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2. Problemstellung  

Seit den 1960er Jahren wird ein möglicher Zusammenhang zwischen der Exposition 

gegenüber Dämpfen und Aerosolen aus Bitumen und einem erhöhten Krebsrisiko 

sowie Atemwegserkrankungen diskutiert (Zorn, 1966; Hansen 1991; Stern et al., 

2000). Andere Risikofaktoren (insbesondere Rauchen) können jedoch nicht 

ausreichend ausgeschlossen werden, einen erheblichen Beitrag im Sinne einer 

gesundheitlichen Gefährdung zu leisten (Stern et al., 2000; Cole et al., 1999). Eine 

eindeutige Abschätzung der Langzeitwirkung von Dämpfen und Aerosolen aus 

Bitumen ist bis heute nicht möglich. Aus diesem Grunde werden die Wirkungen von 

Dämpfen und Aerosolen aus Bitumen kontrovers diskutiert, so dass erheblicher 

Handlungsbedarf zur Klärung der komplexen Zusammenhänge besteht. 

Relevante Inhaltsstoffe in Dämpfen und Aerosolen aus Bitumen, die u.a. für 

Atemwegserkrankungen verantwortlich gemacht werden, sind PAHs (DFG, 2001). 

Viele dieser PAHs sind in der Lage, durch Bindung an den Ah-Rezeptor die Bildung 

von Cytochrom P450 Monooxygenasen zu verstärken, die wiederum PAHs zu geno-

toxischen reaktiven Giftungsprodukten metabolisieren. Durch Oxidation werden 

Stoffe aus den Dämpfen und Aerosolen aus Bitumen metabolisch aktiviert und 

interagieren mit zahlreichen Prozessen und Regelkreisen der Zelle. Damit können 

biologische Programme gestört werden, die zu Stress und zu Entgleisungen 

metabolischer Funktionen führen. Von besonderer Bedeutung ist die metabolische 

Umwandlung der PAH in ultimative reaktive Karzinogene (Baum et al., 2001; Li et al., 

2000; William et al., 2000; Shimada et al., 2001). PAH-Karzinogene sind 

genotoxisch, die DNA-Schäden (u.a. Chromosomenstrangbrüche) und Änderungen 

der DNA-Sequenz (Mutationen) induzieren können und wesentlich zur Toxizität und 

malignen Transformation beitragen. 

 

 

3. Forschungszweck/-ziel 

Im Rahmen dieser Studie wurden Blutproben vor und nach der Schicht gegenüber 

Dämpfen und Aerosolen aus Bitumen exponierten und nicht exponierter 

Arbeitnehmer entnommen. DNA wurde von den Blutproben extrahiert und auf DNA-

Addukte mittels 32P-Postlabeling und MALDI-TOF/TOF untersucht. Es sollte überprüft 

werden, ob  
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1. DNA-Addukte gebildet werden und durch massenspektroskopische Verfahren 

näher charakterisiert werden. 

2. die Bildung von DNA-Addukten in Abhängigkeit von der Exposition gegenüber 

Dämpfen und Aerosolen aus Bitumen erfolgt. 

3. Unterschiede vor und nach der Schicht der gegenüber Dämpfen und 

Aerosolen aus Bitumen exponierten Arbeitnehmern vorliegen.  

Aufgrund einer Änderung des Prüfplans wurden nicht 150 Blutproben jeweils vor und 

nach der Schicht, sondern es sollten 300 Blutproben jeweils vor und nach der 

Schicht für das 32P-Postlabeling eingesetzt werden. Für die Untersuchungen wurden 

etwas weniger, nämlich 292 Blutproben jeweils vor und nach der Schicht vom BGFA 

zur Verfügung gestellt.  

Darüber hinaus wurden ausgewählte Genen auf Keimbahn und somatische 

Mutationen Mutationen überprüft; letztere sind möglicherweise durch Dämpfe und 

Aerosole aus Bitumen hervorgerufen worden, zumal DNA-Addukte Mutationen in der 

Nukleinsäuresequenz auslösen können. Mittels Kapillargelelektrophorese wurden 

nach Veränderungen in der Nukleotidsequenz gesucht. Von besonderem Interesse 

waren einzelne Zielgene, von denen bekannt ist, dass dort gehäuft Mutationen 

anzutreffen sind. Solche "hot spots" sind zum Beispiel vom Tumor Suppressor p53 

und von der Ras Protoonkogenfamilie bekannt.  

Zusätzlich sollte anhand von sechs DNA- Referenzaddukten überprüft werden, ob 

diese auch unter den DNA-Addukten in Blutzellen von Arbeitnehmern nachzuweisen 

sind, welche gegenüber Dämpfen und Aerosolen exponiert waren. In Kooperation mit 

Dr. S. Amin und S. Nesnow wurde Kalbsthymus-DNA mit sechs verschiedenen PAHs 

behandelt und in der Analyse eingesetzt. Es wurden folgende PAHs ausgewählt: 

Benzo[c]chrysen-9,10-dihydrodiol-11,12-epoxid, Benzo[g]chrysendiol-epoxid, 

Dibenzo[a,l]pyrendiol-epoxid, Benzo[c]chrysen-1,2-dihydrodiol-3,4-epoxid, 

Benzo[a]pyrendiol-epoxid und Benzo[c]phenanthrendiol-epoxide.  

 

 

4. Methodik mit schematischer Darstellung der geplanten und tatsächlichen 

Arbeits- und Zeitabläufe.  

 
4.1 DNA-Isolierung aus menschlichem Blut 

Vom BGFA wurden die Blutproben der Arbeitnehmer gewonnen und Aliquots in 

EDTA-Röhrchen an das Fh-ITEM auf Trockeneis verschickt. Aus den Blutproben 
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wurde DNA extrahiert. Hierzu wurde der QIAamp DNA Blood Midi der Firma Qiagen 

verwendet. Die DNA Konzentration wurde am NanoDrop ND-1000 durchgeführt. Die 

Bezeichnung der Proben wurden vom BGFA übernommen.  

 

4.2 DNA-Adduktbestimmung mittels 32P-Postlabeling 

Der Nachweis der Adduktbildung zwischen aromatischen Kohlenwasserstoffen und 

Nukleotiden erfolgte durch Hydrolyse der DNA und einer anschließenden Markierung 

der freigesetzten Nukleotide/Nukleotidaddukte mittels γ32P-ATP. Die markierten 

Nukleotide/Nukleotidaddukte wurden mittels Dünnschichtchromatografie auf PEI-

Zellulose aufgetrennt. Anschließend wurden die DNA-Addukte durch Phospho-

imaging sichtbar gemacht und mit dem Molecular Imager FX (BioRad) unter Verwen-

dung der Quantity One Software quantitativ ausgewertet. Nach Hintergrundkorrektur 

wurde die Konzentration mittels einer Kalibrierkurve ermittelt, die mit dem Mar-

kierungsansatz und der Angabe zur spezifischen Aktivität des y-32P-ATP erstellt 

wurde. Zur Kontrolle der vollständigen Hydrolyse wurde in einem Aliquot des 

Hydrolyseansatzes die freien Nukleotide mit 32P markiert und mittels Dünnschicht-

chromatografie aufgetrennt und identifiziert.  

Die Häufigkeit auftretender DNA-Addukte wird als relativer Adduktlevel (RAL) ange-

geben Ein RAL-Wert  von 1 bedeutet 1 DNA-Addukt unter 109 Basen. Die Nachweis-

grenze liegt etwa bei einem Wert von 1 (Genevois-Charmeau, 2001; Binet et al., 

2002). Alle RAL-Werte unter 1 wurden in dieser Prüfung nicht weiter berücksichtigt.  

 

Zeitliche Durchführung der Experimente 

GUS 194 bis GUS 302: von Oktober 2005 bis Februar 2006 

GUS 303 bis GUS 454: von März 2007 bis April 2008 

GUS 455 bis GUS 515: von Juli 2008 bis Oktober 2008 

Die Auswertung erfolgte nach Abschluss der jeweiligen Versuchsperioden mit einer 

abschließenden Überprüfung aller Ergebnisse nach Abschluss der Experimente. 

Die letzten gesammelten Blutproben sind am 2.7.2008 am Fh-ITEM eingetroffen und 

wurden sofort aufgearbeitet.  
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4.3 Chemische Identifizierung der DNA-Addukte 

In Zusammenarbeit mit Dr. S. Amin und Dr. S. Nesnow (NIH) wurden 6 PAHs aus-

gewählt, die als Kandidaten für die DNA-Adduktbildung aus Dämpfen und Aerosolen 

aus Bitumen in Betracht kamen. Mit diesen PAHs wurden DNA-Addukte in vitro 

erzeugt. Sie wurden als DNA-Referenzaddukte für die Identifizierung der entspre-

chenden DNA-Addukte in den Blutproben verwendet.  

 

4.3.1 Probenvorbereitung und Massenspektrometrie 

Die DNA wurde wie für das 32P-Postlabeling Assay hydrolysiert und auf eine Endkon-

zentration von 0,5µg/µl eingestellt. Die hydrolysierte DNA wurde 1:100 mit 

Methanol/Wasser (20:80 v.v) verdünnt. Nukleoside ohne Addukte wurden durch 

Festphasenextraktion aus dem Hydrolyseansatz entfernt. Hierzu wurden 1 µl des 

verdünnten Hydrolyseansatzes mit 10 µl Trifluressigsäure versetzt und anschließend 

die Festphasenextraktion durchgeführt. Die Elution der DNA-Addukte von der Fest-

phase erfolgte mittels 1 µl Elutionspuffer (70 % Acetonitril; 0.1 % TFA). 

Für die Massespektrometrie wurde 2,5 Dihydroxybenzoesäure als Matrix verwendet 

und entsprechend vorbereitet (Garaguso et al. 2008). Ein Mikroliter eluierter DNA-

Addukte wurden auf 0,5 µl getrockneter Matrix geladen, welche auf einem 

AnchorChip™ Target mit 600µm Durchmesser gespottet war. Die Massenspektren 

wurden mit einem Flugzeit-Massenspektrometer, Modell Ultraflex (Bruker, Bremen), 

das mit einem Smartbeam all-solid-state Laser System ausgestattet ist, ermittelt. Die 

Spektren sind die Summe von 600 Laserionisationen.  

Bei der Massenspektrometrie wird zunächst das gesamte Spektrum aufgenommen 

(MS). Die interessanten Bereiche werden unabhängig voneinander in einer zweiten 

Analyse selektiv nochmals genauer untersucht (MS/MS). In Anlage 2 sind die 

Spektren entsprechend gekennzeichnet.  

 

Zeitliche Durchführung der chemischen Identifizierung der DNA-Addukte 

Eine Verzögerung um mehrere Monate ergab sich bei der Herstellung der DNA-

Referenzaddukte mit den ausgewählten PAHs. Dies führte dazu, dass mit der DNA-

Adduktidentifizierung erst im August/September 2008 begonnen wurde. Eine weitere 

Verzögerung um mehrere Wochen wurde durch einen Defekt des Massenspektro-

meters verursacht.  
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4.4 Identifizierung von Mutationen mittels dHPLC und Sequenzanalysen.  

Die denaturierende Hochdruckflüssigkeitschromatografie (DHPLC: Denaturing High 

Performance Liquid Chromatography) ist eine Verfahren mit dem insbesondere 

Punktmutationen und kleine Deletionen sowie Insertionen mit hoher Zuverlässigkeit 

detektiert werden können (Xiao und Oefner 2001; Frueh und Noyer-Weidner 2003). 

