, Uran und die 

komplexen Umweltproben DNA-Schäden in spezifischen Genen bzw. Chromosomen 

induziert (Comet FISH, 24-Farben-FISH). Mittels Challenge Assay wurde das che-

mopräventive Potential eines polyphenolreichen Apfelextraktes in humanen Kolon-

zellen ermittelt. 

Ergebnisse und Schlussfolgerungen Eisen: Für geringe, physiologische Eisendo-

sen konnte eine Verstärkung des Zellwachtums in Kolonkarzinomzellen beobachtet 

werden, sehr hohe Dosen hingegen führten zu einem Wachstumsstopp und erhöhten 

intrazellularen GSH-Konzentrationen und zeitabhängig zu einer signifikanten Bildung 
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von ROS. Das genotoxische Potential für Fe-NTA konnte für alle Zelltypen (Primäre 

Kolonepithelzellen, LT97-Kolonadenomzellen, HT29 clone 19A-Kolonkarzinomzellen, 

humane Leukozyten) nachgewiesen werden. In primären Kolonepithelzellen, LT97-

Zellen und humanen Leucozyten war Fe-NTA darüber hinaus in der Lage spezifisch 

Schäden in der Region des Tumorsuppressorgens TP53 zu induzieren, was für eine 

besondere Sensitivität dieses Gens gegenüber Eisen spricht. Fe-NTA zeigte keinen 

Einfluss auf die Reparatur induzierter DNA-Schäden in HT29 clone 19A-Zellen. 

Interessant war jedoch der synergistische Effekt nicht genotoxischer Eisendosen im 

Hinblick auf 4-Hydroxynonenal induzierte DNA-Schäden.  

Ergebnisse und Schlussfolgerungen Uran: U-NTA inhibierte das Wachstum von 

HT29 clone 19A-Zellen bereits bei im Vergleich zu Eisen geringen Konzentrationen. 

In hohen Konzentrationen wirkte U-NTA genotoxisch, wobei die Karzinomzellen 

signifikant weniger sensitiv waren als primäre Kolonepithelzellen und Kolonadenom-

zellen. In primären Kolonzellen und LT97-Zellen reagierte das TP53-Gen besonders 

sensitiv. In den LT97-Zellen induzierten 0,5-2 mM U-NTA chromosomale Verände-

rungen in den Chromosomen 5, 12 und 17, die die tumorrelevanten Gene APC, K-

RAS und TP53 tragen. Dies ist einer der ersten Arbeiten, in der es mittels 24-Farben-

FISH gelang das klastogene Potential von Risikosubstanzen, in unserem Fall Uran, 

in vitro in humanen Kolonzellen nachzuweisen.  

Ergebnisse und Schlussfolgerungen komplexe Gewässerproben: Die kontami-

nierten Wasserproben haben das Potential zur Bildung von ROS und schädigen die 

DNA humaner Kolonzellen, wobei das Tumorsuppressorgen TP53 eine hohe Sensiti-

vität aufweist. Das Wachstum der Kolonkarzinomzellen HT29 clone 19A wurde durch 

die am stärksten verunreinigte Probe gehemmt. Erreichen Verbindungen wie Uran, 

Eisen, Nickel oder Cadmium die humane Nahrungskette können sie das genotoxi-

sche Belastungspotential für die Bevölkerung erhöhen. 

Ergebnisse und Schlussfolgerungen Apfelextrakt: Der Apfelextrakt verminderte 

die genotoxischen Wirkungen der Peroxide H2O2 und Cum-OOH. Den durch BPDE 

induzierten DNA-Schäden konnte in den Adenomzellen entgegen gewirkt werden, in 

den Kolonkarzinomzellen wirkte der Apfelextrakt jedoch pro-oxidativ. Ebenfalls pro-

oxidativ wirkte der polyphenolreiche Extrakt bezüglich Fe-NTA-induzierter Schäden. 

