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Zusammenwirken von PAK und

aromatischen Aminen

Untersachungen zur Beeinflussung von
toxischen Wirkungen in Zellkulturen

Sabine Pléttner, Heiko U. Kéfferlein, Thomas Briining

Mischexpositionen gegeniiber Gefahrstoffen kénnen an vielen Arbeitspldtzen vorkommen und Gefdhrdungsanalysen
erschweren. Von besonderer Bedeutung ist die Frage nach dem Zusammenwirken von aromatischen Aminen und po-
lyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen (PAK) bei der Krebsentstehung, da Mischexpositionen gegeniiber
diesen Substanzklassen sowohl am Arbeitsplatz (z.B. in Kokereien) als auch in der Umwelt (u.a. Bestandteile des Ta-
bakrauchs) vorkommen kdnnen. Bislang ist nur wenig dariiber bekannt, ob und wie sich die Substanzen spezifisch im
Zielorgan Harnblase bei einer Ko-Exposition gegenseitig in ihren Wirkungen beeinflussen, beispielweise verstarken
konnen. Im IPA wird daher spezifisch der Frage nach dem Zusammenwirken aromatischer Amine und PAK mit Hilfe
eines Zellkulturmodells der Harnblase und unter standardisierten Bedingungen nachgegangen.

Der Zusammenhang zwischen der Entstehung von Harnblasenkrebs
und Expositionen gegeniiber bestimmten aromatischen Aminen (Ary-
laminen) ist seit Langem bekannt. Erste Beobachtungen in diesem
Kontext wurden bereits Ende des 19. Jahrhunderts veroffentlicht.
Zahlreiche aromatische Amine sind gemaf; der GHS-Verordnung
(EG) 1272/2008 in die Gefahrenkategorien 1A (krebserzeugend fiir
den Menschen) und 1B (krebserzeugend im Tierversuch) fiir karzi-
nogene Stoffe eingestuft oder gelten als krebsverdéchtig (Kategorie
2). ,,Schleimhautverdanderungen, Krebs oder andere Neubildungen
der Harnwege durch aromatische Amine“ kénnen in Deutschland
als Berufskrankheit Nr. 1301 anerkannt werden. Die aromatischen
Amine 2-Naphthylamin, 4-Aminobiphenyl, 4-Chlor-o-toluidin, Benzi-
din und o-Toluidin gelten dabei als geeignet, beim Menschen Harn-
blasenkrebs auszuldsen.

Aromatische Amine spielen in verschiedenen Industriezweigen
eine wichtige Rolle unter anderem als Ausgangsstoffe oder Zwi-
schenprodukte bei der Herstellung von Farbstoffen und Pigmen-
ten, der Synthese von Pestiziden oder Arzneimitteln, sowie bei der
Verarbeitung von Kunststoffen. Von besonderer Bedeutung sind an
heutigen Arbeitspldtzen vor allem Expositionen gegeniiber beim
Menschen als krebsverdadchtig eingestuften aromatischen Aminen
beziehungsweise ihrer entsprechenden Nitro-, Isocyanat- oder Azo-
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verbindungen. Mehr als 50 dieser Gefahrstoffe sind derzeit in den
Kategorien 2 bis 5 seitens der Senatskommission zur Priifung ge-
sundheitsschadlicher Arbeitsstoffe der Deutschen Forschungsge-
meinschaft (MAK-Kommission) eingestuft. Diese Substanzen sind
also entweder krebserzeugend im Tierversuch (Kat. 2), geben auf-
grund erwiesener oder moglicher krebserzeugender Wirkung Anlass
zur Besorgnis (Kat. 3A oder B) oder es muss — bei Uberschreitung
eines vorliegenden MAK- oder BAT-Wertes — mit einer Erh6hung
des Krebsrisikos gerechnet werden (Kat. 4 beziehungsweise 5, je
nach Wirkmechanismus). Daher ist die Uberwachung der Exposi-
tion und der Gesundheit bei den mit diesen Stoffen umgehenden
Beschaftigten von besonderer Relevanz.