Bei der Probenaufarbeitung wird die DNA zunächst mittels PCR amplifiziert. Bei der 

sich anschließenden Hybridisierung werden die doppelsträngigen, helikalen DNA-

Moleküle im PCR-Produkt bei 95oC in zwei DNA-Einzelstränge geschmolzen (Dena-

turierung). Durch langsames Abkühlen auf ca. 12oC werden die DNA-Einzelstränge 

zufällig wieder zu doppelsträngiger DNA zusammengeführt (Reanealing). Doppel-

strängige DNA, die sich aus zwei komplementären Einzelsträngen gebildet hat, wird 

als Homoduplex bezeichnet. Als Heteroduplex wird doppelsträngige DNA bezeichnet, 

die sich aus zwei unterschiedlichen DNA-Einzelsträngen gebildet hat. Bei hetero-

zygoten Probanden entstehen bei der Hybridisierung Homo- und Heteroduplexe, bei 

Wildtypen und homozygoten Mutanten entstehen nur Homoduplexe. Homo- und 

Heteroduplexe haben unterschiedliche Schmelztemperaturen. Heteroduplexe 

schmelzen bei einer niedrigeren Temperatur in ihre DNA-Einzelstränge als Homo-

duplexe. Die Analysetemperatur für DHPLC-Sequenzanalysen wird so gewählt, dass 

die Homoduplexe eines PCR-Produktes noch als doppelsträngige DNA, die Hetero-

duplexe aber schon als einzelsträngige DNA vorliegen. Bei dieser Temperatur wird 

eine Ionenpaarchromatografie an einer unpolaren Polystyrendivinylbenzon-Umkehr-

phase (DHPLC-Chromatografiesäule) durchgeführt. Als Laufmittel wird eine 0.5 

molare Triethylammoniumacetatlösung (TEAA) mit einem Acetonitrilgradient 

verwendet. DNA-Einzelstränge haben unter diesen Bedingungen eine niedrigere 

Affinität zur DHPLC-Chromatografiesäule als doppelsträngige DNA. Sie werden 

deshalb bereits bei einer geringeren Acetonitrilkonzentration von der Chromato-

grafiesäule verdrängt. So entsteht bei der DHPLC-Analyse eines PCR-Produktes von 

einem heterozygoten Probanden ein Chromatogramm mit einem Doppelpeak 

(Heteroduplexchromatogramm). Der Peak mit der kürzeren Retentionszeit entspricht 

der DNA der Heteroduplexe, der mit der längeren Retentionszeit der DNA der 

Homoduplexe.  
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Mittels Sequenz-spezifischen Primern wurden PCR Fragmente von ca 500 Basen-

paaren aus der genomischen DNA der Probanden amplifiziert. Die Integrität der 

genomischen DNA wurde mittels 1% Agarosegelelektrophorese überprüft. Es wurde 

keine Degradation der DNA beobachtet. Für die PCR-Amplifikation wurde die DNA 

1:5 verdünnt. Die Primer zur Amplifikation wurden so ausgewählt, dass Exonsequen-

zen der Kandidatengene amplifiziert wurden (Liste der Primersequenzen siehe 

unten). 

Die PCR-Reaktion wurde mit T3-Thermocyclern der Firma (Biometra) durchgeführt. 

In der Regel bestand ein PCR-Reaktionsansatz aus folgenden Komponenten: 1 µl 

genomische DNA (etwa 20 ng/µl), 2.5 µl 10x PCR Puffer (Qiagen), 0.25 µl DNA 

Polymerase ( 1 U aus einer Mischung von 2/3 Taq Polymerase (Qiagen) und  1/3 Pfu  

Polymerase (Promega), 0.5 µl dNTP-Mix (10 mmol/L, Fermentas), 0.5 µl je Primer 

(10µmol/L) und mit dH20 aufgefüllt zu einem Gesamtvolumen von 25 µl. Die PCR 

Bedingungen waren wie folgt: 94°C 15 min zur Denatur ierung gefolgt von 35 Zyklen 

mit 94°C, 10 Sek. zur Denaturierung, 60°C, 30 Sek. für  die Primerbindung and 68°C, 

2 Min für die Elongation sowie eine abschließende Elongation bei 68 °C, 10 Min am 

Ende der 35 Zyklen. Zur Gelelektrophorese wurden 1% Agarosegele eingesetzt, die 

mit 5 µl des PCR-Reaktionsansatzes beladen wurden. Die Dokumentation der Gele 

erfolgte mittels GelDoc 2000 (Biorad). In Einzelfällen waren Modifikationen notwendig 

und betrafen den Einsatz von Q solution (Qiagen) insbesondere bei GC- reichen 

Fragmenten, der Einsatz der non-hot start Taq polymerase sowie Änderungen in der 

Schmelztemperatur der PCR Primer.  
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Übersicht über die verwendeten Primersequenzen 
 
Genname Exon Primersequenz 5` Primersequenz 3` 

 Exon 5 gtgccctgactttcaactctgtct gagcaatcagtgaggaatcagagg 
TP53 Exon 6 cctctgattcctcactgattgctc atctcatggggttatagggaggtc 
 Exon 7 ctcatcttgggcctgtgttatctc ggtggatgggtagtagtatggaag 
 Exon 8 + 9 ggtaggacctgatttccttactgc ccacttgataagaggtcccaagac 

HRAS Exon 2 gcaggagaccctgtaggaggag tctagaggaagcaggagacagg 
 Exon 3 gagaggctggctgtgtgaactc gtggaaagcgagagctggctac 

 Exon 1 gcttcctcctcctgagcagtc cgtgacgtaaagccgaacc 
HPRT1 Exon 2 tccaatcaaatgtttgtatcctg gaacagctgctgatgtttgaa 
 Exon 3 aggtgtttgttataaagtttaatg aagaaaacctactgttgccact 
 Exon 4 tgaagtttgtgtgtgtacataagg tgattgattgaaagcacactgtt 
 Exon 5 gacttgcccaagattagacctc ctggcttacctttaggatggtg 
 Exon 6 catgggggttttggtacttt cccccttcaaatgaggaaa 
 Exon 7 ccccttcctagtaatccccata actggcaaatgtgcctctctac 
 Exon 8 acagcttgctggtgaaaaggac gaggtgctggaaggagaaaaca 
 Exon 9 gctattcttgcctttcatttca aagcagatggccacagaact 

 Exon 18 ccttgtctctgtgttcttgtcc atacagcttgcaaggactctgg 
EGFR Exon 19 gccagttaacgtcttccttctctc ctgtctctaaggggagggagttat 
 Exon 20 gtaaacgtccctgtgctaggtct ccgtatctcccttccctgattac 
 Exon 21 ctcacagcagggtcttctctgttt caagtactgttcccaaagcagctc 

CDKN2A Exon 1 cggagagggggagagcag aacttcgtcctccagagtcg 
 Exon 2 cctggctctgaccattctgt tttggaagctctcagggtaca 

 Exon 1 agcatgggccttaacagacc caatgccgggatatgaaagg 
FHIT Exon 2 ttcaatggcatcctctctgc acctggtgtctccgaagtgg 
 Exon 3 acttactctcaggcggaaatgg aacactgagggtctctctgacc 
 Exon 4 cttgcttagtgcactctcttctcg gcctctattgccactttccaagtc 
 Exon 5 cccctcagcctcagtagatgatta cattctgagagtgcagcctctttc 

CADM1 Exon 9 ctcgattgttctctgtgactcctc ctgcttctgtctgctgaagctttg 
 Exon 10 agcaagttgccatctctgtacc tttacacagcaaatcccaagc 

 Exon 1 gtgtagtggtgccgacttcc ctccacgcctttgttgactg 
TSG101 Exon 2 ttatgcgattttgcttttcag tattaggcggtggtgcaatc 
 Exon 3 aggtcagcccctttcaaggata cctctggtgaacttaggcactt 
 Exon 4 tactgactttgctattgccctcag ctatcctacctcgaatcctccttg 
 Exon 5 ctgaaaagcaactctgtagctg caaaggtttctgttctcttttg 
 Exon 6 tgatgtatatcttattcagtagcc aagttttatcttccactaaattgc 
 Exon 7 cttcctgaatggggttcttc atgccctggtagaaggttca 
 Exon 8 ccccttttctgaaggttcctgt ctactatgcccacaacatccag 
 Exon 9 gtgttgtaggtgtctgacaagtgg gtcagtgcctctacaacccaagtt 
 Exon 10 gtaggtcaaactcctgagccagat agagctcaacctccagctggtatc 
 

 



Seite 11 von 57 

Anschließend wurde mittels DHPLC mit der WAVE MD system (Transgenomic), die 

einzelnen Amplifikate auf Punktmutationen untersucht. Die Bestimmung der 

Temperatur , die zur Identifizierung von Hetero- oder Homoduplexen führte, wurde 

anhand eines Software-Programms des Herstellers ermittelt (z.B. basierend auf dem 

GC-Gehalt). 

Im wesentlichen wurden Heteroduplexe oder Homoduplexe bei Temperaturen von 

95°C, 10 Min; 93°C 1 Min, gefolgt durch Abkühlen auf 12° C im Intervall von 1° pro 

Minute erzeugt. Während der Renaturierung durch Abkühlen bilden sich auch 

Heteroduplexe zwischen Wildtyp und variablen Sequenzen, sobald neben Wildtyp 

auch variante Sequenzen vorliegen und sich zumindest in einem Nukleotid 

unterscheiden. Solche Heteroduplexe eluieren bei bestimmten Temperaturen 

schneller als Homoduplexe, da beide unterschiedliche Affinitäten zur Säule der 

dHPLC besitzen. Analysen mittels dHPLC werden häufig für den Nachweis von 

Nukleotidpolymorphismen genutzt aber auch für die Identifizierung von DNA-

Methylierungen (Betz et al. 2004; Reamon-Buettner et al. 2008). 

Bei begründetem Verdacht auf Mutationen erfolgte eine detaillierte DNA-Sequenz-

analyse mittels Kapillargelelektrophorese (ABI 3100 DNA Genetic Analyzer, Applied 

Biosystems) der entsprechenden Amplifikate. Mutationen in den Sequenzen wurden 

durch Vergleich mit den in Datenbanken vorliegenden Ursprungs- bzw. Referenz-

sequenzen bestimmt. 

 

Zeitliche Durchführung der Mutationsanalysen 

Die Experimente wurden in den Zeiträumen vom Januar 2007 bis November 2007 

und vom Juni 2008 bis November 2008 durchgeführt.  
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5. Ergebnisse 

5.1 32P Postlabelling. 

Insgesamt wurden jeweils 286 Blutproben von Arbeitnehmern vor und nach der 

Schicht mittels 32P-Postlabelling untersucht. Zum Nachweis der vollständigen 

Hydrolyse der isolierten DNA wurde vor der Butanolextraktion ein Aliquot aus dem 

Hydrolyseansatz mit γ32P-ATP markiert und mittels Dünnschichtchromatografie 

aufgetrennt: In Abbildung 1 ist eine solche Hydrolysekontrolle dargestellt.  

 

Abbildung 1: Kontrolle der Hydrolyse durch Markierung der Einzelnukleotide nach 

Hydrolyse der DNA .  

 

 

Die Anzahl der DNA-Addukte für die einzelnen Arbeitnehmer und die relativen 

Adduktlevel (RAL) wurden anhand einer Kalibrierkurve berechnet (Abb. 2). Das 

Muster der DNA-Addukte im Autoradiogramm wurde herangezogen, um die DNA-

Addukte unterschiedlicher Arbeitnehmer miteinander zu vergleichen und die Anzahl 

der unterschiedlichen DNA Addukte zu bestimmen. In Abbildung 3 sind Beispiele 

zweier Arbeitnehmer gezeigt. Die Kreise links und rechts in den Autoradiogrammen 

geben den Ausschnitt an, der für die Messung der Intensität des jeweiligen Addukts 

festgelegt wurde. Die beiden mittig liegenden Autoradiogramme sind identisch mit 

den benachbarten äußeren Autoradiogrammen ohne Kreise. Unterschiede im Muster 

der DNA-Addukte sind mit blauen Kreisen hervorgehoben.  
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Abbildung 2: Kalibrierkurve: Vom Markierungsansatz wurden verschiedene 

Verdünnungsstufen auf die Dünnschichtchromatografieplatten aufgetragen und ein 

Autoradiogramm erstellt. Die Intensität der Schwarzfärbung wurde gemessen. Dieser 

Wert wurde zusammen mit der spezifischen Aktivität des zur Markierung 

eingesetzten y-32P-ATP für die Erstellung einer Kalibrierkurve verwendet. Mittels 

dieser Kalibrierkurve wurden die RAL-Werte der DNA-Addukte bestimmt.  