Der Verzehr polyphenolreicher Obst- und Gemüsesorten, wie z. B. Äpfel ist effektiver 

Schutz gegenüber ausgewählten Kolonrisikofaktoren. 
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6.2 Summary 
 
Backround: Previous extensive uranium mining in the „Wismut“ region of Ronneburg 

(Thuringia, Germany) has led to an enhanced environmental distribution of heavy 

metals and radionuclids. The migration of radionuclids and uranyl compounds from 

uranium mining is associated with the transfer of these compounds into the food 

chain and water cycle. It is necessary to investigate the effects of the flow of these 

compounds to the biosphere. The radionuclides and heavy metals in the geological 

compartiments are able to migrate into animal and human target cells. Through the 

formation of ROS and other mechanisms they lead to special interactions in these 

cells. 

Objektive: Thus, the objective of the present investigations was to characterize the 

local and systemic actions of complex contaminated water samples from the former 

uranium mining area around Ronneburg (Thuringia, Germany) and the single noxes 

iron and uranium in human colon cells and leucocytes to obtain fundamental findings 

about the involved mechanisms. Furthermore we wanted to know, if apple polyphe-

nols are chemopreventive against iron and other genotoxins. 

Material and Methods: In human colon cells with different stages of transformation 

(primary human colon epithelial cells, colon adenoma cells, colon carcinoma cells) 

and partial in human leucocytes we investigested concentration-effect-relationships 

(DAPI-Assay), the potential to generate ROS (ROS Assay, FOX Assay), the GSH 

homeostasis (fluorescence photometrical assay), the genotoxic potenital (Comet 

Assay) of the single noxes Fe-NTA and U-NTA and of complex water samples and 

their influence on the repair of induced damage (Comet Assay with repair). Additional 

studies dealed with the question if iron, uranium and the complex environmental 

samples induce DNA damage in specific genes or chromosomes (Comet FISH, 24-

colour-FISH). With the Challenge Assay we measured the chemopreventive potential 

of a polyphenol rich apple extract in human colon cells. 

Results and conclusions iron: Lower, physiological concentrations could promote 

tumor cell growth. In contrast, high concentrations of Fe-NTA inhibited cell growth, 

enhanced GSH and resulted in a significant time-dependent formation of ROS. Fe-

NTA was genotoxic in all cell types (primary human colon epithelial cells, LT97 colon 

adenoma cells, HT29 clone 19A colon carcinoma cells). In primary colon cells, LT97 

cells and human leucocytes it was especially sensitive in the region around the tumor 
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suppressor gene TP53. The repair of DNA damage induced due to other genotoxic 

compounds in HT29 clone 19A cells was not influenced. An interesting effect of low, 

non genotoxic concentrations of iron was the synergistic action with HNE.  

Results and conclusions uranium: In comparison to Fe-NTA smaller concentra-

tions of U-NTA are necessary to inhibit the growth of HT29 clone 19A cells. High 

concentrations were genotoxic, whereas the carcinoma cell line was less sensitive 

than the adenoma cell line and primary colon cells. In primary colon cells and LT97 

cells the TP53 gene was especially sensitive. In LT97 cells 0.5-2 mM U-NTA in-

creased chromosomal aberrations in chromosomes 5, 12 and 17, which harbour the 

tumour-related genes APC, K-RAS and TP53. To our knowledge, this is one of the 

first reports on a cellular in vitro system utilizing human colon cells to investigate the 

clastogenic potential of risk compounds, in our case induced by uranium.  

Results and conclusions complex water samples: The contaminated water sam-

ples and thus the related compounds have the potential to produce ROS and dam-

age global and TP53-specific DNA.  Non cytotoxic concentrations of the strongly 

contaminated water sample inhibited the growth of HT29 clone 19A cells. Thus, if 

compounds like uranium, iron, nickel or cadmium reach the nutritional cycle via 

contaminated water or food they can increase the risk of alimentary genotoxic expo-

sure in the population. 

Results and conclusions apple extract: The apple extract depleted effective the 

genotoxic action of the two peroxides H2O2 and Cum-OOH. The extract could reduce 

BPDE-induced DNA damage in LT97 cells, whereas in HT29 carcinoma cells the 

extract was pro-oxidative. ASO2 was also pro-oxidative in the case of Fe-NTA-

induced DNA damage. The consumption of polyphenol rich fruits and vegetables for 

examples apples can protect from selective colon cancer risk factors.  
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