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Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie wurde die zytotoxische, genotoxische und mutagene Wirkung
einiger haufig nachgewiesener MVOC (microbial volatile organic compounds) auf
Sdugerzellen in vitro untersucht. Die Zytotoxizitdt wurde mit der humanen
Lungenkarzinomzell-Linie A549 in drei verschiedenen Tests untersucht: im Kolonie-
assay, MTT-assay (tetrazolium assay) und im Methylenblau-assay. Fir die
Genotoxizitéatsuntersuchungen wurden DNS Strangbriiche in  dem Einzelzell-
gelelektrophorese-assay (comet assay) in A549 Zdlen, in Hamster V79
Lungenfibroblasten und in peripheren Blutzellen studiert. Klastogene bzw. aneugene
Effekte wurden mit dem Mikronukleus-Test untersucht und die Mutagenitét der MV OCs
wurde im HPRT-Test (Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase) mit V79 Zellen
untersucht. Die Freisetzung von Entztindungsmediatoren II-1a., 11-6, 11-8 und TNF-a. nach
MV OC Exposition wurde mit ELISA in Kulturliberstanden von A549 Zellen studiert.

Die Ergebnisse zeigen, dass die toxische Wirkung der untersuchten MV OCs geringer ist
as die der Kontrollsubstanzen: MMS (Methyl Methansulfonat; alkylierende Substanz),
Gliotoxin (Mykotoxin) und Formaldehyd. Im Comet assay und im Mikronukleus-Test
waren die getesteten Substanzen nicht genotoxisch. Mutagenitét konnte auch nicht
nachgewiesen werden. MVOC induzieren 11-8 Freisetzung in A549 Zellen, was auf ihre

immunomodul atorische Wirkung hinweist.

SchlUsselworte:
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compounds



Abstract

Toxicology study of microbial volatile organic compounds (MVOC)

The purpose of the study was the in vitro investigation of the cytotoxicity, genotoxicity
and mutagenicity of some often detected microbial volatile organic compounds (MVOC).
The cytotoxicity was evaluated with a human lung cell carcinoma cell line A549 in three
different tests. the colony assay, MTT assay (tetrazolium dye reduction) and the
methylene blue assay. For the genotoxicity DNA strand breaks in A549 cells, V79
Chinese hamster fibroblasts and in human peripheral blood cells were studied using the
single cell gel electrophoresis assay (comet assay). The clastogenic and aneugenic effects
were studied by the micronucleus assay using the Chinese hamster V79 cells. The
mutagenicity was tested with the HPRT assay (hypoxanthine-guanine-phosphoribosil-
transferase) with the hamster lung fibroblast cell line V79.

The results show that the MV OC tested were far less toxic than the control substances:
MMS (methyl methanesulfonate; an alkylating agent) gliotoxin (a non-volatile
mycotoxin) and formaldehyde. The substances tested were not genotoxic in the comet
assay and the micronucleus assay and they do not appear to be mutagenic. MVOC
induced 11-8 release in A549 cells indicates that MV OC could play arole in the induction

of proinflammatory responsesin human lung cells.
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1. Einleitung

Die flichtigen organischen Metaboliten der Schimmelpilze (microbial volatile organic
compounds - MVOC) sind Substanzen, die in Mullsortieranlagen, Kompostanlagen und
anderen von Schimmelpilzen befallenen Raumen nachgewiesen werden. Sie gehdren
chemisch zu verschiedenen Stoffklassen wie: Aldehyde, Alkohole, Ketone, Ether, Ester,
Furane, Terpene, aromatische Verbindungen und Schwefel verbindungen.

Weit Uber 100 MVOC's wurden identifiziert, die meisten dieser Substanzen sind sehr
geruchscharakteristisch und geruchsintensiv. Einige in Innenrdumen nachgewiesene
MVOCs werden as Fruhindikatoren vom verdeckten Pilzbefall gesehen und naher
erforscht (STROM et a. 1994, DEWEY et a. 1995, WESSEN et al. 1996, SCHLEIBINGER €t
a.l 1997). In der MVOC Analytik ist man bestrebt, Gber die Zusammensetzung und
guantitative Bestimmung der einzelnen Substanzen in der Luft einen Aufschluss Uber
Pilzart und Ausmald des Befalls zu gewinnen (SAGUNSKI 1997, SUNESSON et al. 1995,
KELLER et al. 1997, KORPI et al. 1998, FISCHER et al. 1999, WILKINS et al. 2000).