 

 

 

Abbildung 3: DNA-Addukte von 2 Arbeitnehmern . Obere Reihe zeigt die 

Autoradiogramme von Blutproben vor und die untere Reihe nach der Schicht. A: 

Arbeitnehmer (GUS 250); B: Arbeitnehmer  (GUS 262). Kreise geben die Bereiche 

der DNA-Addukte an, die für die Bestimmung der RAL-Werte ausgemessen wurden.  

 

A       B 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Insgesamt wurden 22 DNA-Addukte unterschieden. Von den ursprünglich 584 

untersuchten Proben zeigten 373 keine DNA Addukte. In den restlichen Proben 

wurden zwischen 1 und 22 Addukte identifiziert. In Tabelle 1 ist ein Überblick über 

die Anzahl der DNA-Addukte in den Proben angegeben.  
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Tabelle 1: übersicht über die Häufigkeit von DNA-Addukten in den untersuchten 

Proben.  

Proben vor und 
nach der Schicht 

373 49 13 9 16 16 26 28 22 18 7 5 2 

% 63.9 8.4 2.2 1.5 2.7 2.7 4.5 4.8 3.8 3.1 1.2 0.9 0.3 

Adduktanzahl/Probe 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 

Die RAL Werte der einzelnen DNA-Addukte wurden mittels einer Kalibrierkurve 

ermittelt. Mit dieser Kalibrierkurve konnte eine Abhängigkeit der Schwarzfärbung im 

Autoradiogramm mit der eingesetzten Menge an Radioaktivität hergestellt werden 

(Abb. 2). Anhand der spezifischen Menge an Radioaktivität und der eingesetzten 

Gesamtmenge an hydrolysierter DNA pro Markierungsansatz lies sich der RAL-Wert 

der DNA-Addukte ermitteln.  

Die einzelnen DNA-Addukte zeigten bezüglich des RAL-Wertes starke Schwan-

kungen in den einzelnen Proben. Ein Überblick, in welchem Bereich sich die RAL-

Werte der DNA-Addukte bewegen, ist in Tabelle 2 aufgeführt. Diese Tabelle zeigt 

ebenfalls als Übersicht, wie häufig die 22 verschiedenen DNA-Addukte in den 

Proben nachgewiesen wurden. Von den 22 DNA-Addukten wurden 10 in 9 und 

weniger analysierten Proben identifiziert. Andererseits wurden 8 DNA Addukte in 

mindestens 50 Proben nachgewiesen.  

 

In der nachfolgenden Tabelle 3 ist aufgeführt, ob vor oder nach der Schicht die RAL-

Werte höher oder niedriger lagen. Als Kriterium wurde eine 10% Differenz zwischen 

beiden Werten, ausgehend vom höheren Wert, festgelegt. Die RAL-Werte waren 

häufiger vor als nach der Schicht erhöht.  
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Tabelle 2: Übersicht über die DNA-Addukte: Anzahl der identifizierten DNA-Addukte (22) und Informationen zu den RAL-Werten. 
Die Häufigkeit des DNA-Addukts gibt an, wie viele untersuchte Proben das entsprechende DNA-Addukt zeigten.  
 
DNA-
Addukt 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 

Häufigkeit 
des DNA-
Addukts 

99 57 130 142 145 121 58 189 19 21 9 3 2 5 47 5 6 1 19 2 4 1 

Summe der 
RAL-Werte 

393 149.8 670.2 698.3 655.5 409.0 147.8 3110.7 71.1 82.8 38.2 6.1 4.4 9.8 211.4 10.6 32.2 14.9 28.7 3.0 5.5 3.2 

RAL-Wert 

(Durchschnitt) 

4.0 2.6 5.2 4.9 4.5 3.4 2.5 16.5 3.7 3.9 4.2 2.0 2.2 2.0 4.5 2.1 5.4 14.9 1.5 1.5 1.4 3.2 

höchster 
RAL-Wert 

13.36 6.7 23.65 24.13 22.36 13.17 10.71 110.6 10.7 11.2 8.52 2.6 1.95 2.72 15.2 3.06 10.83 14.9 2.55 2.02 1.75 3.2 

niedrigster 
RAL-Wert 

1.03 1.02 1.05 1 1.02 1.01 1 1.09 1.7 1.3 1.09 1.7 2.5 1.22 1.04 1.21 2.49 14.9 1.01 1.02 1.05 3.2 

RAL >20 0 0 1 1 1 0 0 54 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

(%) 0 0 1 1 1 0 0 29 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

RAL >10<20 3 0 13 16 9 4 1 45 2 1 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 

(%) 3 0 10 11 6 3 2 24 11 5 0 0 0 0 2 0 17 100 0 0 0 0 

RAL >5 <10 27 3 37 34 34 21 4 33 1 4 3 0 0 0 12 0 1 0 0 0 0 0 

(%) 27 5 28 24 23 17 7 17 5 19 33 0 0 0 26 0 17 0 0 0 0 0 

RAL >1<5 69 54 79 91 101 96 53 57 16 16 6 3 2 5 34 5 4 0 19 2 4 1 

(%) 70 95 61 64 70 79 91 30 84 76 67 100 100 100 72 100 67 0 100 100 100 100 
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Tabelle 3: Vergleich der RAL-Werte vor und nach der Schicht 
 
DNA-Addukt 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 

Häufigkeit des 

DNA-Addukts 

99 57 130 142 145 121 58 189 19 21 9 3 2 5 47 5 6 1 19 2 4 1 

vor > nach 35 26 43 47 36 33 17 62 6 5 4 2 2 5 9 3 3 1 9 1 3 1 

vor = nach 8 1 4 10 14 13 6 4 0 1 0 0 0 0 5 0 0 0 2 0 0 0 

vor < nach 12 12 31 23 27 23 17 35 6 6 1 0 0 0 11 0 0 0 3 1 1 0 
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Beispiele von Arbeitnehmern mit chromatografisch unterschiedlichen DNA-Addukten 

werden in Abbildung 3 aufgeführt.. Im Laufe der Untersuchungen haben sowohl die 

Anzahl als auch die Menge (RAL-Werte) der Addukte abgenommen. Während unter 

den Arbeitnehmern zwischen GUS 196 und GUS 290 nur in wenigen Fällen keine 

Addukte nachweisbar waren, konnten Arbeitnehmer ab GUS 324 nur noch in 

wenigen Fällen maximal 2 DNA-Addukte nachgewiesen werden, deren RAL-Werte 

zumeist unter 3 lagen. In Abbildung 4 sind Beispiel e der 2-D-Dünnschichtchromato-

gramme  von untersuchten DNA-Extrakten gezeigt. 

Unterschiede sowohl in der Anzahl als auch der Intensität einzelner DNA-Addukte 

vor und nach der Schicht wie auch zwischen unterschiedlichen Arbeitnehmern sind in 

Abbildung 4 beispielhaft zusammengefasst. Die RAL-Werte aller untersuchten DNA-

Extrakte sind in Anlage 1 zusammengefasst. 
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Abbildung 4: Autoradiogramme von Arbeitnehmern vor (A) und nach (B) der Schicht.  

I. Beispiele für Proben, die keine DNA Addukte zeigten.  

 
 320 A   320 B   350 A   350 B 
 

       
 
 400 A   400 B   475 A   475 B 
 

            
 
II: Beispiele für Proben mit vereinzelt auftretenden DNA-Addukten (Addukte mit Pfeil 
markiert). 
 
 362 A   362 B    383 A   383 B 

         
 
 428 A    428B      464 A   464 B 
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Desweiteren wurde in Kooperation mit Dr. S. Amin und Dr. S. Nesnow chromosomale 

DNA aus Kalbsthymus mit sechs verschiedenen PAHs behandelt, um DNA-

Referenzaddukte für die Analysen zur Verfügung zu haben. Es wurden solche PAHs 

ausgewählt, von denen die biologische Relevanz bereits dokumentiert wurde, 

insbesondere für Benzo[c]chrysene-9,10-dihydrodiol-11,12-epoxid, 

Benzo[g]chrysendiolepoxid, Dibenzo[a,l]pyrenediolepoxide, Benzo[c]chrysen-1,2-

dihydrodiol-3,4-epoxid, Benzo[a]pyrenediolepoxid und Benzo[c]phenanthrendiol-

epoxid. Die DNA-Referenzaddukte wurden zunächst mittels 32P-Postlabeling 

analysiert. Abbildung 5 zeigt die Ergebnisse des 32P-Postlabeling, die nach 

Inkubation der DNA mit den sechs verschiedenen PAHs entstanden sind. Diese 

wurden mittels Massenspektrometrie weiter charakterisiert und die Ergebnisse in 

Abbildung 5 exemplarishc dargestellt. Auffällig sind die unterschiedlichen 

Messergebnisse nach 32P-Postlabeling und der MALDI-TOF/TOF Analysen der DNA-

Referenzaddukte (siehe Abbildung 5, E und F).  

Einer der DNA- Referenzaddukte wurde als positive Kontrolle, beginnend mit dem 

DNA-Extrakt des Arbeitnehmers GUS 383 eingesetzt (Abbildung 6).  
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Abb. 5: 32P-Postlabeling von DNA-Addukten nach Reaktion von verschiedenenPAHs 

mit DNA. A: Benzo[c]chrysene-9,10-dihydrodiol-11,12-epoxid; B, Benzo[g]chrysen-

diolepoxide; C, Dibenzo[a,l]pyrendiolepoxid; D, Benzo[c]chrysen-1,2-dihydrodiol-3,4-

epoxid; E, Benzo[a]pyrendiolepoxid; F, Benzo[c]phenanthrendiolepoxid. Die an der 

DNA-Adduktbildung beteiligten Nukleotide sind unter den einzelnen Abbildungen 

angegeben.  

  A      B      C 

      

      dA, dG, dC        dA, dG, dC   dA, dG 

 

 

  D      E      F 

      

  dG    dA, dG, dC   dA, dG 

 

 

Abbildung 6: Beispiele positiver Kontrollen beim 32P-Postlabeling. Verwendet wurde 

DNA nach Inkubation mit Benzo[g]chrysene- diol-epoxid zu unterschiedlichen 

Zeitpunkten.  

 3.3.08   15.4.08   14.7.08  29.9.08 
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5.2 Chemische Identifizierung der DNA-Addukte. 

Die chemische Identifizierung der DNA-Addukte erfolgte mittels Massenspektrometrie 

(Maldi-TOF-TOF). Da nicht bekannt ist. wie viele PAHs in Dämpfen und Aerosolen 

aus Bitumendämpfen vorliegen, die DNA-Addukte induzieren können, wurde in 

Zusammenarbeit mit Dr. S. Amin und Dr. S. Nesnow (NIH) 6 PAHs ausgewählt, die 

als bevozugte Kandidaten für die DNA-Adduktbildung aus Dämpfen und Aerosolen 

aus Bitumen betrachtet wurden. Mit diesen PAHs wurden DNA-Addukte in vitro 

erzeugt. Diese sechs PAHs wurden als Referenzproben zur chemischen 

Identifizierung der DNA-Addukte in den Blutproben bei der Massenspektrometrie 

verwendet.  

 

5.2.1 Charakterisierung der sechs ausgewählten DNA-Referenzaddukte mittels 

Massenspektrometrie und 32P-Postlabeling. 

In Abbildung 5 sind die Ergebnisse des 32P-Postlabelings mit den 6 Referenzproben 

abgebildet. Anhand des 32P-Postlabelings konnte zunächst die Anzahl der 

entstandenen DNA-Addukte in den Referenzproben ermittelt werden. Mittels 

Massenspektrometrie wurden die entstanden DNA-Addukte identifiziert und konnten 

die Nukleotide ermittelt werden, die DNA-Addukte bilden und in der Abbildung für das 

jeweilige Chromatogramm angegeben sind.  

Die Massenspektren der sechs DNA-Referenzaddukte sind in Anlage 2A abgebildet. 

Von den einzelnen DNA-Addukten konnten verschiedene Zerfallsprodukte 

identifiziert werden. Das kleinste Fragment bestand nur aus dem Nukleosid, das 

nächst größere aus dem PAH, gefolgt vom Fragment, bestehend aus Nukleosid und 

dem PAH (mit Stern in Anlage 2A markiert). Das größte Fragment bestand aus 

Nukleotid und PAH (jeweils mit dem Namen der Base gekennzeichnet). 

