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Mikrokerntest und Comet Assay:
Ein Ergebnisvergleich bei Normalprobanden®

E. Diem und H. W. Ridiger

Zusammenfassung:  Ziel dieser Arbeit waren die Evaluierung des Comet Assays,
der Vergleich zwischen Comet Assay und Mikrokerntest, sowie die Erstellung von Re-
ferenzwerten fiir diese beiden Methoden. Untersucht wurden 40 weibliche und 40
mannliche gesunde Probanden. Exogene Arbeits und Umwelteinflisse, wie Chemika-
lienexposition und Rauchverhalten, wurden mittels Fragebogen ethoben. Die Proban-
den wurden nach Alter in 4 Gruppen (21-30, 31-40, 41-50 und 51-60} einge-
teilt. Es zeigte sich eine sehr gute Korrelation zwischen Mikokerntest und Comet As-
say (R2 = 0,9765, p < 0,001). Geschlecht und Rauchverhalten zeigten keinen sig-
nifikanten Einflub aut die Ergebnisse beider Tests. Fir beide Tests ergab sich iedoci
eine deutliche Altersabhéngigkeit der Referenzwerte ab der Altersgruppe 3 (Alter > 40}
{p < 0,001}, Es ist doher empfehlenswert bei der Evaluierung von Testmethoden -
tersabhdngige Vergleichswerte zu emmitteln. :

Schliisselwdrter:  Mikrokerntest — Comet Assay — Referenzwerte — Altersabhén-
gigkeit — Rauchen

Abstract: The aim of this study was the evaluation of the comet assay, the com-
parison of the comet assay and micronucleus test, and the establishment of reference
values for these two methods. 40 hedlthy female and 40 healthy male persons were
investigated. Data on exogenous occupational and environmental influences, such as
exposure fo chemicals chq smoking habits, were collected using a questionnaire. The
test persons were divided into 4 groups according to age (21-30,°31-40, 41-50
and’ 51-60). There was a very good correlation 5%)etween the micronucleus fest and
the’comet assay [R2 = 0.9765, p < 0.001). The sex and smoking habits of the per-
sons had no significant effects on the results of the two tess. In both tests, however,
as from age group 3 the reference values depended to a great extent on age [age
> 40) {p < 0.001]. It is therefore recommended when evaluating fest methods that
agedependent reference values be defermined.
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Einleitung
Genotoxisches Monitoring im Bereich der
Arbeitsmedizin erfordert biologische Indi-

kator-Systerne, die schnell, zuverléssig und

moglichst einfach zu bestimmen sind. Im
Mittelpunkt des diagnostischen Inferesses
steht die Schidigung der DNA im Zellkern.
Die heute meist verwendeten Untersu-
chungsmethoden wie Chromosomenanaly-
se, Schwesterchromatid Austausch (SCE)
und Mikrokerntest beschrdnken sich auf
proliferierende Zellen und sind mit einem
hohen Zeit- und Arbeitsaufwand verbun-
den. Hier bietet sich der Comet Assay (oder
Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE) As-
say) als eine sensitive Methode an, mit de-
ren Hilfe schnell und kostengtinstig Dop-
pelstrangbriiche und alkali-labile Stellen in
der DNA von Einzelzellen aufgedeckt wer-
den kénnen. Weitere Vorteile dieser Me-
thode liegen in der geringen Zahl der
benétigten Zellen (10 000-30 000) und in
der Moglichkeit DNA-Schadigung auch in
nichtproliferierenden Zellen zu erfassen.
Bei der Durchfithrung des Comet Assays be-
ziehen wir uns auf die grundlegenden Ar-
beiten von Ostling und Johanson (1984),
sowie Singh et al. (1988, 1991). Die Aus-
wertung nach Anderson et al. (1993) wur-
de durch die Errechnung probandenindivi-
dueller TailFaktoren erweitert. Durch-
fithrung und Auswertung des Mikrokerntest
erfolgte nach Fenech et al. (1985), ohne
zusitzliche Bestimmung zentromer-positi-
ven Materials (Fenech et al. (1989)). Ziel
der vorliegenden Untersuchung waren die
Evaluierung des Comet Assays, der Ver-
gleich zwischen Comet Assay und Mikro-
kerntest, sowie die Erstellung von Refe-
renzwerten fiir beide Methoden. Untersucht
wurden 80 gesunde Probanden (40 weib-
lich, 40 mannlich), eingeteilt in 4 Alters-
gruppen (Gruppe 1: 21-30 Jahre, Gruppe
2: 31-40 Jahre, Gruppe 3: 41-50 Jahre und
Gruppe 4: 51-60 Jahre).

