Automatisiertes DNA-Strangbruch-Screening mit breiter Anwendung
und hohem Standardisierungspotenzial
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Die automatisierte Genotox-Losung Aurea gToxxs dient der Erfas-
sung erbgutschiadigender Wirkungen von Chemikalien, Botani-
cals und Nanopartikeln - und das ganz ohne Tierversuche.

ie DNA fungiert als genetischer

und regulatorischer Informati-

onstrager und kodiert die Abfol-
ge des Aminosaureeinbaus bei der Protein-
synthese. Spontane oder durch genotoxische
Umweltstoffe verursachte Schaden in der DNA
kénnen direkt oder indirekt die DNA-Integritat
beeintrachtigen und damit zu Krankheiten, wie
(Lungen-)Krebs, GefaRerkrankungen und zu
frihzeitigem Altern fuhren. Die Entwicklung
von Methoden, die DNA-Schaden und DNA-
Reparatur messen konnen, ist deshalb von
groller Wichtigkeit.

Genotoxikologische Risikobewertungen wer-
den mithilfe von Tierversuchen (in vivo), mit
Gewebe- und Zellkulturen (in vitro) oder
per Struktur-Wirkungs-Beziehungen (SAR)
durchgefihrt, um ein mogliches gesundheits-
schédliches Potenzial chemischer Stoffe beim
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Menschen zu beurteilen. Die derzeitigen Prii-
fungs- und Bewertungsansétze fuir Genotoxi-
zitdt beruhen meist auf In-vivo-Tests gemaf
standardisierter OECD-Testrichtlinien. Ne-
ben der Tatsache, dass tierische Testsysteme
nur eine beschrankte Aussagekraft fir eine
Wirkungsbeurteilung beim Menschen ha-
ben, stellen auch zeit- und kostentechnische
Uberlegungen wichtige Argumente fur die
Entwicklung alternativer Teststrategien dar.

Die Anforderungen an die chemische Risi-
kobewertung steigen weltweit. Die im Umlauf
befindlichen Chemikalien sind nur teilweise
hinsichtlich ihrer Toxizitit bewertet (ca. 20 %)
[1]. Die Anzahl der fir toxikologische und an-
dere Sicherheitsbewertungen verwendeten
Tiere ist unvertretbar hoch. Die Durchsetzung
eines strengen Reguliersystems soll sicherstel-
len, dass Tierversuche nur dann durchgefihrt
werden, wenn keine praktikablen Alternativen
existieren, gemdR den Grundsdtzen der 3R-
Prinizipien [2].

Neben der Aufgabenstellung, die grofle
Zahl an anstehenden Chemikalien einer
angemessenen Toxikologie zu unterziehen,
erfordert die sinnvolle Organisation friher
Stufen der pharmazeutischen Wirkstoffent-
wicklung neue, schnelle und aussagekraftige
In-vitro-Methoden. Die genetische Toxizitat
eines Kandidatenmolekails, z.B. fur ein neues
Medikament, Pestizid oder einen Nahrungs-
mittelzusatz, kann ein Grund fir den Abbruch
einer Entwicklung sein. Mit Aurea gToxxs steht
ein In-vitro-Screening-Verfahren bereit, das in
der frihen Produktentwicklung bereits vor-
hersagen kann, was in der regulatorischen
Screening-Batterie geschehen kann.

Die gToxxs-Lésung zur Messung von
DNA-Strangbriichen basiert auf dem
JFluorimetric Detection of Alkaline DNA
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Unwinding"-(FADU-)Assay [3].
Im Unterschied zu vielen
gangigen genotoxikolo-
gischen Tests benétigt die
robuste FADU-Methode
keine aufwéndige Pro-
benvorbereitung. Die
automatisierte Methode

Die gToxxs-Losung ist mit vorprogrammierten
Methoden ausgestattet, die jedem Labormit-
arbeiter, unabhangig von vorhandenen Gerd-
tekenntnissen, die Bedienung erméglichen.
Das Aurea-Team liefert maBgeschneiderte
Applikations-Packages (Software, SOP, Assay-
Kit), die auf die individuellen Applikations-,

und einer Erwdrmungsgeschwindigkeit von
bis zu 22 °C/min erreicht. Die effiziente Tem-
peraturregulierung ist ein wesentliches Kenn-
zeichen des angebotenen Gesamtsystems und
verbessert die statistische Wiederholbarkeit
bei gleichzeitigem Zeitgewinn.