Es war erstaunlich, dass beim 32P-Postlabelling - Auftrennung der DNA-Addukte 

mittels Dünnschichtchromatografie -, in einigen Fällen weniger unterschiedliche DNA 

Addukte in den DNA-Referenzaddukten erkennbar waren (Abb. 5E und F) als mittels 

Massenspektrometrie identifiziert werden konnten. So bildete Benzo[a]pyrendiol-

epoxid und Benzo[c]phenanthrendiolepoxid mit DNA nur ein Addukt, während die 

Massenspektrometrie zur Identifizierung von 3 DNA-Addukten mit Adenin, Guanin 

und Cytosin für Benzo[a]pyrendiolepoxid und von 2 DNA-Addukte mit Adenin, 

Guanin für Benzo[c]phenanthrendiolepoxid führte. 
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5.2.2 Untersuchungen der DNA von Arbeitnehmern auf DNA-Adduktbildung 

mittels Massenspektrometrie. 

Insgesamt wurden 86 DNA-Proben von Arbeitnehmern mittels Massenspektrometrie 

analysiert. Die Summe der RAL-Werte dieser Proben lag über 20. Die aufgenom-

menen Massenspektren wurden mit denen der DNA-Addukte der DNA-Referenz-

addukte verglichen. Die Massenspektren zeigten jedoch keine Übereinstimmung. 

Deshalb musste davon ausgegangen werden, dass entweder die Konzentration der 

entsprechenden DNA-Referenzaddukte in den DNA-Blutproben zu gering oder nicht 

vorhanden sind. Die Massenspektren der DNA-Blutproben wiesen auf mögliche 

DNA-Addukte, die möglicherweise nicht durch PAHs induziert wurden. In Anlage 2 B 

sind Beispiele der Massenspektrometrie gezeigt (die größten Molekülmassen sind 

mit Stern markiert).  

 

 

5.2.3 Vergleichend Untersuchungen im Gewebe exponierter Ratten. 

In der isolierten DNA aus humanen Blutproben konnten keine DNA-Addukte mittels 

Massenspektrometrie identifiziert werden, die den sechs DNA-Referenzaddukten 

entsprechen. Weiterhin wiesen die Massen der identifizierten Addukte darauf hin, 

dass möglicherweise DNA-Addukte ohne Beteiligung von PAHs vorlagen. 

Aus diesem Grunde wurden aus einer anderen Studie, in denen Ratten Dämpfen und 

Aerosolen aus Bitumen exponiert wurden, extrahierte DNA aus Nasenepithel 

ebenfalls massenspektrometrisch untersucht. Dabei zeigte sich, dass jeweils drei 

DNA-Addukte identifiziert werden konnten. Aufgrund ihrer Molekülmassen lassen sie 

den Schluss zu, dass PAHs an der Adduktbildung beteiligt sind, die größer als die 

PAHs der sechs DNA-Referenzaddukte sind. Anlage 2 C zeigt das Massenspektrum 

dieser Untersuchung (die drei DNA Addukte sind mit Stern markiert). Mittels 32P-

Postlabeling wurden im Nasenepithel ebenfalls 3 DNA-Addukte identifiziert (Halter et 

al., 2007), so dass hier eine Übereinstimmung vorlag.  
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5.3 Bestimmung von Mutationen in ausgewählten Genen  

5.3.1 Überblick 

Für die Bestimmung von Mutationen wurde DNA aus Blutproben nach der Schicht 

verwendet. Ein Vergleich vor und nach der Schicht wurde nicht durchgeführt, da 

Mutationen nicht innerhalb einer Arbeitsschicht auftreten und nachweisbar sind. 

Insgesamt wurden 230 verschiedene Proben analysiert.  

Für die Mutationsanalysen wurden acht Gene ausgewählt, nämlich fünf Tumor-

suppressorgene (TP53, CDKN2A (INK4A), FHIT, CADM1, TSG101) und zwei 

Protoonkogene (HRAS, EGFR), denen eine Beteiligung an der Entstehung des 

Lungenkrebs zugeschrieben wird. Zusätzlich wurde das Gen HPRT1 in die Unter-

suchungen miteinbezogen. Tabelle 4 zeigt einen Überblick über die untersuchten 

Gene und ihre allgemeine genomische Struktur. Von diesen wurden jene 

Sequenzabschnitte untersucht, die in der Literatur als so genannte "hot spots" für 

Mutationen insbesondere in Lungentumoren angesehen werden oder solche die 

wichtige Bindungsstellen für andere regulatorische Proteine besitzen. So wurde 

beispielsweise für TP53, das für 11 Exons kodiert, die Exons 5 bis 8 untersucht, die 

wiederum Bindungsstellen kodieren und " hot spots" für Mutationen sind (" hot spots" 

sind Nukleotidpositionen eines Gens, in denen bevorzugt Mutationen beobachtet 

werden) (Toyooka et al., 2003).  
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Tabelle 4: Übersicht über die ausgewählten Gene für die Sequenzanalysen.  
 

Gen Funktion Chromoso-
male 

Lokalisation 

Genomische 
Struktur 

Codierende 
Exons 

TP53 
Tumorprotein p53  

Tumorsupressor 17p13.1 11 Exons,  
mRNA 2640 bp, 
393 Aminosäuren 

10 

HRAS 
v-Ha-ras Harvey rat 
sarcoma viral 
oncogene homolog 

Protoonkogen 11p15.5 7 Exons, 
mRNA 1095bp, 
189 Aminosäuren 

4 

HPRT 
Hypoxanthine 
phosphoribosyltran
s-ferase 

Reportergen für 
Umwelt induzierte 
Mutationen 

 Xq26.1 9 Exons, 
mRNA 1323 bp, 
218 Aminosäuren 

9 

EGFR 
Epidermaler 
wachstumsfaktor-
rezeptor 

Protoonkogen 7p12 28 Exons, 
mRNA 5599 bp, 
1210 Aminosäuren 

28 

CDKN2A (p16 Ink4a) 
Cyclin-abhängige 
Kinaseinhibitor 2A 
 

Tumorsupressor 9p21 3 exons, 
mRNA 1160 bp, 
156 Aminosäuren 
(Isoform INK4a) 

3 

FHIT 
Fragile histidine 
triad 

Tumorsupressor 3p14.2 5 exons 
mRNA 444 bp, 
147 Aminosäuren 

5 

CADM1 (TSLC1) 
Zelladhäsionsmole-
kül  1 

Tumorsupressor 11q23.2 10 exons, 
mRNA 1329-bp, 
442 Aminosäuren 

10 

TSG101 
Tumor susceptibility 
gene 101   

ursprünglichTu-
morsupressor, 
neuere Arbeiten 
zeigen Gen- und 
Proteinüberex-
pression in Krebs 

11p15 10 exons,  
mRNA 1530 bp, 
390 Aminosäuren 

10 

 

Hinweise zur Nomenklatur von Einzelnukleotidpolymorhismen finden sich bei "den 

Dunnen und Antonarakis, 2001".  

Die Positionen der Sequenzunterschiede innerhalb der kodierenden Region in Exons 

beziehen sich auf das 1. Nukleotid A des Startkodons ATG. Beispielsweise bedeutet 

c.63A>G, dass Adenin 63 gegen G ausgetauscht wurde (gerechnet wurde vom 

Startkodon ATG).  

Sequenzunterschiede in Introns werden wie folgt angegeben. c.672 +62 A>G  TP53 

bedeutet, dass 62 Basen von der Nukleotidposition 672 (ist das letzte Nukleotid im 

Exon 6 des TP53 Gens) ein Basenaustausch im Intron erfolgte. Sofern die 

Einzelnukleotidpolymorphismen (single nucleotide polymorphism = SNP) in der 
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Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) registriert sind, werden die 

entsprechende Referenznummern aus der Datenbank angegeben. Die 

Referenznummer für dbSNP c.672 +62 A>G TP53 ist rs1625895. Das Kürzel db 

(database) vor SNP bedeutet, das dieser SNP in der Datenbank registriert ist. Die 

identifizierten Substitutionen werden wie folgt dargestellt. A > G bedeutet, das 

Nukleotid A wird vollständig durch G ersetzt. Erscheint der Buchstabe R, M, S, K, W 

und Y zeigte die Sequenzanalyse an der gleichen Position einen Doppelpeak jeweils 

für zwei verschiedene Nukleotide, wobei R das Symbol für A +G, M für A + C, S für G 

+ C, K für G + T, W für A + T und Y für C + T darstellt.  

In den Anlage 3A bis 3H sind beispielhaft Chromatogramme für einzelne Probanten 

dargestellt. Probanden mit dem gleichen Chromatogramm sind in den Tabellen 

zusammengefasst. In den Tabellen sind die identifizierten SNPs angegeben. 

Nummern unter den jeweiligen Exons geben eine Kurzbeschreibung der 

Chromatogramme wieder, die in Tabelle 5 aufgelistet sind. Sofern keine veränderte 

Nukleotidsequenz vorliegt, sind diese gelb markiert.  
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Tabelle 5: Kodenummern und die dazu gehörige Beschreibung  

                 der Chromatogramme 

Kode  Beschreibung des Chromatogramms 

1  identisch mit Referenz 

2  Doppelpeak vor dem Hauptpeak 

3  Doppelpeak vor dem Hauptpeak , näher am Hauptpeak als 2 

4  Peak nach links verschoben 

5  3 Peaks 

6  Peak nach rechts verschoben 

7  4 Peaks 

8  Peak vor dem Hauptpeak 

9  Welle vor dem Hauptpeak 

10  Welle vor den Hauptpeak und Hauptpeak nach links verschoben 

11  Welle vor den Hauptpeak und Hauptpeak nach rechts verschoben 

12  ein Doppelpeak der nach links verschoben ist 

13  Doppeleak 

14  Welle vor dem Doppelpeak 

15  Doppelpeak und nach rechts verschoben 

17  2 Wellen vor dem Hauptpeak, der Hauptpeak nach links verschoben 

18  Hauptpeak ist sehr breit 

19  Welle nach links verschoben, kein Hauptpeak 

20  Schulter am Hauptpeak 

21  Schulter am Hauptpeak und Hauptpeak nach rechts verschoben 

22  Schulter am Hauptpeak und Hauptpeak nach links verschoben 

23  5 Peaks 

24  Peak vor dem Hauptpeak und der Hauptpeak ist nach rechts verschoben 

25  viele Peaks 

26  viele Peaks, abweichend von Nr. 25 
 

In den folgenden Abschnitten sind die Ergebnisse der untersuchten Gene 

beschrieben.  

 

5.3.2 TP53  

TP53 ist ein Tumorsupressorgen, das für einen Transkriptionsfaktor kodiert, der an 

der Kontrolle vieler verschiedener zellulärer Prozesse beteiligt ist. Hierzu zählen u.a. 

die Zellproliferation, Homeostase, Apoptose und DNA-Reparatur. Veränderungen im 

TP53 sind häufig in verschiedenen menschlichen Tumoren anzutreffen (Petitjean et 

al. 2007a;Petitjean et al. 2007b). In der IARC TP53 DATABASE (http://www-

p53.iarc.fr) sind alle bekannten genetische Variationen für TP53 aufgeführt. Bislang 

sind 24810 Fälle von somatischen Mutationen und 399 Keimbahnmutationen 
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beschrieben. Somatische Mutationen werden häufig in menschlichen Tumoren 

vorgefunden. Keimbahnmutationen führen zur frühen Ausbildung von Krebs und wird 

als Li-Fraumeni Syndrom (LFS) bezeichnet.  

Für TP53 werden häufig "missense" Mutationen vorgefunden, das zu fehlerhaftem 

TP53 Protein führt. Diese Mutationen treten vornehmlich in der DNA-Bindungs-

domäne auf. Die Mutationshäufigkeit in den einzelnen Kodons variiert jedoch 

beträchtlich zwischen den Tumortypen und hängt von der Zugänglichkeit und 

Exposition der einzelnen Kodons gegenüber Mutagenen ab.  

Lungentumore werden zu 90% durch Karzinogene in Zigarettenrauch induziert. 