Die MV OCs stehen im Verdacht, Schleimhautreizungen und Atemwegserkrankungen zu
verursachen. Eine potenziell gesundheitsschadliche Exposition ist relevant in
Innenrdumen, die von sichtbaren bzw. unsichtbaren Schimmelpilz stark befallen sind,
sowie an Arbeitsplatzen in der Abfallwirtschaft, wie z. B. in Mullsortieranlagen und
Kompostanlagen. (FISCHER et al. 1998, FISCHER et al. 2000). Uber die toxikologische
Relevanz von MVOC's gibt es jedoch bis jetzt nur wenig gesicherte Erkenntnisse (HERR
et al. 1999, SEIDEL und PLAPPERT 1999, KORPI et al. 1999, BARROT 2001). Zur Abkl&rung
der allergenen, toxischen und kanzerogenen Risiken besteht Forschungsbedarf.

In der vorliegender Studie wurde die zytotoxische, genotoxische und mutagene Wirkung
der MVOCs in vitro untersucht. Dartiber hinaus wurden immunmodulatorische
Eigenschaften, wie die Freisetzung von Entzindungsmediatoren Il-1a, 11-6, 11-8 und
TNF-a in A549 Zellen nach MV OC Exposition in vitro, untersucht.

Fir die Untersuchungen der Zytotoxizitdt wurden drei verschiedene Testsysteme
eingesetzt: die Reproduktionskapazitat der Zellen wurde mit dem Kolonie-assay (CFA
assay; colony forming ability) untersucht, die metabolische Zellaktivité wurde mit dem
MTT—assay und die Zellvitalitét (Messung der Biomasse durch Protein Bestimmung) mit
dem Methylene blue assay (MB-assay) untersucht. Fir die Genotoxizitatsuntersuchung
wurden DNA Strangbriiche und alkali-sensitive Stellen mit dem Comet assay bestimmt
(Rouas et al. 1999). Klastogene bzw. aneugene Effekte wurden mit dem Mikronukleus-
Test untersucht (ROMAGNA, 1993) und in HPRT-Test wurde die Mutation im
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Hypoxanthin - Guanin - Phosphoribosyl-transferase-Gen untersucht (BRADLEY et al.

1981).

Die  Zytotoxizitdtstests wurden unter  Vewendung der  menschlichen
Lungenepithelkarzinomzell-Linie A549 durchgefihrt. Da der Atemtrakt vermutlich am
meisten bei der MVOC Exposition betroffen ist, wurden diese Zellen as Modell fur
humanen Typ Il Alveolar-Epithelzellen gewahlt. Sie waren auch von anderen in
Untersuchungen von immunmodulatorischen Effekten in vitro verwendet worden
(STANDIFORD et al. 1990, PALMBERG et a. 1998, WANG €t al. 1999). Im Comet assay
wurden als Targetzellen A549, V79 Zellen und periphere Blutleukozyten (pBL)
verwendet. Der Mikronukleus-Test und der HPRT-Test wurden mit der Zelllinie V79
(Hamster Lungenfibroblasten) durchgefuhrt.

Fur die Validierung der angewandten Testsysteme wurden drei Substanzen als positive
Kontrollen eingesetzt: das Mykotoxin Gliotoxin, die akylierende Substanz
Methylmethansulfonat (MMS) und Formaldehyd als VOC (volatile organic compound).
Die getesteten Substanzen sind in der Tabelle 1. aufgestellt.

2. Material und Methoden

2.1 Zdlkultur

A549 und V79 Zellen wurden in 75 cm? Gewebekulturflaschen im Kulturmedium
Dulbecco’'s MEM bzw. in Earle MEM mit 2 mM L-Glutamin, 100 [U/ml Penicillin und
Streptomycin und mit 10% fetalen Kéalberserum kultiviert und bel 37°C unter
wasserdampfgeséttigter Atmosphare mit 5%CO0,in der Luft inkubiert. Die Zellen wurden
in der exponentiellen Wachstumsphase (subkonfluente Kultur) mit Trypsin/EDTA
(0,05%/0,02%) vom Boden der Kulturflaschen abgel6st, zentrifugiert (5 Min., 150g) und
in den verschiedenen Testsystemen eingesetzt bzw. weiter passagiert. Bevor die Zellen
im CFA-, MTT- bzw. in MB-assay mit Testsubstanz inkubiert wurden, wurden sie zuerst
in Medium 24 Std. in Kulturschalen bzw. in Mikrotiterplatten inkubiert, um das Anheften

am Boden des Kulturgefales zu erreichen.

2.2 Colony Forming Ability (CFA) assay

100-200 A549 Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen von MVOC in
Kulturmedium in 6 cm Kulturplatten (3 Platten/Ansatz) bei 37°C und 5%C0, inkubiert.
Nach 9 Tagen wurden die Kolonien (Klone mit >30 Zellen) mit Methanol fixiert, mit
Giemsa-L6sung geféarbt und gezéhlt. Die CFA (Mittelwert £+ Standardabweichung, SA)

wurde in 3-6 Experimenten ermittelt.
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MVOC, die wasser-unltslich waren, wurden zuerst mit Ethanol absolut im Verhdltnis

1:1 verdinnt. Weitere Verdinnungen wurden im Kulturmedium gemacht. Die
Endkonzentration von Ethanol war weniger as 0,1% und hatte keinen Einfluss auf das
Wachstum von A549 Zellen.