Material und Methoden

Verwendete Chemikalien und Gerdte: Fi-
coll-Paque, Fa. Pharmacia, Uppsala, Schwe-
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den; Chromosomen Medium 1A, Fa. Gibco-
Life Technologies, Wien, Osterreich; Me-
thanol, Eisessig, Fa. Merck, Wien, Oster-
reich; Cytochalasin B, low melting Agarose,
NaCl, Na,EDTA, Tris, N-Laurylsarcosin, Tri-
ton X-100, DMSO, Fa. Sigma, Wien, Oster-
reich; einseitig aufgerauhte Objekttrager,
Fa. CMS, Houston, USA, Elektrophorese-
kammer und Elektrophorese Power Supp-

ly Phero-stab 500, Fa. Biotec Fischer, Reis-

kirchen, Deutschiand.

Mikrokerntest

Lymphocyten werden aus 5 ml heparini-
siertem  Vollblut  mittels  Ficoll-Paque
(Boyurn, 1968) isoliert, und anschlieRend
bei 37°C in Phytohdmaglutinin-haltigem
Medium (Chromosomenmedium 14, Fa.
GIBCO) stimuliert. Durch Zugabe von 3 pg
Cytochalasin-B/ml wird nach 68 Stunden
die Zytoplasmateilung blockiert, dadurch er-
scheinen die proliferierenden Zellen dop-
pelkernig. Die Zellen werden nach 72 Stun-
dén mit einem Gemisch aus Methanol-
Eisessig (1:1) fixiert, auf entfettete Objekt-
triger aufgefropft und mit dem DNA-
spezifischen Fluoreszenzfarbstoff 4,6-Diami-
dino-2-phenylindole (DAPI) gefarbt. Azen-
trische Fragmente (als Folge von DNA-
Briichen) und ganze Chromosomen, die auf
Grund einer Storung im Spindelapparat
nicht in einen der beiden Tochterkerne ge-
zogen wurden, erscheinen im Zytoplasma
als Mikrokerne. Ausgewertet werden 2000
doppelkernige Zellen hinsichtlich der An-
zahl von Mikrokernen. Das Auftreten von
mehreren Mikrokernen in einer doppelker-
nigen Zelle wird nur als ein Ereignis ge-
wertet. Folgende. Punkte sind bei der Aus-
wertung von Mikrokernen zu beachten
(Lasne et al. (1984)):

— das Zytoplasma der gezihlten Zellen muf3
vollstindig erhalten sein

— sind beide Kerne einer Zelle von unter-
schiedlicher GroRe, muR der kleinere
wenigstens halb so groR sein wie der
grofere

~ Mikrokerne diirfen nicht groRer sein als
1/5 des Kleineren Zellkerns

- Mikrokerne miissen deutlich im Zyto-
plasma liegen

- Mikrokerne miissen rund und scharf be-
grenzt sein

- Mikrokerne miissen Kklar von den Zell-
kernen getrennt vorliegen und die glei-
che FluoreszenzIntensitat wie die Zell-
kerne aufweisen.
Das Ergebnis wird in Mikrokernen/500