Dabei binden im Zigarettenrauch vorliegende polyzyklische aromatische Kohlen-

wasserstoffe (PAH) an Nukleotide in verschiedenen Kodons des TP53 Gens, die in 

Lungentumoren mutiert sind (Denissenko et al. 1996;Smith et al. 2000b). So ist 

bekannt, dass beispielsweise Benzo[a]pyrene diol epoxide (B[a]PDE, BPDE), 

Transversionen von G nach A im TP53 Gen induziert und zwar bevorzugt mit den 

Guaninen in den Kodons 157 and 158 im Exon 5, 245 and 248 im Exon 7 und im 

Kodon 273 im Exon 8. Diese Positionen sind so genannte "hot spots" im TP53 Gen. 

Weitere PAHs, die im TP53 Gen an Exon 5, 7 und 8 bevorzugt an bestimmte Positio-

nen binden, sind Chrysen (CDE), 5-Methylchrysene (5-MCDE), 6-Methylchrysene (6-

MCDE), Benzo[c]phenanthrene (B[c]PDE), and Benzo[g]chrysene (B[g]CDE) (Smith 

et al. 2000a). Neben den bereits erwähnten Positionen unterscheiden sich die PAHs 

dadurch, dass einige zusätzlich Addukte in den Kodons 154, 156, and 159 im Exon 5 

und im Kodon 237 im Exon 7 bilden können und deshalb ebenfalls "hot spots" 

darstellen. Diese "hot spots" liegen alle innerhalb von CpG Nukleotidklustern, die 

gewöhnlich methyliert sind und deshalb vermuten lassen, dass methylierte CpG 

Dinukleotide bevorzugte Ziele für exogene chemische Karzinogene darstellen 

(Denissenko et al. 1997;Yoon et al. 2001;Chen et al. 1998).  

Das humane TP53 Gen befindet sich auf Chromosom 17 an Position 17p13.1, 

besteht aus 11 Exons mit einer Transkriptlänge von 2640 bp und kodiert 393 

Aminosäuren (siehe http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/). Auf Grund der 

Datenlage (siehe oben), dass die meisten Mutationen im TP53 in den Exons 5-9 

identifiziert wurden, wurden für die dHPLC Analysen diese Exons und ihre 

flankierenden Introns ausgewählt. Da Exon 8 und 9 sehr klein sind und auch das 

dazwischen liegende Intron sehr klein ist, konnte dieser Bereich in einem Fragment 

untersucht werden.  
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Exon 5 zeigte kein auffallendes dHPLC Chromatogramme. Jedoch zeigten die 

Einzelpeaks im Vergleich zur Referenz eine Verschiebung des Einzelpeaks vor oder 

hinter den Referenzpeak. (Anlage 3A). Diese Verschiebung wurde in 109 Proben 

beobachtet; in 7 Fällen nach rechts und in 102 Fällen nach links. Die exemplarisch 

durchgeführten Sequenzanalysen einzelner Proben mit solche verschobenen 

Einzelpeaks zeigte jedoch das Fehlen jeglicher Sequenzunterschiede.  

Die Referenzprobe für Exon 6 war positiv für einen bekannten im Intron liegenden 

dbSNP (rs1625895, NM_000546.3:c.672+62A>G) und zeigte deshalb einen 

charakteristischen Doppelpeak im Chromatogramm. Dieser dbSNP wird häufig auch 

unter Europäern vorgefunden. Die dHPLC Analysen haben neben den erwarteten 

Doppelpeaks auch Einzelpeaks wie auch zusätzliche Muster gezeigt. Auch hier 

ergab die Sequenzanalyse repräsentativer unterschiedlicher Chromatogramme keine 

Sequenzabweichungen im Exon 6. Die verschiedenen Chromatogramme sind auf 

den dbSNP rs1625895 zurückzuführen sowie einer weiteren identifizierten 

Sequenzvariation im Intron c.672+93 C>T. Diese neue Sequenzvariation wurde 

bislang nicht als dbSNP beschrieben. Auch hier traten ebenfalls wieder 

Verschiebungen der Chromatogramme in 162 Proben auf, die jedoch nicht durch 

Sequenzvariationen verursacht wurden. Abbildung 7 zeigt das Chromatogramm von 

GUS 207, wo in der Intronsequenz um Exon6 der bekannte dbSNP c. 672+62A>R 

(rs1625895) sowie ein bislang unbekannter SNP c.672+93C>Y identifiziert wurde.  

 

Abbildung 7: Chromatogramm (TP53/Exon6) der Probe GUS207: Die Referenzprobe 

zeigt aufgrund des Vorliegens eines dbSNPs einen Doppelpeak (mit Pfeil markiert). 

Die Probe GUS207 zeigt zusätzlich 2 Peaks.  

 

 

 

 

Referenzprobe (Doppelpeak) 

GUS 207 
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Exon 7 zeigt im Chromatogramm Doppelpeaks (Abbildung 7). Obwohl hier in 

Einzelfällen die Amplifikate auch kloniert und sequenziert wurden, konnten keine 

Sequenzveränderungen identifiziert werden. In zwei untersuchten Proben war es 

jedoch nicht möglich, mittels PCR das entsprechende Fragment zu amplifizieren.  

 

Abbildung 8: Chromatogramm der Probe GUS199,T353 Exon7. Die Probe GUS199 

zeigt zusätzliche Peaks, aber keine Sequenzvariation.  

 

 

 

Für Exon 8 und 9 wurden jeweils unterschiedliche Chromatogramme und 

verschobene Peaks vorgefunden. Aber auch hier zeigten repräsentative 

Sequenzanalysen keine Sequenzunterschiede (Anlage 3A).  

 

 

5.3.3 HRAS 

HRAS (v-Ha-ras Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog) gehört zur RAS 

Familie der Protoonkogene zu denen auch K(Kirsten)RAS und N(Neurobla-

stoma)RAS zählen. Diese Genfamilie kodiert Proteine mit 21 kD, die an der Innen-

seite der Zellmembran liegen und eine wichtige Rolle bei der Signalübertragung 

spielen. Dieser RAS-Signalweg ist an der Tumorinitiation, des Tumorwachstums und 

der Metastasebildung beteiligt (Giehl 2005). Eine Aktivierung des RAS-Signalweges 

durch Mutation der RAS Proteine begünstigt die Tumorbildung indem zahlreiche 

zelluläre Prozesse wie Genexpression, Zellzyklus, Zellteilung und das Überleben der 

Zelle gestört werden. HRAS kodiert ein Protein, dass die Zellteilung nach Stimu-

lierung durch Wachstumsfaktoren reguliert (siehe http://0-ghr.nlm.nih.gov.-

catalog.llu.edu/gene=hras).  

Referenzprobe 

GUS 199 
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Keimbahnmutationen von HRAS wurden in Patienten mit dem Costello Syndrom 

vorgefunden und zeigen Entwicklungsstörungen, Wachstumsstörungen, Anomalien 

des Herzens und Skeletts und eine Neigung zur Entwicklung von sowohl gutartigen 

als auch bösartigen Neoplasien (Rauen 2007). Die Mutation im HRAS Gen beim 

Costello Syndrom hat dazu geführt, dass das HRAS Protein konstitutiv  in der aktiven 

Form vorliegt und selbst nicht mehr reguliert werden kann. Die meisten Mutationen 

im HRAS Gen betreffen Kodons der Aminosäure Glycin an Position 12 oder 13 

(Gly12 and Gly13). Somatische Mutationen im HRAS Gen in den Kodons 12, 13 und 

61 wurden ebenfalls in Karzinomen, bevorzugt im Blasenkarinom (Jebar et al. 2005), 

im Schilddrüsenkarzimom (Nikiforova et al. 2003) und Nierentumoren (Fujita et al. 

1988) gefunden.  

Das HRAS Gen befindet sich auf Chromosom 11 an Position 11p15.5. Die Länge des 

Transkripts beträgt 1095 bp und kodiert ein Protein von 189 Aminosäuren (siehe 

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/). Für die dHPLC Analyse wurden Exon 2 

und 3 ausgewählt, da sie die Kodons 12 / 13, und 61 "hot spots" beinhalten. Hin-

weise dafür lieferte eine Studie, in der gezeigt wurden, dass Mutationen in den 

Kodons 12 und 13 mit den RAL-Werten von PAH-Addukten korrelierte (Chakravarti et 

al. 2008). 

Die dHPLC Chromatogramme von Exon 2 zeigten in 14 Fällen Doppelpeaks. In 3 

Fällen lagen die Dopelpeaks links und in 11 Fällen rechts vom Hauptpeak. In 91 

Fällen wurden Dreifach- und Vierfachpeaks beobachtet. Nach direkter Sequenzana-

lyse von PCR Fragmenten bzw. nach vorheriger Klonierung der Fragmente wurde ein 

bekannter und häufig beobachteter SNP, dbSNP rs12628 (NM_005343.2:c.81T>C, 

NP_005334.1:p.H27H) identifiziert. Dieser SNP kodiert für die Aminosäure Histidin, 

führt aber trotz Nukleotidaustausch nicht zu einem Aminosäureaustausch. Er wird in 

verschiedenen Populationen einschließlich Europäern vorgefunden und taucht 

anhand der Gruppierung der Chromatogramme in gleichen Gruppen in etwa der 

Hälfte der untersuchten Probanden auf. Ein exemplarisches Chromatogramm ist in 

Abbildung 9A für GUS199 gezeigt .  

Darüber hinaus traten weitere abweichende Chromatogramme mit zusätzlichen 

Peaks bzw. Peakverschiebungen auf. Hier zeigten entsprechende Sequenzanalysen 

aber keine Veränderungen (Abbildung 9B). In den als "hot spots" bekannten Kodons 

12 und 13 wurden keine Veränderungen festgestellt.  

 



Seite 31 von 57 

Abbildung 9: A, Chromatogramm von GUS199 mit einer Seqenzabweichung 

(c.81T>Y); B, Chromatogramm von GUS 247 ohne Sequenzabweichung.  

 

 

 

 

 

 

Exon 3 zeigte in 153 Fällen eine Verschiebung von Peaks, die jedoch nicht durch 

Nukleotidaustausche hervorgerufen wurden (Anlage 3B).  

 

 

5.3.4 HPRT1  

Hypoxanthine phosphoribosyltransferase (HPRT1) ist auf dem X-Chromosom an 

Position Xq26.1 kodiert. Es besteht aus 9 relativ kurzen Exons und bildet ein 

Transcript von 1323 bp, welches für ein Protein von 218 Aminosäuren kodiert (siehe 

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/). Keimbahnmutationen des HPRT1 Gens 

führen zum Lesch-Nyhan Syndrom mit neurologischen und psychiatrischen Behin-

derungen sowie Stoffwechselstörungen.  

HPRT wurde als Reportergen für somatische Mutationen nach Exposition gegenüber 

Umweltkarzinogenen eingesetzt (Albertini 2001). HPRT1 spielt eine zentrale Rolle im 

Purinstoffwechsel durch Phosphoribosylierung von Hypoxanthin and Guanin, aber 

A 

B 
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auch beispielsweise von 8-Azaguanin, 6-Thioguanin und 6-Mercaptopurin, die dann 

aber den Zelltod induzieren. Diese Eigenschaft wird in Studien verwendet, um 

HPRT1-negative T Lymphozyten für anschließende Mutationsanalysen zu selek-

tieren. Die Bestimmung der Mutationshäufigkeit im HPRT1 Gen wird als ein Maß für 

die Exposition gegenüber Mutagenen und Karzinogenen verwendet (Perera et al. 

1994b; Hou et al. 1995b; Hou et al. 1999b; Liu et al. 2008). 

Eine positive Korrelation zwischen aromatischen DNA-Addukten und der Häufigkeit 

von HPRT1 Mutationen wurde bei Arbeitnehmern in Gießereien und Autowerkstätten 

gefunden (Perera et al. 1994a; Hou et al. 1995a) und in Lungentumoren von 

Rauchern (Hou et al. 1999a).  

Mutationen im HPRT1 Gen können die Exon-Intron Übergänge betreffen (Hennig et 

al. 1995). Mutationen wurden aber auch im Exon 3 an der Nukleotidposition 212 und 

229 gefunden (Wei et al. 1995). Die Mutationshäufigkeit ist höher, wenn die Zellen 

sich gerade teilen und das HPRT1 Gen repliziert wird.  