2.3 MTT assay

Der MTT assay wurde durchgefiihrt wie bel ALLEY et al. 1988 beschrieben. In Kirze:
5000 und 10.000 A549 Zellen/well wurden in 0,1 ml Medium in 96-well Mikrotiter
Flachbodenplatten 24 Std. mit Testsubstanz (6 wells’Konzentration) in 37°C und 5%C0,
inkubiert. Danach wurden 04 mg/ml MTT [3(4,5-dimethylthiazol-2-yl) 2,5-
diphenyltetrazolium bromide)] (Sigma) zugegeben und 4 Std. inkubiert. Die
Formazankristalle wurden mit 0,15 ml DM SO gel6st, die Absorption des Kulturmediums

wurde bel 550 nm Wellenlange gemessen und Mittelwert von 6 wells bestimmt.

2.4 Methylene blue assay

Der MB-assay wurde durchgefihrt wie bel FINLAY et al. 1984 beschrieben. 5000 und
10.000 A549 Zellen/well wurden, wieim MTT-assay, in je 6 wellsin 0,1 ml Medium in
96-well Mikrotiterplatten mit Testsubstanz inkubiert. Nach 24 Std. wurde das Medium
entfernt, der Zellrasen mit Phosphat Puffer gewaschen und mit 0,1 ml Methylen Blau
(0,5% in 50% Ethanol/Wasser; Sigma) 30 Min. fixiert und geférbt. Nach dem
Auswaschen von ungebundenem Farbstoff und Zugabe von 0,1 ml von 1% SDS wurde
die Absorption bei 620 nm gemessen.

CFA-, MTT- und MB-assay wurden gleichzeitig durchgeftihrt. Jede Substanz wurde in 5-
7 Konzentrationen in 3-5 einzelnen Experimenten getestet und von den Konzentrations-
Wirkungskurven wurden mit Hilfe von non-linearen Regressionsanalyse (GraphPad
Prism Computerprogramm) die 1Cs, ermittelt. 1Cy, ist definiert als Substanzkonzentration,
die das Koloniewachstum bzw. die Absorption in MTT- und im MB-assay auf 50% der

Kontrollwerte reduziert.

2.5 Alkalischer Comet assay (Einzelzell-Gelelektr ophor ese-assay)

Der Comet assay ist eine mikro-gelel ektrophoretische Technik, die es ermdglicht, Einzel-
bzw. Doppelstrangbriiche und alkali-sensitive Stellen in der DNA individueller Zellen zu
detektieren. Der Comet assay wurde nach der Beschreibung vom SINGH et al. 1988
durchgefihrt. In Kirze: die A549 Zellen wurden in 3 cm Kulturschalen angesetzt (3x10°
Zellen/Platte, je 2 Platten pro Ansatz). Nach 24 Std. wurde Kulturmedium erneuert,
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Testsubstanz in verschiedenen Konzentrationen zugegeben und die Zellen 4 Std. in 37°C

und 5%CQ0, inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen trypsiniert, gewaschen und
in 100 pl Medium resuspendiert. 5-10 pl Zellen wurden mit 85 pl der 0,5% Low Melting
Point Agarose gemischt und auf Objekttréger aufgetragen. Die Objekttréger wurden
zuvor mit 300 pl 0,6%-iger Agarose beschichtet. Dann erfolgte Inkubation Uber 12 Std.
bei 4°C mit dem Lysispuffer, 60 Min. Denaturierung im Elektrophoresepuffer pH 13 und
Elektrophorese tber 30 Min. bei 25 kV und 300 mA. Anschlief3end Behandlung mit
Neutralisationspuffer und 10 Min. Farbung mit Ethidiumbromid. Die Auswertung wurde
im Fluoreszenzmikroskop mit Hilfe der Comet Analysis Software (Kinetic Imagining
Ltd. England) vorgenommen. Pro Probe wurden 54 zufdlig ausgewahlte Zellen
gemessen. Ein Mal3 fur die DNA Schéadigung ist der s.g. tail moment (TM = Lé&nge von
Cometschweif x prozentualer DNA Anteil im Schweif). Mittelwerte von TM Median aus
3-4 Experimenten wurden ermittelt. Unterschiede zwischen der unbehandelten Kontrolle
und den MV OC-exponierten Zellen wurden mit dem t-Test auf die Signifikanz (p<0,05)

untersucht.