Der Wirkmechanismus, tiber den aromatische Amine Harnblasen-
krebs erzeugen kdnnen, ist gut untersucht. Dabei spielt ihre soge-
nannte metabolische Aktivierung, das heift die Uberfiihrung einer
reaktionstragen Ausgangsverbindung in ein reaktives Zwischenpro-
dukt (Metabolit), eine wichtige Rolle. Die zentralen Schritte, wie die
N-Hydroxylierung tiber das Enzym Cytochrom P450 1A2 (CYP1A2),
finden vorallem in der Leber statt. Das Harnblasenepithel (Urothel)
stellt hierbei vorwiegend ein passives Ziel fiir die genotoxischen Wir-
kungen dieser reaktiven Metaboliten dar, die von der Leber iber den
Blutkreislauf in die Nieren und von dort aus in den Urin gelangen.
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Kurz gefasst

Mischexpositionen mit aromatischen Aminen und po-
lyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe (PAK)
kommen an verschiedenen Arbeitspldtzen vor. Ins-
besondere von einzelnen aromatischen Aminen weif3
man, dass sie Harnblasenkrebs hervorrufen kénnen.
Am IPA wurde mithilfe einer menschlichen Zelllinie aus
dem Harnblasenepithel untersucht, wie sich aroma-
tische Amine auf die genotoxische Wirkung des PAK
Benzo[a]pyren (B[a]P) auswirken.

Anhand der Ergebnisse kann man schlussfolgern, dass
die aromatischen Amine — neben ihren eigenstandi-
gen DNA-schadigenden Eigenschaften — zusatzlich
auch noch die genotoxischen Eigenschaften des B[a]
P erhéhen konnen und somit in einem Gemisch beste-
hend aus aromatischen Aminen und PAK die deutlich
kritischeren Substanzen fiir die Entwicklung von Harn-
blasenkrebs darstellen.

Praventionsmainahmen beim Vorliegen von Mischex-
positionen sollten vorrangig auf die Vermeidung einer
Exposition gegeniiber aromatischen Aminen und wenn
moglich auch gegen PAK ausgerichtet sein.

Mithilfe von Zellkultur-Experimenten kann die Wirkung
von Mischexpositionen gut unter standardisierten und
kontrollierten Bedingungen untersucht werden.

" 4

Zu den genotoxischen Wirkungen gehdren zum Beispiel Bindungen
der reaktiven Metaboliten an die Erbsubstanz (DNA) in Urothelzellen
und daraus resultierende Mutationen, die an der Entstehung von
Harnblasenkrebs beteiligt sein kénnen.

PAK und Harnblasenkrebs

Neben aromatischen Aminen wird auch die berufliche Expositi-
on gegeniiber polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen
(PAK) als Risikofaktor fiir die Entstehung von Harnblasenkrebs beim
Menschen diskutiert. Die Zusammenhéange zwischen PAK und Harn-
blasenkrebs sind hierbei jedoch aus epidemiologischen Studien
schwerer abzuleiten als fiir aromatische Amine, da an Arbeitsplét-
zen mit Expositionen gegeniiber PAK oftmals auch Expositionen
gegeniiber bekanntermafien Harnblasenkrebs erzeugenden aroma-
tischen Aminen vorliegen. Der durch PAK verursachte Beitrag zum
Harnblasenkrebsrisiko kann daher nur sehr schwervon demjenigen
deraromatischen Amine abgegrenzt werden. Im vergangenen Jahr
hat der Arztliche Sachversténdigenbeirat ,,Berufskrankheiten“ beim
Bundesministerium fiir Arbeit und Soziales (BMAS) empfohlen,

Epoxid-
hydrolase
————

eine neue Berufskrankheit ,,Schleimhautveranderungen, Krebs
oder andere Neubildungen der Harnwege durch polyzyklische
aromatische Kohlenwasserstoffe bei Nachweis der Einwirkung ei-
ner kumulativen Dosis von mindestens 80 Benzo(a)pyren-Jahren
[(ug/m3) xJahre]“in die Anlage 1 der Berufskrankheiten-Verordnung
aufzunehmen (BMAS 2016).