Vom HPRT1 Gen wurden alle 9 Exons einschließlich der Exon-Intronübergänge 

analysiert. Für die dHPLC Analysen für die Exons 4, 7 und 9 wurden zwei 

unterschiedliche Programme verwendet. Neben den Verschiebungen in den 

Chromatogrammen nach links oder rechts zeigten viele Proben einen Peak vor der 

Referenzprobe (Abbildung 10). Die Sequenzanalyse repräsentativer Proben mit 

verschiedenen Chromatogrammen zeigte keine Veränderungen in der 

Nukleotidsequenz (Anlage 3C).  

 

Abbildung 10: Chromatogramm von GUS 251, HPRT1, Exon1. 

 

 

 

GUS251 

Referenzprobe 
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5.3.5 EGFR 

Der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) kodiert ein Transmembran-

glykoprotein der Rezeptor-Tyrosinkinasefamilie. Die Bindung von Liganden an die 

extrazelluläre Domäne des Rezeptors führt zur Aktivierung der Tyrosinekinase-

Domäne des Rezeptors. Tyrosinkinasen (TKs) regulieren Signalwege, die sensible 

zelluläre Abläufe kontrollieren. Eine durch Mutation konstitutiv aktive TK oder auch 

eine Überexpression kann zur Krebsbildung beitragen. In Nichtkleinzellkarzinomen 

der Lunge (NSCLC) wird EGFR häufig überexprimiert (Suzuki et al. 2005). Weiterhin 

wurde eine Genamplifikation sowie Mutationen in der Tk-Domäne des EGFR Gens in 

Lungentumoren festgestellt.  

In einer Datenbank, basierend auf 26 Publikationen, wurden in 809 Fällen soma-

tische Mutationen im EGFR Gen in NSCLCs gefunden (Gu et al. 2007).  

Vier "super hotspots" stellen 70% aller bekannten Mutationen während Zweidrittel 

von 131 Mutationen nur einmal in NSCLCs gefunden wurden und nur 11% aller 

Mutationen ausmachten. Die meisten Mutationen sind Austausche einzelner 

Aminosäuren, Mikrodeletionen und Mikroinsertionen ohne Unterbrechung des 

Leserasters oder Insertionen bei gleichzeitiger Deletion (können zum Verlust oder 

Zunahme von 1bis 50 Nukleotiden führen).  

Das EGFR Gen liegt auf Chromosome 7 (7p12 ) und besteht aus 28 Exons mit einer 

Transkriptlänge von 5599, die für ein Protein aus 1210 Aminosäuren kodieren (siehe 

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/). Mutationsanalysen im EGFR Gen wurden 

in den Exons 18 bis 21 durchgeführt. Diese Region kodiert die intrazelluläre 

Tyrosinkinase-Domäne und liegt häufig durch Mutationen in einer konstitutiv aktiven 

Form vor.  

Die Chromatogramme von Exon 18 ergaben keine Hinweise für Sequenzunter-

schiede. Es wurde nur Verschiebungen des Hauptpeaks in drei Fällen nach rechts 

bzw.in 98 Fällen nach links beobachtet (Anlage 3D). 

Die Analysen von Exon 19 zeigten neben den Verschiebungen zusätzliche Peaks 

(Anlage 3D). Die Sequenzanalyse einzelner Probanden führte zur Identifizierung von 

drei in Introns vorliegenden dbSNPs: rs2017000  (NM_005228.3:c.2283+96A>G), 

rs17337135 (NM_005228.3:c.2283+69G>A) und rs17290378 

(NM_005228.3:c.2283+125T>C). Das Muster in den Chromatogrammen war von der 

jeweils vorliegenden Kombination dieser dbSNPs abhängig (Abbildung 11).  
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Abbildung 11: Chromatogramme mit abweichenden Peaks von der Referenzprobe 

und die dazu gehörigen Sequenzvariationen. A, GUS 326 mit dbSNPrs2017000 und 

rs17290378; B, Gus 367 mit dbSNP rs17337135 und rs17290378. 

 

 

 

 

 

Auch in den Chromatogrammen von Exon 20 tauchten häufig 2 bis 3 Peaks 

zusätzlich auf. Auch hier waren diese Zusatzpeaks auf drei genetische Variationen 

zurückzuführen. Zwei lagen in Intronsequenzen, davon war ein SNP in der 

Datenbank registriert: dbSNP rs10241451 (c.2284-60T>C): Ein weiterer SNP 

(c.2284-21C>Y) ist nicht in der Datenbank aufgeführt. Ein dbSNP rs1050171 

(c.2361G>A, p.Q787Q) lag im Exon, das jedoch nicht zum Austausch der 

Aminosäure Glutamin führte.  

Die dHPLC Chromatogramme von Exon 21 zeigten Verschiebungen und zusätzliche 

Wellen vor dem Hauptpeak (Anlage 3D). In vier Fällen wurden weitere Peaks 

identifiziert. Durch Sequenzanalysen konnte gezeigt werden, dass GUS282 

heterozygot für dbSNP rs41420046 (c.2487G>A, p.E829E) ist (Abbildung 12) und 

GUS287 heterozygot für dbSNP rs17290559 (c.2508C>T, NP_005219.2:p.R836R). 

Beide Sequenzunterschiede liegen im Exon, führen aber nicht zum Austausch der 

codierten Aminosäuren (Abbildung 12).  

 

GUS326 

Referenzprobe 

GUS367 

Referenzprobe 
B 
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Abbildung 12: Chromatogramm von GUS 282 mit abweichenden Peaks von der 

Referenzprobe als Folge des identifizierten dbSNP.  

 

 

 

 

5.3.6 CDKN2A (INK4A) 

CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A), ist ein Tumorsuppressorgen auf 

Chromosom 9p21. Dieser Bereich ist häufig in Lungenkrebs deletiert (Sato et al. 

2005; Blons et al. 2008b). Das Gen kodiert zwei verschiedene Transkriptvarianten, 

die sich im ersten Exon (Exon 1α und Exon 1β) unterscheiden (Ruas and Peters 

1998). Die kodierten Proteine, p16Ink4a und p14ARF hemmen den Zellzyklus. p16 Ink4a 

hemmt die Phosphorylierung des Retinoblastomaproteins (RB) und verhindert so 

dessen Inaktivierung. Daher führt der Verlust von p16 Ink4a auch zur Inaktivierung von 

RB. CDKN2A/p14ARF stabilisiert den Tumorsupressor TP53. Der Verlust beider 

Proteine kann deshalb zu unkontrolliertem Zellwachstum führen.  

In einer Vielzahl von Tumoren wie der Lunge, Blase, Pankreas und in Melanomen, 

Gliomen und Gebärmutterhalskrebs, ist das CDKN2A Gen häufig durch Mutationen 

und Deletionen verändert. Eine Datenbank wurde zusammengestellt, die 

beispielsweise zeigt, dass in 97 Fällen Keimbahnmutationen sowie 776 somatische 

Mutationen in 30 verschiedenen Tumortypen identifiziert wurden (Murphy et al. 

2004). In NSCLCs ist CDKN2A (p16Ink4a) häufig durch Hypermethylierung des 

Promotors inaktiviert (Feng et al. 2008; Tsou et al. 2007; Ota et al. 2006). Eine 

Merhylierung des Promotors wurde auch in Lungentumoren von mit Chrom 

exponierten Arbeitnehmern gefunden, wodurch kein CDKN2A (p16Ink4a) Protein 

gebildet wurde (Kondo et al. 2006). Darüber hinaus ist bekannt, dass in NSCLCs 

CDKN2A (p16Ink4a) in beiden Allelen Exon 2 deletiert sein kann (Kraunz et al. 2006).  

GUS282 

Referenzprobe 



Seite 36 von 57 

Die hier durchgeführten Untersuchungen betrafen die Sequenzen, die p16Ink4a 

kodieren, das ein Transkript von 1160 bp bildet und ein Protein von 156 

Aminosäuren kodiert (siehe http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/). Die PCR 

Primer für Exon 2 lagen in den Introns, um mögliche Deletionen zu finden. 

Für Exon 1, konnte in 2 Fällen für GUS332 und GUS387 kein PCR-Fragment 

amplifiziert werden. Neben den Verschiebungen des Hauptpeaks wurde häufig eine 

Welle oder ein zusätzlicher Peak vor dem Hauptpeak in den Chromatogrammen 

beobachtet (Anlage 3E) . Sequenzunterschiede wurden aber nicht nachgewiesen.  

Die Chromatogramme von Exon 2 zeigten in zehn Fällen drei Peaks (siehe 

Abbildung 13). Nach Sequenzanalyse wurde im Arbeitnehmer GUS241 eine in der 

Datenbank vorliegende Sequenzvariante im Exon 2 nachgewiesen (dbSNP 

rs3731249, NM_000077.3:c.442G>A, NP_000068.1:p.A148T). In diesem Fall führte 

die genetische Variation zum Austausch einer Aminosäure. In diesem bekannten 

dbSNP wird Alanin durch Threonin ersetzt. Gesundheitliche Folgen sind bislang nicht 

bekannt. 

 

Abbildung 13: Chromatogramm von GUS241 mit abweichenden Peaks von der 

Referenzprobe als Folge des identifizierten dbSNP rs3731249 

 

 

 

5.3.7 FHIT  

FHIT (fragile histidine triad) ist ein Tumorsuppressorgen auf Chromosome 3p14.2, 

dessen molekulare Organisation aus fünf Exons, einem Transkript von 444 bp und 

einem Protein aus 147 Aminosäuren besteht (siehe 

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/). Das Gen befindet sich an einer Stelle des 

Chromosoms, welche als äußerst instabil gilt. Dies führt dazu, dass intragenische, 

hemi- und homozygote Deletionen vorkommen, die in vielen Krebserkrankungen, 

GUS241 

Referenzprobe 
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vornehmlich in Lungenkrebs (Smith et al. 2007) beobachtet werden. Der Verlust der 

Proteinexpression wird nicht nur durch Deletion des Gens verursacht, sondern auch 

durch Hypermethylierung des Promotors sowie abnormale Transkripteditionen 

(Zochbauer-Muller et al. 2001; Kim et al. 2004; Tzao et al. 2004; Wali et al. 2006).  

Über den Mechanismus der Tumorsupressorwirkung von FHIT ist wenig bekannt. Es 

gibt Hinweise, dass FHIT am Ras/Rho Signalweg beteiligt ist (Jayachandran et al. 

2007).  

Von FHIT wurden alle 5 Exons mittels dHPLC analysiert. Die Chromatogramme 

zeigten für Exon 1 in allen untersuchten Proben einen Einzelpeak, der manchmal 

nach links oder rechts verschoben war. Sequenzanalysen zeigten aber keine 

Nukleotidaustausche.  

Für Exon 2 wurden 2 Programme mit unterschiedlichen Schmelztemperaturen 

eingesetzt, um möglichst alle möglichen Mutationen im Fragment erfassen zu 

können. In 30 Fällen konnten jedoch keine Ergebnisse erzielt werden. Die erhaltenen 

Chromatogramme zeigten Verschiebungen des Hauptpeaks (Anlage 3F). Nach 

Klonierung des PCR-Produkts vom Arbeitnehmer GUS242 wurden in vier Klonen 

keine Sequenzvarianten identifiziert. Ein fünfter Klon zeigte den Austausch eines 

Nukleotids im kodierenden Bereich, der jedoch nicht zum Austausch einer 

Aminosäure führte (c. 138C>T, R46R).  

Exon 3, zeigte in vielen Chromatogrammen eine Welle vor dem Hauptpeak 

(Abbildung 14). Die Sequenzanalyse einer repräsentativen Probe führte zur 

Identifizierung eines bekannten SNP: dbSNP rs255497 (c.264C>T, p.A88A) im Exon 

3, der häufig unter Europäern vorkommt.  
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Abbildung 14: Chromatogramm mit eine Welle vor dem Hauptpeak im Vergleich zur 

Referenz.  

 

 

 

Abnormale Chromatogramme wurden bei der Analyse des Exon 4 vorgefunden 

(Abbildung 15). Sequenzanalysen repräsentativer Proben führte zur Identifizierung 

eines bekannten SNP, der im kodierenden Bereich des Exons liegt, aber keinen 

Aminosäureaustausch hervorruft: dbSNP rs1385816 (c.294T>C, p.H98H). Zwei 

weitere Nukleotidaustausche wurde im Intronbereich nachgewiesen: c.280-142G>R 

und c.280-125T>K. Diese SNPs sind bislang in der Datenbank nicht aufgeführt.  