2.6 Mikronukleus Test

Der Mikronukleus Test ist ein gut etablierter Standardassay fur die Untersuchung
genotoxische Effekte auf dem Chromosomenlevel. Mikronuklei eukaryotischer Zellen
bestehen aus Chromosomenfragmenten oder ganzen Chromosomen, die bel der
Z€llteilung nicht in einer der beiden Tochterzellekerne integriert wurden. In der
darauffolgenden Interphase kondensieren die zurtickgebliebenen Chromatinstrukturen zu
einem oder mehreren Mikronuklei. Die quantitative Erfassung mikronukleus-haltiger
Zellen kann damit zu indirekten Messung der Induktion von strukturellen und
numerischen Chromosomenaberrationen herangezogen werden (ROMAGNA, 1993).
Zusétzlich zu den chromosomenbrechenden (klastogenen) Effekten sind auch solche
Wirkungen nachzuweisen, die auf eine Dysfunktion des Spindelapparates und dem
Verlust ganzer Chromosomen beruhen (aneugene Effekte). Zwischen der Induktion
chromosomalen Aberration und dem Auftreten von Mikronuklei besteht eine sehr gute
Korrelation (MASTUOKA et al. 1993).

Der Test wurde gemdl3 dem Arbeitsprotokoll von MILLER et al. 1995 mit Hamster
Lungenfibroblasten Zelllinie V79 ausgefiihrt. Je 1x10° Zellen pro Objekttréger wurden in
Quadriperm® Schalen mit 4 ml Medium 24 Std. kultiviert. Testsubstanz in verschiedenen
Konzentrationen, bis zur toxischen Konzentration, wurde zugegeben und 4 Std. inkubiert.
Bei einigen Substanzen wurde der Test auch mit Zusatz von 3% S9-Mix aus Rattenleber
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(CCR GmbH& Co. KG, Roldorf) als externe metabolische Aktivierung durchgefihrt.

Der Abbruch der Exposition erfolgte durch zwei Waschschritte mit Hanks SalzlGsung
und die Zugabe frischen Gewebemediums. Nach 24 Std. Nachinkubation wurden die
Zellen mit PBS gewaschen, 10 Min. mit Methanol fixiert und luftgetrocknet.
Anschlieffend folgte die Giemsaférbung (10 Min). Die Mikronuklei wurden bei 1000-
facher VergrofRerung analysiert. Die Kriterien fur eine positive Identifikation richteten
sich nach FENECH (1993). Nur einkernige Zellen mit gut erhaltene Zytoplasma und
weniger als funf Mikronuklei wurden in die Auswertung einbezogen. Die Anzahl der
erfassten Zellen in 2-4 unabhéngigen Experimenten betrug 1000 je Testansatz. Eine
Substanz wurde im Test als eindeutig klastogen/aneugen eingestuft, wenn sie in der Lage

war, die spontan auftretende Mikronukleusfrequenz mindestens zu verdreifachen.

2.7 HPRT assay

Der HPRT assay zum Nachwels von Mutationen im Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyl- transferase-Gen wurde mit der V79 Hamster Lungenfibroblasten
Zélllinie wie bei SEIDEL und PLAPPERT (1999) beschrieben, durchgefihrt. Die Zellen
wurden 2 Std. mit Testsubstanz mit und ohne Zusatz von 3% S9-Mix inkubiert.
Expressionszeit: 7 Tage, Selektionszeit von 6-Thioguanin resistenten Kolonien: 7 Tage.
Eine Substanz wird als mutagen eingestuft, wenn sie in der Lage ist, die spontan

auftretende M utantenfrequenz mindestens zu verdreifachen.

2.8 Bestimmung von Interleukin-6 und Interleukin-8 in A549 Kultur Giber standen

1x10* A549 Zellen/well wurden in 96-well Platten in 24 Std. Kultur angesetzt.
Testsubstanz wurde zugegeben und die Zellen fir weitere 24 Std. in 37°C und 5% CO,
inkubiert. Der Kulturtiberstand wurde geerntet, gepoolt (4 wells/Konzentration), 10009
10 Min. zentrifugiert und in -70°C aufbewahrt. Die Zellen wurden trypsiniert und gezahlt.
II-1o, TNF-a, 11-6 und 11-8 Produktion/10° Zellen wurde mit einem enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA kit; Endogen, USA) bestimmt. Nachweisgrenze: I1-1a 2
pg/ml, TNF-a 25 pg/ml, 11-6 10 pg/ml, und 11-8 20 pg/ml. Als Hintergrundkontrolle
(Background) diente Kulturiberstand ohne MVOC Zugabe. Als positive Kontrolle
wurden Kulturen mit Lipopolysaccharid (LPS E.coli 055:B5; Sigma L2880) angesetzt.
Background-Werte von nicht behandelten A549 Kulturen (Mittelwert £ SEM fir 11-6 aus
32 Versuchen = 0,37+ 0.08 ng/10° Zellen; fir 11-8 = 7.55+0.56 ng/10° Zellen) wurden
von den Werten, die in MVOC bzw. LPS stimulierten Kulturen gemessen wurden,

abgezogen.