PAK entstehen (wie auch aromatische Amine) durch Pyrolyse oder
unvollstandige Verbrennung aus organischem Material und kom-
men daher stets als Gemisch verschiedener PAK vor. Expositionen
gegeniiber PAK finden ubiquitéar statt. Die Substanzgruppe der PAK
umfasst mehrere hundert Vertreter, von denen zahlreiche krebser-
zeugend im Tierversuch sind (Kategorie 1B gemafl GHS-Verordnung
(EG) 1272/2008 beziehungsweise Kategorie 2 gemifl MAK-Kom-
mission). Einzelne PAK sind hinsichtlich ihres Wirkmechanismus
sehrgut untersucht. Auch hier steht die metabolische Aktivierung
reaktionstrager Ausgangssubstanzen in reaktive Metaboliten und
daraus resultierende genotoxische und krebserzeugende Wirkun-
gen im Vordergrund. Der am besten untersuchte Vertreter der PAK
ist das Benzo[a]pyren (B[a]P), das auch als Leitsubstanz fiir die
Risikoabschatzung bei PAK-Expositionen herangezogen wird.

In Abb. 1 sind am Beispiel des B[a]P die wichtigsten Schritte der
metabolischen Aktivierung zum hochreaktiven Diol-Epoxid, welches
unteranderem mit der DNA reagiert und Addukte bildet, schematisch
dargestellt. Hierbei kommt dem Enzym CYP1A1, das auch in Organen
auBerhalb der Leber hdufig vorkommt, eine sehr wichtige Rolle zu.
Dariiber hinaus werden PAK nicht nur iiber CYP1A1 metabolisch ak-
tiviert, sondern sie sind tiber bestimmte molekulare Mechanismen
zusatzlich in der Lage, eine vermehrte Bildung (Induktion) dieses
Enzyms zu bewirken. Sie konnen folglich ihre eigene metabolische
Aktivierung verstarken, unter anderem dahingehend, dass mehr
genotoxische Metaboliten gebildet werden, die wiederum Einfluss
auf die Krebsentstehung nehmen.

Die genauen Mechanismen zum PAK-induzierten Harnblasenkrebs
sind insgesamt weniger gut untersucht als fiir aromatische Amine.
Neben der Metabolisierung von PAK auf3erhalb der Blase scheinen
zusatzlich auch direkt lokale Effekte in den Zellen des Harnblasen-
epithels von zentraler Bedeutung zu sein (Bolt 2014). Zum einen
wurden unmetabolisierte PAK im Urin beruflich Beschéftigter mit
hoher PAK-Exposition gefunden (z.B. Campo et al. 2014). Zum an-
deren deuten verschiedene Untersuchungen darauf hin, dass die
entscheidenden Schritte zur Generierung von reaktiven genotoxi-
schen Zwischenprodukten aus den unveranderten PAK auch im Uro-

CYP1A1
—_—

Abb. 1: Vereinfachtes Schema zur metabolischen Aktivierung des Benzo[a]pyrens iiber verschiedene Zwischenprodukte zu einem hochreaktiven
Diol-Epoxid (grau hinterlegt), welches unter anderem mit der Erbsubstanz reagiert und DNA-Addukte bildet.
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Abb. 2: Strukturformeln der fiir die Untersuchungen verwendeten
Substanzen. Zwei der insgesamt fiinf getesteten aromatischen Amine
sind als eindeutig krebserzeugend fiir den Menschen eingestuft (Kat.
1A gemaf GHS-Verordnung bzw. Kat. 1 gemafl MAK-Kommission, weif3
dargestellte Strukturformel und Beschriftung).

thel selbst stattfinden kénnen. Beispielsweise wurden die fiir die
metabolische Aktivierung von PAK notwendigen Enzyme in Urothel-
zellen des Menschen nachgewiesen (Brauers et al. 2000; Imaoka
etal. 2000; Roos et al. 2006). Auch wurden in Urothel-Zellkulturen
des Menschen und verschiedener, anderer Spezies genotoxische
Wirkungen und verstarkte Induktion von CYP1A1 nach Exposition
gegeniiber B[a]P gefunden (Autrup et al. 1981; Plottner et al. 2008;
Stoner et al. 1982; Wolf et al. 2005).