Die prézise Dispensiertechnik gewdhrlei-
stet die gleichméRige, abgestufte Verteilung

Bild 1: Die DNA-
Strangbruch- und
-Reparaturanalyse mit
der gToxxs-Losung basiert
auf dem ,Fluorimetric De-
tection of Alkaline DNA
Unwinding“-Assay

[4, 5] misst die vorhan-
denen DNA-Strangbriiche
zum Zeitpunkt der Zell-Lyse. Un-
ter genau kontrollierten Bedingungen
kommt es zur teilweisen Entwindung der
doppelstrangigen DNA (dsDNA). Der Ent-
windungsprozess wird danach durch eine
definierte pH-und Temperaturverdnderung
abgestoppt und die verbleibende dsDNA mit
Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes SybrGreen®
spezifisch markiert. Der Grad der gemessenen
Fluoreszenz korreliert mit dem Ausmal der
DNA-Schadigung; dabei zeigt eine geringe
Fluoreszenzintensitdt eine hohe Zahl an
Doppelstrangbriichen (DSB) an. Bild 3 zeigt
das schematische FADU-Messprinzip [6].
Kontrollproben der Gesamt-DNA (maximale
Fluoreszenz; Kontrolle 1) werden parallel zur
Gesamt-dsDNA nach Entwindung unter phy-
siologischen Bedingungen (100 %-Wert; keine
induzierte Schadigung durch Testsubstanzen,
Kontrolle 2) und unter maximal schadigenden
Bedingungen (Fluoreszenzhintergrund; hohe
Dosis) erfasst.

Die gToxxs-Losung bietet eine breite Anwend-
barkeit eines sehr einfachen und schnellen
Protokolls zum Nachweis von DSB, das unab-
héangig von ihrem Wirkungsmechanismus, auf
bisher alle getesteten Substanzen angewen-
det werden konnte. Es werden ca. 100 Zellen/
Well, je nach Zelltyp, fur das Screening per
gToxxs bendtigt. Bei Anwendung der zeitauf-
gelosten Messoption der Strangbruchanalyse
bietet das Verfahren zusatzliche wertvolle In-
formationen tber die DNA-Reparaturkapazi-
tat und damit den physiologischen Zustand
der Zellen.

Bei Aurea gToxxs handelt es sich um eine
Komplettlosung mit maBgeschneiderten As-
say-Kits zur Erfassung von DNA-Strangbri-
chen. Der gToxxs-Analyzer vereint die CyBio®
Liquid-Handling- und Automations-Robotik
von Analytik Jena und das 3T PelTherm?®, ein
duBerst leistungsfahiges Peltier-Element-ba-
siertes Temperiersystem mit fiinf unabhangi-
gen Temperiereinheiten von -2°C bis 80°C.
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Bild 2: Zwei Fliegen mit einer Klappe: Tierexperi-
mente reduzieren und Zeit sparen.

Durchsatz-und Kapazitdtsanforderungen un-
terschiedlicher Ansdtze abgestimmt sind.
Der gTOXXs-Analyzer fur vollautoma-
tisches 96-kanaliges Pipettieren bedient auf
zwolf Deckpositionen in zwei Ebenen die
mit Zellproben, Puffer-, Farb- oder Waschl6-
sungen bestiickten Mikrotiterplatten. Auf funf
Positionen werden bis auf 0,1 °C genau die
relevanten Temperaturen mit einer Abkuh-
lungsgeschwindigkeit von bis zu 12 °C/min

der Flussigkeiten bei exakter Hohenkontrolle
auf die einzelnen Wells. Mit hoher Wiederhol-
spezifitdt und Prazision werden die notwen-
digen Uberschichtungs- und Mischverfahren
zur DNA-Entwindung und Markierung ab-
gearbeitet. Die Generierung von bis zu 288
unabhdngigen Messwerten, erméglicht eine
zuverlassige Abschatzung des Genotox-Po-
tenzials bei einer hohen statistischen Rele-
vanz in nur einem Run.

Die HepaRG-Zelllinie wird als kommerzielles
Modell menschlicher Hepatozyten einge-
setzt und exprimiert die metabolisierenden
Enzyme der Leber. Dadurch kénnen Verbin-
dungen, wie z.B. Aflatoxine, die ihre toxische
Wirkung nur nach metabolischer Aktivierung
entfalten, in vitro gepruft werden. Die An-
wendbarkeit der HepaRG-Zelllinie in gToxxs
basierten Genotoxizitdts-Studien wurde mit
einer biotransformationsabhangigen Sub-
stanz gezeigt [7].

Bild 5 zeigt die DNA-Strangbruchfre-
quenzen in HepaRG-Zellen (Biopredic In-
ternational, France), ausgelost durch die
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Bild 3: Prinzip des Aurea gToxxs.
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Bild 5: gToxxs-Genotoxizitdt-Tests mit HepaRG Leberzellmodellen.