3. Ergebnisse und Diskussion

Die MV OC Konzentrations-Wirkungseffekte wurden gleichzeitig in den 3 Testsystemen,
MTT-, MB- und CFA-assay, untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass die A549 Zellen auf
die Substanzen empfindlich reagieren und fir die Untersuchung geeignet sind. Die
Stabilitédt der MVOCs im Kulturmedium ist nicht bekannt. Da es flichtige Substanzen
sind, verandert sich ihre Konzentration wahrend der Kulturdauer. Die angegebene
Konzentrationen beziehen sich auf den Beginn der Inkubation.

Mit den drei Testsystemen wurden verschiedene Endpunkte gemessen, um die
unterschiedlichen Aspekte der Zytotoxizitét zu erfassen. Da im CFA-assay die Zellen
langer mit MVOC exponiert werden und die Reproduktionskapazitét der Zellen Uber
mehrere Generationen erfasst wird, ist dieser Test empfindlicher als der MTT- und der
MB-assay (HUNT et a. 1987).

In der Tabelle 2 sind die 1Csp Werte fir 19 MV OCs und 3 Kontrollsubstanzen: Gliotoxin
(Mykotoxin), MMS (akylierende, zytotoxische Substanz) und Formaldehyd (VOC)
zusammengestellt. Die 1Csp wurden aus den Konzentrations-Wirkungskurven ermittelt.
Unter den getesteten Substanzen hat 1-Decanol die stérkste zytotoxische Wirkung mit
IC50 unter 1 mM, vergleichbar mit der Toxizitdt von MMS und Formaldehyd. 1C50
Werte unter 10mM wurden fur 1-Octen-3-ol, 3-Octanol, 1-Hexanol sowie fir Terpineol
und Pentylfuran ermittelt. DM SO und 2-Butanon waren ca. 1000-fach weniger toxisch
as MMS bzw. Formaldehyd. Die Zytotoxizitét von Gliotoxin Ubersteig die der MV OCs

um mehrere Potenzen.

Die Genotoxizitdt von 16 MVOC, MMS und Gliotoxin wurde mit dem Comet assay
studiert. Die Kontrollsubstanz MMS hat einen relevanten genotoxischen Effekt in A549
Zéellen, V79 Zellen und in pBlutzellen, d.h. sie wirkt schadigend auf die DNA in
Konzentrationen, die weit unterhalb der zytotoxischen Dosis liegen. Die DNA
schadigende Wirkung von MMS wurde in alen Targetzellen bereits bei der
Konzentration von 0,05 mM festgestellt, d.h. bei einer wesentlich niedrigeren
Konzentration als der I1Csp Wert von 0,2 mM im CFA-assay (Tabelle 3). Die
Genotoxizitée von MMS wurde auch in anderen Zelllinien und in Primérkulturen
beschrieben (Ubersicht RoJas et al. 1999). Gliotoxin und die meisten bis jetzt getesteten
MV OCs induzieren DNA-Strangbriche erst in zytotoxischen Konzentrationen, die hther

bzw. nah an 1Cs liegen (KReJA und SEIDEL 2001; KREJA und SEIDEL 200143, im Druck).
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Eine DNA-schadigende Wirkung einer Substanz ist jedoch nur dann relevant und kann

zu einer malignen Zelltransformation fuhren, wenn die Zelle die Exposition Uberlebt.

Genotoxische Wirkungen von MVOC auf die V79 Zellen wurden auch im Mikronukleus
Test untersucht. Die Kontrollsubstanz MM S wirkt stark positiv. Cyclophosphamid wurde
als positive Kontrolle fur die aktivierende Wirkung von S9-Mix getestet.

Die Ergebnisse zeigen (Tabelle 4), dass keine der 16 untersuchten MVOC klastogene
bzw. aneugene Wirkung hatte. Einige Substanzen, wie z.B. 1-Decanol und 1-Octen-3-ol
wurden in der Zelkultur auch mit S9-Mix as externe metabolische Aktivierung

eingesetzt. Die gleichzeitige Exposition mit S9 hatte keinen Einfluss auf die Wirkung.

Die Ergebnisse der HPRT-Teste zeigen, dass die mit und ohne S9-Mix getesteten 9
MVOCs bzw. Gliotoxin keine mutagene Wirkung in V79 Zellen haben, da sie keine
signifikante Erhchung der spontanen Mutationsrate (Kontrolle ohne MVOC)
verursachten. In der Tabelle 5 ist die relative Frequenz der HPRT- Mutanten bei hochster,
im CFA-assay mit V79 Zellen noch nicht toxischer Substanzkonzentration angegeben.
Die Mutantenfrequenz von MMS (positive Kontrolle) war sehr hoch und betrug 92
Kolonien/10° Zellen, die spontane Mutationsrate betrug maximal 3/10° Zellen.