In-vitro-Untersuchungen zur Ko-Exposition

Mischexpositionen gegeniiber PAK und aromatischen Aminen kénnen
am Arbeitsplatz zum Beispiel bei der Kohlevergasung sowie durch
Lifestyle-Einfliisse wie dem Zigarettenrauchen vorkommen. Klassi-
sche epidemiologische Untersuchungen zur Abgrenzung dervon PAK
verursachten Beitrdge zum Harnblasenkrebsrisiko beim Menschen
stoflen hier oftmals an Grenzen, da an diesen Arbeitspldtzen eben-
falls bekanntermafien Blasenkrebs erzeugende aromatische Amine
vorkommen und damit ein wesentlicher Confounder sind. Man kann
also nicht beurteilen, ob oderin welchem Ausmaf die gefundenen
Erhéhungen des Risikos fiir Harnblasenkrebs an PAK-Arbeitspldtzen
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Abb. 3: Relative Anderung (Erhdhung oder Erniedrigung) der ge-
messenen Aktivitaten des Enzyms CYP1A1in Harnblasenzellen nach
Ko-Inkubation fiir 24 h mit 1 uM B[a]P (konstant) und 1-100 uM eines
aromatischen Amins (1- oder 2-NA bzw. 2-, 3- oder 4-ABP) in drei unab-
hdngigen Versuchen.

IPA-Journal 01/2017

Aus der Forschung

tatsachlich auf die PAK zuriickzufiihren sind. Die relativen Anteile
beziehungsweise Beitrdge zum Krebsrisiko lassen sich jedoch in-
direkt gut unter standardisierten und kontrollierten Bedingungen
sowie auf molekularer oder zelluldrer Ebene untersuchen, unter
anderem in Zellkulturexperimenten im Labor. Dabei werden unter-
schiedliche toxikologisch relevante Endpunkte wie die Enzymindu-
ktion oder die Bildung spezifischer DNA-Addukte erfasst. Bislang
wurden jedoch nurwenige derartige Untersuchungen durchgefiihrt.
So haben einzelne In-vitro-Untersuchungen in Harnblasenzellen ge-
zeigt, dass die Expression von an der metabolischen Aktivierung von
PAK beteiligten Enzymen (u. a. CYP1A1) bei Ko-Exposition gegeniiber
B[a]P und kanzerogenen Arylaminen wie 2-Naphthylamin oder 4-Ami-
nobiphenyl verstarkt wird (Borza et al. 2008).

Im IPAwerden daher weitergehende Untersuchungen zur moglichen
Wechselwirkung zwischen PAK und aromatischen Aminen an huma-
nen Urothelzellen durchgefiihrt, die unterschiedliche toxikologisch
relevante Endpunkte der Krebsentstehung einschliefen. Dazu z&hlt
der Einfluss auf die Enzyminduktion und -aktivitdt sowie die ge-
notoxische Wirkung des B[a]P in Gegenwart aromatischer Amine.

Untersuchungen im IPA

Fiir die Untersuchungen im IPA wird die Harnblasen-Zelllinie RT4
verwendet. Hierbei handelt es sich um eine Papillom-Zelllinie des
Menschen, fiir die sowohl das Vorhandensein der erforderlichen En-
zyme als auch die konzentrationsabhangige Induktion von CYP1A1
durch B[a]P gezeigt werden konnte (Plottner et al. 2016). RT4-Zellen
werden unter standardisierten Bedingungen in Kultur gehalten und
fiir die jeweiligen Experimente mit definierten Konzentrationen der
Testsubstanzen fiir eine Dauer von 24 h inkubiert.

In den aktuellen Versuchen im IPA ging es zundchst darum zu kldren,
ob die durch das B[a]P ausgeldsten und fiir die Toxizitat relevanten
Effekte auf der CYP1A1-Aktivitdtsebene durch eine gleichzeitige Ex-
position gegeniiber aromatischen Aminen verdandert — vor allem
verstarkt — werden kénnen. Daher wurden in den Experimenten bi-
ndre Gemische bestehend aus einer konstanten Konzentration des
B[a]P (1 uM) und unterschiedlichen Konzentrationen an aromatischen
Aminen (1-100 pM) eingesetzt. Die Versuche wurden insgesamt mit
fiinf aromatischen Aminen durchgefiihrt (1- und 2-Naphthylamin
[NA]) und 2-, 3- und 4-Aminobiphenyl [ABP]) (Abb. 2).