 

Abbildung 15: Chromatogramm von GUS257 mit abweichenden Peaks von der 

Referenzprobe, die auf einem Nukleotidaustausch im Intronbereich und einem 

Austausch im Exon 4 zurückzuführen ist: dbSNP rs1385816 (c.294T>C, p.H98H) und 

c.280-125T>K 

 

 

 

Auch bei der Analyse des Exon 5 wurden abnormale Chromatogramme vorgefunden. 

Sequenzanalysen repräsentativer Proben führte zur Identifizierung zweier 

GUS394 

Referenzprobe 

GUS257 

Referenzprobe 
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Nukleotidaustausche im Intronbereich; c.349-17 T>W und  c.349-27 T>Y, die 

ebenfalls bislang in der Datenbank nicht vorlagen.  

 

 

5.3.8 CADM1 (TSLC1/IGSF4) 

CADM1 (Cell adhesion molecule 1), ein Tumorsuppressorgen auf Chromosom 

11q23.2, besteht aus 10 Exons, einer Transkriptlänge von 1329 bp and einem 

Protein aus 442 Aminosäuren (siehe http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/). In 

menschlichen Adenokarzinomen der Lunge wurde eine Abnahme wie auch der 

Verlust der Proteinexpression beobachtet (Ito et al. 2003; Goto et al. 2005). Unter 47 

analysierten menschlichen Lungenadenokarzinomen zeigten 40% verminderte 

CADM1 Expression (Ito et al. 2003). In einer anderen Studie zeigten unter 93 

Adenokarzinomen der Lunge 65% einen Verlust der CADM1 Expression (Goto et al. 

2005).  

CADM1 gehört zur Immunoglobin-Superfamilie der Zelladhäsionsmoleküle und ist an 

Zell-Zell Interaktionen beteiligt (Masuda et al. 2002). Das CADM1 Protein ist ein 

Transmembranglykoprotein, welches mit einer extrazellulären Domäne, der Trans-

membrandomäne und der zytoplasmatischen Domäne ausgestattet ist (Kuramochi et 

al. 2001;Masuda et al. 2002). Eine Deletion der zytoplasmatischen Domäne führt 

zum Verlust der Tumorsuppressoraktivität (Mao et al. 2003). Eine epigenetisch 

bedingte Abnahme der Proteinmenge wird durch Promotor Hypermethylierung 

bewirkt und wurde in Lungenkrebs beobachtet (Kuramochi et al. 2001; Fukami et al. 

2003 ; Kikuchi et al. 2006). Untersuchungen an 103 NSCLCs haben in 45% der Fälle 

eine Methylierung des Promotors gezeigt (Kikuchi et al. 2006). 

Mittels dHPLC wurden Exon 9 und 10 mit angrenzenden Intronbereichen untersucht. 

Diese beiden Exons kodieren die zytoplasmatische Domäne.  

Exon 9 wurde mit 2 Programmen mit unterschiedlichen Schmelztemperaturen 

analysiert, um alle möglichen Mutationen erfassen zu können. Sowohl in Analysen 

der Exon 9 (Abbildung 16) wie auch Exon 10 wurde eine Verschiebung nach rechts 

oder links des Hauptpeaks im Vergleich zur Referenz DNA beobachtet (Anlage 3G). 

Sequenzanalysen ergaben aber keine Hinweise auf Sequenzunterschiede (Anlage 

3G)  
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Abbildung 16: Chromatogramm von GUS205 mit einer Verschiebung des 

Hauptpeaks. Sequenzanalysen ergaben aber keinen Nukleotidaustausch. 

 

 

 

 

5.3.9 TSG101 

TSG101 (Tumor susceptibility gene 101) liegt auf Chromosom 11p15 und besteht 

aus 10 Exons. Das Transkript ist 1530- bp lang und kodiert ein 390 Aminosäure 

großes Protein (siehe http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/). Abnormale 

Transkripte wurden in verschiedenen menschlichen Tumoren einschließlich 

Kleinzellkarzinomen der Lunge gefunden (Oh et al. 1998a), die sich jedoch teilweise 

als alternative und natürlich vorkommende Transkriptvarianten entpuppten (Wagner 

et al. 1998). TSG101 ist in Mäusen für die Zellproliferation, Überleben der Zelle und 

der Embryonalentwicklung essentiell (Ruland et al. 2001; Krempler et al. 2002; 

Wagner et al. 2003;  Carstens et al. 2004).  

Die Rolle von TSG101 in der Tumorbildung wird kontrovers diskutiert. TSG101, dem 

Tumorsupressoraktivität zugesprochen wird, ist in menschlichen Krebserkrankungen 

überexprimiert vorgefunden worden, so bspw. in Schilddrüsenkrebs (Liu et al. 2002), 

in Bindegewebstumoren des Magen-Darmtrakts (Koon et al. 2004) und im Brustkrebs 

(Oh et al. 2007). Eine Reduktion von TSG101 Protein inhibiert das Wachstum von 

Tumorzellen (Zhu et al. 2004). Darüber hinaus wurde gezeigt, dass in Ovarialkarzi-

nomen TSG101 hochreguliert vorliegt und über den Ras-Signalweg reguliert wird 

(Young et al. 2007). Mittels dHPLC wurden sämtliche 10 Exon mit angrenzenden 

Intronbereichen untersucht.  

Exon 1 lieferte in 23 Fällen keine Ergebnisse. 13 Probanden zeigten eine Verschie-

bung des Hauptpeaks nach rechts. Sehr häufig wurden abnormale Chromatogramme 

beobachtet. So hatten 95 Proben drei Peaks, die nach Sequenzanalyse repräsen-

tativer Proben zur Identifizierung zweier in der Datenbank registrierter, häufig 

GUS205 
Referenzprobe 
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vorkommender SNP führte, nämlich dbSNP rs1395320 (c.42+127G>C) und dbSNP 

rs1395319 (c.42+139A>C) (Abbildung 17). dbSNP rs1395320 mit der Base C im Allel 

findet sich häufig unter Europäern, während das Allel mit der Base G in asiatischen 

Volksgruppen vorzufinden ist. dbSNP rs1395319 mit der Base A im Allel liegt 

vornehmlich in asiatischen Volksgruppen vor (Anlage 3H).  

 

Abbildung 17: Chromatogramm von GUS198 mit abweichenden Peaks von der 

Referenzprobe, die auf die dbSNP r rs1395320  und rs1395319  zurückzuführen 

sind. 

 

 

 

Analysen des Exon 2 zeigte in 178 Fällen einen kleinen Peak vor dem Hauptpeak 

und in 50 Fällen eine Welle vor dem Hauptpeak. Es wurden aber nach Sequen-

zierung keine Unterschiede in repräsentativen Analysen gefunden (Anlage 3H). 

Exon 3 zeigte in 88 Fällen einem Peak vor dem Hauptpeak und in 90 Fällen eine 

Welle vor dem Hauptpeak. Auch hier wurden keine Sequenzunterschiede in 

repräsentativen Proben gefunden. Darüber hinaus traten in einigen Fällen abnormale 

Chromatogramme auf, die in der Sequenzanalyse auch zur Identifizierung zweier 

bekannter dbSNPs im Intronbereich führte: dbSNP rs7942548 (c.128-89G>A) und 

dbSNP rs7928872 (c.128-90T>C). Für den dbSNP rs7928872 ist das Allel mit der 

Base T häufig unter Europäern und Schwarzafrikanern zu finden, während das Allel 

mit  der Base C häufig in asiatischen Volksgruppen vorzufinden ist (siehe Anlage 

3H). 

Eine Analyse des Exon 4 ergab folgendes Bild: In 135 Proben wurde eine Welle vor 

dem Hauptpeak gefunden. Die Sequenzanalyse zeigte aber keine Änderungen. 

Andere abweichende Chromatogramme hatten eine Welle vor dem nach links 

verschobenen Hauptpeak (37 Proben), eine Welle vor dem Doppelpeak (48 Proben), 

GUS198 

Referenzprobe 
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einen sehr breiten Hauptpeak (5 Proben) und ein Peak vor dem Hauptpeak (3 

Proben). Die Sequenzanalysen jeweils einer Probe mit einem dieser vier 

unterschiedlichen Chromatogramme führte zur Identifizierung des intronischen 

dbSNP rs12574333 (c.357+10C>A) (Abbildung 18).  

 

Abbildung 18: Zwei von vier unterschiedlicher Chromatogramm, bei denen die 

Sequenzanalyse einer Probe zur Identifizierung des gleichen dbSNP führte. A, sehr 

breiter Hauptpeak (GUS244); B, Peak vor dem Hauptpeak (GUS247). 

 

 

 

 

 

 

Untersuchungen des Exon 5 ergab in wenigen Proben eine Verschiebung des 

Peaks. In 30 Fällen wurde eine Welle vor dem Hauptpeak, der selbst verschoben 

sein konnte, vorgefunden. Sequenzunterschiede in repräsentativen Proben wurden 

nicht gefunden. Für eine Probe konnten keine Ergebnisse erzielt werden.  

Eine Analyse des Exon 6 führte in 166 Fällen zu einer Welle vor dem Hauptpeak. 50 

Chromatogramme zeigten eine Welle vor dem Hauptpeak, der selbst nach links 

verschoben war (Abbildung 19) und 11 eine Welle vor dem Hauptpeak, der nach 

rechts verschoben war. Eine Sequenzanalyse ergab jedoch keine Veränderung.  

 

GUS244 

Referenzprobe 

A 

B 
GUS247 

Referenzprobe 
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Abbildung 19: Chromatogramm von GUS198, das in weiteren 165 Proben 

vorgefunden wurde ohne nachweisbare Sequenzunterschiede. 

 

 

 

Für Exon 7 und 8 wurden 2 Programme mit unterschiedlichen Schmelztemperaturen 

eingesetzt, da mit einem Programm nicht alle möglichen Mutationen im gesamten 

Bereich des PCR-Fragments identifiziert werden konnten. Exon 7 zeigte abnormale 

Chromatogramme, aber keine veränderte Nukleotidsequenz (Anlage3H).  

Hingegen konnte in einer repräsentativen Probe mit auffälligem Chromatogramm von 

Exon 8 ein im Intron liegender SNP identifiziert werden (dbSNP rs rs2279902  (c.641-

13C>T))  (Anlage 3H).  

Chromatogramme von Exon 9 zeigten multiple Peaks. Mittels Sequenzanalysen in 

repräsentativen Proben wurden SNPs identifiziert. SNP (c.895A>T, p.S292S) liegt im 

kodierenden Exon, ist aber nicht in der Datenbank registriert. Der Nukleotidaustausch 

hat aber keinen Einfluss auf die Aminosäuresequenz. Zusätzlich wurde ein im Intron 

liegender und auch in der Datenbank registrierter SNP (dbSNP 

rs2279900 (c.1083+18G>A)) nachgewiesen (Abbildung 20). 

 

GUS247 
Referenzprobe 
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Abbildung 20: Chromatogramm von GUS198, Unterschiede zur Referenz lassen sich 

auf die identifizierten SNPs zurückführen.  

 

 

 

Auch für PCR-Amplifikate des Exon 10 wurden Unregelmäßigkeiten beobachtet. 

Zwei Proben zeigten Chromatogramme mit vier Peaks. Die Sequenzanalyse einer 

Probe ließ aber keine Sequenzunterschiede erkennen. Zwei weitere Proben mit 

einem Zusatzpeak zur Referenz zeigten in der Sequenzanalyse jeweils einer Probe 

den gleichen bislang nicht registrierten SNP c226-25 T>Y (Anlage 3H).  

 

5.3.10 Übersicht über Proben ohne Ergebnisse bei den Mutationsanalysen. 