Freisetzung von Interleukin-6 und -8 nach Exposition von A549 Zellen mit MV OCs.

Humorale Mediatoren (Zytokine, Chemokine, Wachstumsfaktoren, Colony Stimulating
Factors u. a) werden bei Entziindungsreaktionen durch Epithelialzellen im Atemtrakt
freigesetzt (Ubersicht LEVINE 1995, DEVALIA et a. 1997, MARTIN et a. 1997, PoOLITO &
ProuD 1998). Es wurde gezeigt, dass humane bronchiale Epithelialzellen in Priméarkultur
und in A549 Zellen nach Inkubation mit Staub vom Schweinestall zur Freisetzung von
[1-8 und I1-6 angeregt werden (PALMBERG et al. 1998, WANG et al. 1999). Wir haben in
A549 Zellkulturen nach Exposition mit MV OC die Freisetzung von Il-1a., IL-6, 11-8 und
TNF-a, untersucht. Die Ergebnisse in der Tabelle 6 zeigen, dass alle 14 getesteten
Substanzen Dosis-abhangig die 11-8 Produktion in den A549 Zellen induzieren. Meistens
waren die gemessene 11-8 Konzentrationen erheblich hoéher als in Kontrollkulturen, die
mit bakteriellem LPS stimuliert wurden. Die 11-6 Freisetzung konnte in LPS bzw.
MVOCs stimulierten Kulturen nur an der Nachweisgrenze gemessen werden und war

dementsprechend sehr gering. 1l-1o und TNF-o wurde nicht gefunden.

Zusammenfassend brachten die bisherigen Unter suchungen folgende Erkenntnisse:
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o Alle getesteten MV OCs haben erheblich geringere zytotoxische Wirkung als das
Mykotoxin Gliotoxin. Nur bei 6 von den 19 getesteten Substanzen war die
Zytotoxizitét anndhrend so stark wie bel Formaldehyd bzw. MMS.

e Im Comet assay wirken MVOCs nicht genotoxisch, die DNA Strangbriiche
konnten erst in zytotoxischen Konzentrationen gemessen werden. Die Ergebnisse
des Mikronukleus-Tests waren negativ — 16 getestete MVOC waren nicht
genotoxisch.

e Eine mutagene Wirkung von MVOCs im HPRT-Test wurde bel keiner der 9
getesteten Substanz festgestel|t.

e MVOCs induzieren eine 1l1-8 Freisetzung in A549 Zellen, was auf ihre
immunmodulatorische Wirkung hinweist. Die 11-6 Produktion war an der

Nachweisgrenze, II-1o und TNF-o wurde bis jetzt nicht gefunden.

Die Ergebnisse der Studie lassen noch keine direkte Interpretationen bezlglich der
gesundheitlichen Relevanz fur den Menschen zu. Es gibt auch noch erhebliche
methodische Probleme. Da die MV OCs schnell wahrend der Inkubation verdampfen und
einige auch schwer wasserléslich sind, mussen die Kulturbedingungen bei den in vitro
Untersuchungen noch genauer definiert werden. Eine Beziehung zwischen der MV OC-
Konzentration in der Luft, wie sie in den befallenen Gebauden gemessen wird und der

Konzentration im Zellkulturmedium muss noch hergestellt werden.
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Tabelle 1. MV OCs - toxikol ogische Untersuchungen in vitro.

15

Substanz CAS Quéelle
MVOCs:
Alkohole: 1-Butanol [71-36-3] Fluka; 19420
2-Methyl-1-propanol [78-83-1] Riedel de Haen; 24125
2-Methyl-1-butanol [137-32-6] Merck; 8.0031
3-Methyl-1-butanol [123-51-3]  Fluka; 59085
3-Methyl-2-butanol [598-75-4] Merck; 8.41399
1-Pentanol [71-41-Q] Fluka; 76929
1-Hexanol [111-27-3] Merck; 8.04393
3-Octanal [589-98-0] Merck; 8.21859
1-Decanol [112-30-1] Merck; 8.03463
1-Octen-3-ol [3391-86-4] Fluka; 74950
Ketone: 2-Butanon [78-93-3] Sigma; M 2886
2-Pentanon [107-87-9]  Aldrich; 47,119-4
2-Hexanon [591-78-6]  Fluka; 20270
2-Heptanon [110-43-0] Fluka; 68592
3-Octanon [106-68-3]  Fluka; 04659
2-Nonanon [821-55-6] Merck; 8.18790
Ether: 2-Pentylfuran FemaNr. 3317; EC 2232347
Terpene Terpineol [8006-39-1] Fluka; 86480
Schwefelverbindungen: Dimethylsulfoxid  [67-68-5] Merck; 2950
M ethylmethansul fonat [66-27-3] Sigma; M4016
Gliotoxin [67-99-2] Sigma; G9893
Formaldehyd (VOC) [50-00-0] Merck; 103999