Nach 24-stiindiger Ko-Exposition der Zellen gegeniiber B[a]P und
aromatischen Aminen wurde die Aktivitdt des Enzyms CYP1A1 be-
stimmt und die erhaltenen Ergebnisse verglichen mit denen, die
bei alleiniger Exposition der Zellen mit B[a]P erhalten wurden. Dazu
wurde der Faktor berechnet, um welchen sich die Aktivitdten nach
jeweiliger Ko-Exposition im Vergleich zu B[a]P allein verandern.

Fiir die fuinf in Kombination mit B[a]P untersuchten aromatischen
Amine wurden zwei gegenldufige Effekte gefunden. Wahrend die
Isomere des Naphthylamins (1- und 2-NA) die durch B[a]P erzeugte
Aktivitdt des CYP1A1 noch zusatzlich steigerten, wurde fiir die iso-
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meren Aminobiphenyle genau der gegenteilige Effekt beobachtet.
So erniedrigte sich die durch B[a]P induzierte Aktivitdat des CYP1A1
(Abb. 3). Man kann also schlussfolgern, dass Naphthylamine die
genotoxische Wirkung des B[a]P verstarken, Aminobiphenyle jedoch
diese Wirkung abschwéchen.

Die beobachteten Auswirkungen auf die CYP1A1-Aktivitdt scheinen
insgesamt eher auf strukturelle Besonderheiten der aromatischen
Amine zuriickzufiihren sein als auf deren kanzerogenes Potenzial
per se, da selbst eindeutig krebserzeugende aromatische Amine un-
terschiedliche Wirkungen zeigten (2-NA: aktivitatsfordernd; 4-ABP:
aktivititsmindernd). Bemerkenswert ist der besonders starke Einfluss
des 2-NA (im Sinne einer Verstarkung in Richtung der genotoxischen
Wirkung), welcher auch mit anderen Untersuchungen zur Wirkstar-
ke des 2-NA tibereinstimmt. So ist 2-NA das aromatische Amin mit
dem hochsten Hamoglobinbindungsindex welcher als Maf fiir die
genotoxische Wirkung herangezogen werden kann (Weif3 et al. 2010).

Fazit

Die am IPA durchgefiihrten /n-vitro-Untersuchungen zu Mischex-
positionen von PAK und aromatischen Aminen an Harnblasenzel-
len, also den Zielzellen toxischer Wirkungen bei der Entstehung von
Harnblasenkrebs, zeigen, dass in diesen Gemischen aromatische
Amine einen bedeutenden Einfluss auf die Enzymaktivitdt und —in
Folge dessen hochstwahrscheinlich auch auf die Genotoxizitdt des
B[a]P nehmen kdnnen. Die Ergebnisse zeigen vor allem, dass in ei-
nem Gemisch bestehend aus PAK und aromatischen Aminen insbe-
sondere die aromatischen Amine eine kritische Stellung einnehmen.
So kann zum Beispiel eine Exposition gegeniiber 2-Naphthylamin
nicht nur fiir sich allein ein Risiko darstellen, an Harnblasenkrebs zu
erkranken; in Gegenwart von PAK erhéht 2-NA dariiber hinaus voraus-
sichtlich auch noch die genotoxische Wirkung des B[a]P. Basierend
aufdiesen Ergebnissen sollten in Situationen mit Mischexpositionen
aus PAK und aromatischen Aminen primdrprdventive Manahmen
in erster Linie auf eine Minimierung des Anteils an aromatischen
Aminen abzielen, unter anderem durch Substitution der aromati-
schen Amine, Verringerung der Gehalte an aromatischen Aminen
in den Ausgangsmaterialien, Anpassung der Produktionsprozesse
bis hin zur Entwicklung selektiver Filtermaterialien.
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