100

90

a0

70

G0

a0

40

% double-stranded DNA

30

20

150

100 100

50 50
0

o e

aflatoxin B1 [uM]

PO-value vehicle acetone MMS [16 po/ocmz2]

Bild 6: gToxxs-Genotoxizitdit-Tests an rekonstruierten Hautmodellen.
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AMNGQO [16 pgicm?2]

genotoxischen Substanzen Etoposid, Me-
thylmethansulfonat (MMS) oder Aflatoxin B
(Exposition: 3 h (A,C) und 24 h (B, D)). Man-
nitol und 0,5% DSMO (Vehikel) werden als
Kontrollansédtze mitgefuihrt. Die Daten sind
als Prozentsatz der unbehandelten Kontrol-
len angegeben. Die Balken reprasentieren die
Mittelwerte mit Standardabweichungen von
mindestens zwei getrennten Experimenten
(n = 6). Die Behandlung mit allen drei No-
xen zeigte nach 3 h nur geringe zytotoxische
Wirkung (nicht gezeigt), jedoch signifikant
dosisabhangige Wirkung auf die DNA-Sché-
digung (A, C) und somit die genotoxische Wir-
kung. Die 24-Stunden-Exposition dagegen
fuhrt im Fall von Etoposid und Aflatoxin B
neben genotoxischen Effekten (B, D) auch zu
starken Auswirkungen auf die Zellviabilitat
(nicht gezeigt). Interessanterweise nehmen
die durch MMS verursachten DNA-Schdden
mit der Expositionsdauer ab, was auf einen
spezifischen DNA-Reparaturmechanismus in
den HepaRG-Zellen hindeutet. Diese Ergeb-
nisse unterstreichen die breit-gefacherten
Einsatzmoglichkeiten der gToxxs-Lésung bei-
spielsweise bei der Beurteilung der klinischen
Signifikanz von Chemotherapeutika und der
Entwicklung therapeutischer Strategien.

Der Weg der Aufnahme einer Substanz in
den Korper ist mitentscheidend fur die Ent-
faltung der Wirksamkeit. Medikamente, die
auf die Haut aufgetragen werden und tber
den transdermalen Weg in den Organismus
Ubergehen, mussen die Barriere-Funktion
der Haut tiberwinden. Rekonstruierte Haut-
modelle sind daher als Modell fiir Arzneimit-
telabsorptionsstudien sehr interessant. Die
Eignung der gToxxs-Lésung fur die genoto-
xikologische Risikobewertung an humanen,
rekonstruierten Hautmodellen wurde de-
monstriert [8].

Bild 6 zeigt die DNA-Strangbruchfrequenz
in 3D-Hautmodellproben (epiCS, CellSy-
stems) normiert auf die Gesamt-DNA. Die
Abbildung fasst die normale physiologische
Ausgangssituation (Kontrolle 2, blau) und die
Schadigung in Abhdngigkeit von der Wirk-
stoffbehandlung mit MMS (griin), 4-NQO
(orange) und in Aceton (Vehikel; grau) zu-
sammen. Der Mittelwert und die Standard-
abweichung wurden aus zwei getrennten
Experimenten (n = 6) ermittelt. Die genoto-
xikologischen Substanzen MMS und 4-NQO
[6sen im Vergleich zu unbehandelten 3D-
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Hautmodellen, wie in der Literatur beschrie-
ben, eine erhohte Frequenz an DSB aus. Erste
Experimente mit dem Ziel, die manuellen
Arbeitsschritte der Gewebezerkleinerung zu
optimieren, zeigten, dass Punch-Biopsien
zwar bisher noch eine héhere Varianz auf-
weisen, jedoch eine praktikable Alternative
zur zeitaufwéndigen enzymatischen Zellver-
einzelung darstellen. Die weitere Optimie-
rung des manuellen Gewebeprozesses zielt
darauf ab, zukunftig die Vorhersageleistung
genotoxischer Effekte in 3D-Hautmodellen
weiter zu vereinfachen.

Fazit

In-vitro-Modellsysteme in Verbindung mit der
automatisierten Strangbruchanalyse durch Au-
rea gToxxs sind eine wertvolle Alternative zu
In-vivo-Studien. Der grofte Vorteil von Aurea
gToxxs besteht in dem hohen Standardisie-
rungspotenzial, das Reproduzierbarkeit und
damit Vergleichbarkeit der Ergebnisse ermog-
licht, auch wenn sie von verschiedenen For-
schungsgruppen generiert wurden. Dariiber

hinaus machen hohe Effizienz, geringe Kosten
und die fehlende ethische Problematik gToxxs
besonders attraktiv fur Screening-Ansatze, mit
deren Ergebnisse weitere Studien konzipiert
werden kénnen.

Hinsichtlich der Empfindlich-
keit, der Genauigkeit, dem Arbeitsauf-
wand, dem Probendurchsatz und der
Kosten ist die Automatisierung der genotoxi-
kologischen Bewertung als duferst wertvoll
zu betrachten.
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lhre Vorteile auf einen Blick:

- Schnelle und automatische Bestimmung des
genotoxischen Potenzials

- Erfassung der DNA-Schadigung und der
DNA-Reparaturkapazitat

- Einsparung von Kosten und Zeit bei der
Absicherung von Produkte und wissenschaftlichen

Ergebnissen
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