Tabelle 2. Zytotoxizitdt von MV OCs, untersucht mit der humanen Lungenzelllinie
A549
in drei verschiedenen Zytotoxizitétstests.

| Cso (MM ol)*
Substanz MTT- MB- CFA -
assay  assay assay
Kontrollen
Gliotoxin 0,0003 0,0003 < 0,00003
MMS 0,5 0,4 0,2
Formaldehyd (VOC) 0,15 0,12 0,01
MVOCs
Alkohole:
1-Decanol 0,4 0,3 0,7
1-Octen-3-ol 34 2,1 3,8
3-Octanol 4,3 3,8 35
1-Hexanol 7,0 6,9 39
1-Pentanol 39,6 19,6 24,3
1-Butanol 40,6 40,4 50,7

2-Methyl-1-butanol 42,1 299 31,4
3-Methyl-1-butanol 51,8 259 27,7
3-Methyl-2-butanol 109,9 45,2 59,7
2-Methyl-1-propanol 149,33 37,1 10,9

Ether:

2-Pentylfuran 20,1 5,6 2,0
Terpen:

Terpineol 35 2,5 1,8
Ketone:

2-Nonanon 13,0 13,1 19
3-Octanon 47,7 36,5 58
2-Heptanon 25,6 19,8 12,2
2-Hexanon 52,3 55,1 40,1
2-Pentanon 246,0 160,44 89,6
2-Butanon 327,7 307,1 304,6
Schwefelver bindung:

DMSO 559,7 296,5 173,7

* | Csp - Substanzkonzentration, die das Koloniewachstum bzw. die Absorption
ImMTT- und im MB-assay auf 50% der Kontrollwerte reduziert.
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Tabelle 3. Genotoxischer und zytotoxischer Effekt von MV OCsin vitro.

17

| IC50 (mM) (mM) A549 Zellen | V79 Zellen pBlutzellen
Kontrolle unbehandelt 155+0,3 1,50+ 0,54
MMS 0.2 0,025 434+14 10,55 + 4,05*
0,05 12,03 + 4,90* | 3,47 + 0,34*
MV OCS:
1-Decanol 0.7 0,05 1,86+0,31 | 407+231 3,30
0,5 1,76 £ 0,50 | 4,25+ 0,41* toxisch
1-Octen-3-ol 3.8 0,6 1,78+ 0,51 | 2,78 + 0,93 2,40
6,4 1,45+0,17 | 3,51+ 1,33*
3-Octanol 35 6,2 1,83+0,90 | 2,32+0,94
31 toxisch 2,48 + 0,37
I-Hexanol 390 3 221+134 | 1,65+0,01
40 1,60+0,46 | 1,80+ 0,20
I-Pentanol 24 9 184+0,86 [ 1,65+0,68
46 247+136 | 1,34+0,17
I-Butanol 51 54 222+082 | 1,670,091
108 225+160 | 1,63+0,79
2-Methyl I-butanol 31 45 1866+044 [ 1,51+0,80
90 3,88+213 43+27
3-Methyl-1-butanol 28 23 153+0,28 1,62+ 0,29
46 1,62+0,79 | 1,43+0,91
91 238+101 | 2,96+0,81 toxisch
3-Methyl-2-butanol 60 45 2,00+ 0,01
90 1,15+ 0,26
2-Methyl-1-propanol 11 53 1,34+ 0,26 | 2,84 + 043,
270 3,16 + 0,55* toxisch
2-Nonanon 2 6 223+118 | 2,20+ 0,52
14 250+1,17 | 2,21+0,10
3-Octanon 6 6 212+0,18 0,92 1,67+0,31
31 304+206 | 1,80+1,62
62 toxisch 415+520
2-Heptanon 12 7 207051 | 1,76+ 1,65 158
35 193+094 | 1,92+0,87
70 toxisch 22,84 + 0,38*
2-Hexanon 40 40 245+ 0,94 0,7+ 0,6 1,74
80 toxisch 11,58
2-Butanon 305 112 199+0,80 [ 2,92+ 0,65
560 2,92 + 0,94 4,46
DMSO 174 140 261+085 | 2,01+0,15
700 353+136 | 1,76 +0,18

* signifikant unterschiedlich zur Kontrolle (t-Test; p<0.05)
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Tabelle 4. Genotoxischer Effekt von MVOCs in V79 Zdlen, untersucht im

Mikronukleus

Test mit bzw. ohne S9-Mix als externe metabolische Aktivierung.