In 89 Analysen konnten nicht für alle 39 untersuchten Exons PCR-Fragmente 

amplifiziert werden. Für einen Probanden konnte in 3 Fällen kein PCR-Amplifikat 

erhalten werden, in allen übrigen Fällen beschränkte sich dies auf ein oder zwei 

Exons. Vier Exons konnten in 12, 13, 23 und 30 Proben nicht amplifiziert werden 

(Tabelle 6). Die entsprechenden DNA-Extrakte stammten jedoch von unterschied-

lichen Arbeitnehmern. In den übrigen Fällen konnten Exons in höchstens 5 Proben 

nicht amplifiziert werden.  

In wenigen Fällen konnten in einer Probe für zwei Exons pro Gen kein PCR-

Amplifikat erhalten werden (Tabelle 6). 

Eine Korrelation der Ergebnisse mit der Anzahl und den RAL-Werten aus den 32P-

Postlabeling Analysen war nicht möglich.  

Für das Exon2 des FHIT-Gens wurden die dHPLC mit zwei Programmen 

durchgeführt, um alle möglichen Mutationen erfassen zu können. Die dHPLC hat mit 

dem zweiten Programm keine Ergebnisse gezeigt, obwohl die entsprechenden PCR-

Amplifikate vorlagen.  

GUS198 Referenzprobe 
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Tabelle 6: Übersicht über die Gene und Exons, die keine PCR-Amplifikate zeigten. 

Angaben in Klammern geben an, wie viele Proben in mehr als einem Exon des 

gleichen Gens keine PCR-Amplifikation ermöglichten und welches weitere Exon 

davon betroffen war.  

Gen Exon Anzahl der Proben ohne PCR-Fragmente 

TP53 7   2 

EGFR 19   2 

 20   3 

CDKN2A 1   2 

 2   1 

HPRT1 1 12 (1 Probe zusätzlich in Exon 8) 

 2   5  

 4   2 

 6   2 

 7   1 

 8   1  

FHIT 2 30 (3 Proben zusätzlich in  Exon 3) 

 3   4  

 5   1 

TSG101 1 23 (1 Probe zusätzlich in  Exon 8) 

 5   1 

 6   1 

 7 13 

 8   4 
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6. Schutzrechte (erfolgt oder geplant). 

 

trifft nicht zu 

 

 

 

7. Relevante Ergebnisse, Veröffentlichungen, Schutzrechtsanmeldungen und 

erteilte Schutzrechte Dritter. 

(Konsequenzen für das Vorhaben.) 

 

trifft nicht zu 
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8. Bewertung der Ergebnisse hinsichtlich des Forschungszwecks/-ziels, 

Schlussfolgerungen 

 

8.1 Bestimmung von DNA-Addukten mittels 32P-Postlabeling 

Die DNA-Adduktidentifizierung an weißen Blutzellen im Blut ergab ein überraschen-

des Bild bezüglich dem Auftreten von DNA-Addukten. Auffällig war, dass zu Beginn 

der untersuchten Arbeitnehmern mehrere zum Teil prominente DNA- Addukte 

nachgewiesen wurden. Hierzu gehörten DNA-Extrakte von GUS 196 bis GUS 208 

und GUS 238 bis 290. In dieser Gruppe befanden sich auch sechs nicht exponierte 

Personen, die ebenfalls DNA-Addukte aufwiesen (GUS 273 bis Gus 278) (Anlage 1). 

Die Anzahl und die Höhe der RAL-Werte dieser Referenzgruppe zeigte aber keine 

Spitzenwerte.  

Es folgte eine weitere Gruppe mit GUS291 bis GUS 312, die bereits eine deutliche 

Reduktion der RAL-Werte und der Anzahl der DNA-Addukte zeigten. Die darauf 

folgenden Proben ab GUS 313 bis GUS 515 zeigten nur noch sporadisch DNA-

Addukten (max. drei) mit niedrigen RAL-Werten (max. 6). Zumeist konnten in den 

Proben keine DNA-Addukte identifiziert werden. Insbesondere zeigte auch die 

Referenzgruppe mit einer Ausnahme (GUS 436: ein DNA-Addukt mit einem niedrigen 

RAL-Wert von 1.28), keine DNA-Addukte. Die Entnahme der Blutproben erfolgte vor 

bzw. nach der Schicht. In etwa 56% der Fälle waren die RAL-Werte vor der Schicht 

höher als nach der Schicht. Eine Abhängigkeit vom Entnahmezeitpunkt ist deshalb 

unwahrscheinlich.  

Keines der mittels 32P-Postlabeling identifizierten DNA Addukte konnte mittels 

Massenspektrometrie den sechs DNA-Referenzaddukten zugeordnet werden. Im 

Vergleich hierzu zeigten Ratten, die Dämpfen und Aerosole aus Bitumen ausgesetzt 

wurden, in weißen Blutzellen auch nach einem Jahr keine DNA-Addukte. DNA-

Addukte konnten hier in der Lunge, in Zellen des Alveolarepithels und im 

Nasenepithel nachgewiesen werden (Halter et al., 2006). Die Untersuchung der DNA 

aus Nasenepithel mittels Massenspektrometrie ergab auch hier keine Übereinstim-

mung mit den sechs DNA-Referenzaddukte. Jedoch konnten hier eindeutig DNA-

Addukte identifiziert werden, die größer als die der DNA-Referenzaddukte waren. 

Dies lässt darauf schließen, dass auch in den untersuchten Proben der Arbeitnehmer 

die PAHs der DNA-Referenzaddukte nicht an der DNA-Adduktbildung beteiligt sind. 
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Welchen Einfluss andere Faktoren wie u.a. Ernährung oder Rauchen eine Rolle auf 

die DNA-Adduktbildung spielen, ist nicht bekannt. So berichtete Arif et al (Arif et al., 

2006) über DNA-Addukte in der Lunge von Rauchern, die keinem typischen PAH des 

Tabaks zuzuordnen sind und die Bildung dieser DNA-Addukte nicht durch PAHs 

verursacht wurden.  

 

 

8.2 Chemische Identifizierung der DNA-Addukte. 

Für die chemische Identifizierung der DNA-Addukte wurden sechs DNA-Referenz-

addukte eingesetzt, die durch Reaktion bekannter PAHs mit chromosomaler DNA 

erzeugt wurden. Sowohl die DNA-Proben der Arbeitnehmer als auch die DNA-

Referenzaddukte wurden massenspektrometrisch analysiert. Es konnten jedoch 

keine gemeinsamen Muster in den Massenspektren gefunden werden. Die Massen-

spektren in den DNA-Proben der Arbeitnehmer wiesen auf DNA-Addukte mit kleine-

ren Molekulargewichten als die der DNA-Referenzaddukte und sind möglicherweise 

auf endogene DNA-Addukte zurückzuführen.  

Ein interessanter Befund zeigte die Massenspektometrie der DNA-Referenzaddukte. 

In zwei Fällen konnte mittels Massenspektrometrie gezeigt werden, dass im 

Vergleich zum 32P-Postlabeling mehrere Nukleotide DNA-Addukte bilden. Das 

Auflösungsvermögen mittels Dünnschichtchromatografie, welches beim 32P-

Postlabeling eingesetzt wird, ist doch sehr begrenzt.  

Darüber hinaus wurden zum Vergleich Gewebe von Ratten, die Dämpfen und 

Aerosolen aus Bitumen ausgesetzt waren, massenspektrometrisch untersucht. Hier 

wurden, wie beim 32P-Postlabeling, drei DNA-Addukte identifiziert. Aber auch hier 

konnte keine Übereinstimmung mit den sechs DNA-Referenzaddukten gefunden 

werden, die zur Verfügung standen. Die Massen der identifizierten DNA-Addukte 

zeigten größere Werte als die der DNA-Referenzaddukte. 

 

 

8.3 Nachweis von Mutationen in ausgewählten Genen 

Die Sequenzanalyse haben zur Identifizierung zahlreicher bekannte und einiger 

unbekannter SNPs geführt. Unter den unbekannten SNPs wurden Nukleotidaus-

tausche in kodierenden Exons gefunden, die nicht zu einer veränderten 

Aminosäuresequenz führen. Ein bekannter dbSNP, der einen Aminosäureaustausch 
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bewirkt, muss wiederum nicht unbedingt zu einem Funktionsverlust des Proteins 

führen. Die meisten SNPs befanden sich im nicht kodierendem Intronbereich. Eine 

Bewertung dieser Ergebnisse ist schwierig, da Intronsequenzen durchaus für die 

Genregulation von Bedeutung sein können. Bislang liegen aber über die hier 

identifizierten und in der Datenbank registrierten dbSNPs keine Informationen über 

klinische Auffälligkeiten vor. Da Nukleotidaustausche nicht an den Exon-

Intronübergängen beobachtet wurden, ist nicht davon auszugehen, dass ein 

Prozessierungsvorgang der mRNA gestört ist.  

Eine ethnische Zuordnung der bekannten SNPs konnte nicht gefunden werden. Da 

vornehmlich die Arbeitnehmer aus Europa stammten und nur wenige afrikanischer 

oder asiatische Herkunft waren, war eine Bestimmung des Hardy-Weinberg-

Equilibrium aufgrund der begrenzten Fallzahl nicht möglich. Die Chromatogramme 

der dHPLC-Analysen ließen ebenfalls keine Korrelation mit verschiedenen Ethnien 

zu, da die Muster der unterschiedlichen Chromatogramme unabhängig von der 

Nationalität der Arbeitnehmer vorgefunden wurden (Anlage 3A bis 3H). 

Unklar ist, weshalb in Einzelfällen keine PCR-Produkte identifiziert werden konnten, 

da die gleiche DNA-Probe für Exons anderer Gene problemlos Amplifikate lieferte. 

Auch die Verwendung eines weiteren Primerpaares führte in diesen Fällen nicht zum 

Erfolg. Ob tatsächlich in diesem Falle Deletionen vorliegen, die eine Bindung der 

Primer nicht ermöglichen, ist offen. Eine andere Möglichkeit, die eine Amplifikation 

blockieren kann, ist das Vorliegen von DNA Addukten, die die Bindung der Primer für 

die Amplifikation sterisch blockieren (Laws et al., 2001; Neher und Stürzenbaum, 

2006). Auffällig waren zahlreiche Verschiebungen in den Chromatogrammen der 

dHPLC-Analysen, die möglicherweise auf Hypermethylierungen bzw. weitere 

epigenetische Modifikationen der DNA zurückzuführen sind. Eine chemische 

Modifizierung der einzelnen Basen ist ebenfalls nicht auszuschließen.  

 

 

8.4 Schlussfolgerungen 

Mittels 32P-Postlabeling wurden DNA-Addukten in etwa einem Drittel der untersuch-

ten Kohorte identifiziert. Die Massenspektrometrie hat gezeigt, dass keine DNA-

Addukte vorliegen, die den sechs ausgewählten Referenz-PAHs (DNA-

Referenzaddukten) zugeordnet werden können. Darüber hinaus hat die MALDI-

TOF/TOF Massenspektrometrie ergeben, dass an der DNA-Adduktbildung nicht 
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unbedingt typische PAHs beteiligt sein müssen und lässt deshalb deshalb auf die 

Beteiligung anderer Substanzen an der Adduktbildung zu wie sie etwa in Arif et al 

(Arif et al., 2006) für Lungenaddukte bei Rauchern beschrieben wurde. Deshalb ist 

davon auszugehen, dass zumindest ein Teil der nachgewiesenen DNA-Addukte 

durch andere Faktoren wie z.B. Rauchen induziert werden. Demgegenüber konnten 

in Gewebe von Ratten, die Dämpfen und Aerosolen aus Bitumen exponiert waren, 

eindeutig die Beteiligung von PAHs an der Adduktbildung mittels MALDI-TOF/TOF 

Massenspektrometrie gezeigt werden. Im Blut dieser Ratten konnten aber mit 32P-

Postlabeling keine lymphozytären DNA-Addukte nachgewiesen werden (Halter et al., 

2006).  

Die Mutationsanalysen haben zur Identifizierung von Nukleotidaustauschen in den 

untersuchten Genen geführt. Da in der Regel diese aber bekannte Einzelnukleotid-

polymorphismen (SNP) sind, kann daraus eine zu Dämpfen und Aerosolen aus 

Bitumen expositionsbedingte Sequenzvariation nicht abgeleitet werden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

9. Aktueller Umsetzungs- und Verwertungsplan möglichst mit Angabe der 

absehbaren Zeithorizonte 

 

entfällt 
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