Substanz Konzentration % Mikronuklei*
(mMol) ohne S9 mit S9
Kontrolle unbehandelt 05+0,3
MMS (Kontr. positiv) 0,25 3411
0,5 11,8+4,4
Cyclophosphamid 0,1 0.3 4.8
Gliotoxin 0,0015 25+19
0,003 24+15
MV OCs.
1-Decanol 0,5 04+0,1 0,6+0,0
1,3 04+0,1
1-Octen-3-ol 0,6 0,6+0,3 0,5
3,2 0,7+0,2 0,8
6,6 04+0,1
3-Octanol 31 1,3+0,9
6,2 1,1+0,6
1-Hexanol 4 04+0,1
8 0,6+0,6
1-Pentanol 23 0,8+ 0,0
46 1,0+0,6
1-Butanol 54 0,7+0,7
108 12+11
2-Methyl 1-butanol 23 05+0,1
45 0,8+0,4 0,3
3-Methyl-1-butanol 5 0,3+0,1 1,0+£0,1
9 0,8+0,3 0,4
23 0,7+0,4
3-Methyl-2-butanol 45 0,8+0,6
90 14+11
2-Methyl-1-propanol 53 0,7x0,0
107 26+0,2
2-Nonanon 6 05+0,2
14 05+0,1
3-Octanon 16 0,7x04
31 05+04
2-Heptanon 17 0,7+0,2
35 0,8+0,1 0
2-Hexanon 40 1,0+ 0,7 0,7+0,6
80 0,8+0,6 0,5
2-Butanon 280 1,2+0,6
560 toxisch
DMSO 350 0,2+0,2 16+19
700 0,9+0,5 1,1+10




*Mittelwerte + SA; n= 2-4 Versuche
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Tabelle 5. Mutagenitét von MV OCs, untersucht an V79 Zellen mit dem HPRT-Test,
mit und ohne SO-Mix al's externe metabolische Aktivierung.

Hochste nicht Relative M utanten Frequenz*
Substanz toxische /10° V79 Zéellen

Konzentration (mM) ohne S9 mit S9
Kontrolle ohne MVOC 0-28 0-31
MMS 0,5 mM 92
Gliotoxin 0,008 0 11
1-Decanol 3 2.9 6,8
1-Octen-3-ol 5 11 2,2
2-Methyl-1-propanol 107 0 1,3
2-Methyl-1-butanol 46 2,9 0,9
3-Methyl-1-butanol 51,5 1,6 2,7
2-Pentylfuran 31 0 44
3-Octanon 14,4 0 2,1
2-Heptanon 18,2 12 19
2-Hexanon 40 3,2 0

* Mittelwerte von 1-3 Versuchen
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Tabelle 6. Produktion von I1-6 und I1-8 in A549 Zellkulturen nach Exposition mit MV OCs.

Substanz IC50* |Konzentration IL-6 \ IL-8
(mMol) (ng/10°A549 Zellen)**
pg/mi:

LPS 10 0.04 £ 0.03 0.8+05

(positive Kontrolle) 100 0.26 £ 0.10 5.7+ 233

200 047 +0.11 11.8+4.3

mMol:

1-Decanol 0,4 0,25 0.16 £ 0.28 1.7+09

0,5 0.43+0.49 3.3+13

1-Octen-3-ol 3 3 0.12+0.20 35+33

6 0.09+0.19 58+15

3-Octanol 4 3 0.10+0.14 95+10
6 1.73+1.25 548+ 10.1

1-Hexanol 7 4 0.38+0.04 6.8+1.2

8 076+ 0 76176

1-Pentanol 40 23 0.18+0.13 50+28
46 0 28.1+14.0

1-Butanol 41 54 0.35+0.28 84+18

108 0.22+0.31 14.3+ 3.7
2-Methyl-1-butanol 42 46 0.83+0.34 35.3+145
92 5.83+2.58 130.1+10.0

3-Methyl-1-butanol 52 9 0.09 + 0.09 4.7+ 2.6
46 0.14 £ 0.03 33.3+155

2-Methyl-1-propanol 150 54 0.27£0.35 44+ 3.7
107 0.36+0.55 18.2+ 135

268 1.05+ 041 243+ 4.7

3-Octanon 48 16 0.23+0.27 29+15

31 1.35+0.99 18.2+8.1
62 0.75+£0.75 66.7 + 16.7

2-Heptanon 26 7 0.24+£0.20 3.3+23
17 2.39+1.52 60.3+ 34.6
35 0 17.7+11.7

2-Hexanon 52 40 0.45+0.42 27+14
80 3.78+0.62 63.1+28.8
2-Butanon 328 112 0.06+ 0.06 0.63+ 0-64

280 0.20+0.17 51+23

DMSO 560 700 0.11+0.08 50+0.6

1400 1.26+ 0.41 19.3+16

* Inhibitory concentration 1C50 bestimmt im zytotoxischen MTT- Test
**Mittelwerte £ SA von 2-8 Experimenten
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