doppelkernige Zellen angegeben.
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Gruppe 1: Gruppe 2:
Raucher- | MN/500| Comet Raucher- | MN/500| Comet
Gruppe | Proband | sex sfatus | BNC’s | tailfactor Gruppe | Proband | sex | . status | BNC's | taitfactor
] 1 w nr 4,1 3,8 2 21 w nr 2,6 2,8
1 2 w r 3.7 3,7 2 22 w nr 3,0 2,9
1 3 w r 4,7 4,2 2 23 w nr 27 2,9
[ 4 w r 4,0 3,6 2 24 w nr 3,3 3,2
1 5 w nr 3,2 3,1 2 25 w nr 3,8 3,4
1 6 w nr 3.4 3,0 2 26 w r 4,0 4,4
i 7 w r 3,7 3,3 2 27 w nr 4,7 4,5
1 8 w nr 3,1 2.8 2 28 w nr 4,3 3,9
1 9 w r 3,5 3.3 2 29 w r 3,2 2,9
1 10 w r 3,7 4,2 2 30 w nr 3,9 3,6
1 11 m nr 3,5 29 2 31 m nr 3,5 3,5
1 12 m nr 4.4 4,2 2 32 m r 4,2 3,9
1 13 m r 4,2 4,0 2 33 m nr 3,9 3,6
1 14 m ne 4,2 4,0 2 34 m nr . 4,5 4,0
1 15 m r 4,0 3,5 2 35 m r 4,0 3.7
1 16 m nr 3,9 3,5 2 36 m nr 4,3 4,2
1 17 m r 3,8 4,1 2 37 m nr 4,5 4,5
1 18 m r 3,7 3,5 2 38 m nr 3,0 2,7
1 19 m nr 3,0 2,8 2 39 m r 3,1 3,0
1 20 m r 4,1 3,9 2 40 m nr 3,8 3,6
Gruppenmittelwert 3,80 3,57 Gruppenmitielwert 3,72 3,56
Standardabweichung +/- 0,44 0,48 Standardabweichung +/- 0,63 0,58
Gruppe 3: Giruppe 4:
Raucher [ MN/500| Comet Raucher- | MN/500| Comet
Gruppe | Proband | sex status BNC's | taitactor Gruppe | Proband | sex status BNC’s | toilfactor
. 3 41 w nr 56 5,2 4 61 w nr 6,7 6,2
'3 42 w nr 3,9 3,7 4 62 W nr 59 5,6
f:‘é 3 43 w r 4,0 3.4 4 63 w r 54 5,1
3 44 w nr 4,7 4,3 4 64 w nr 6,7 6,4
3 45 w nr 5,2 4,8 4 65 w nr 7.3 7,0
3 46 w nr 5,8 5,3 4 66 w nr 6,9 6,8
3 47 w nr 5,2 4,8 4 67 w r 7.8 7.4
3 48 w nr 6,2 57 4 68 w r 8,2 7.8
3 49 w nr 6,6 6,4 4 69 w nr 8,5 8,2
3 50 w r 6,0 5,9 4 70 w nr 6,2 5,9
3 51 m ne 6,4 6,9 4 71 m r 6,7 6,4
3 52 m nr 5,4 5,2 4 72 m nr 7.0 6,4
3 53 m r 6,9 6,2 4 73 m ] r 6,5 6,2
3 54 m r 4.4 4,2 4 74 m nr 6,0.- 5,8
3 55 m r 3,9 3,5 4 75 m nr 6,4 6,3
3 56 m nr 4,5 4,0 4 76 m nr 7,0 6,6
3 57 m nr 4,7 4,4 4 77 m nr 7.3 6,8
3 58 m nr 6,2 58 4 78 m nr 6,4 59
3 59 m r 6,5 6,4 4 79 m nr 6,3 6,0
3 60 m nr 6,7 6,3 4 80 m r 7.8 7,4
Gruppenmittelwert 544 | 512 - Gruppenmittelwert 6,85 6,51
Standardabweichung +/— 0,99 1,07 Standardabweichung +/- 0.79 0,76

Gruppe 1 [Alier 21-30), Gruppe 2 {Aller 31-40), Gruppe 3 (Alter 41-50), Gruppe 4 (Alter 51-60) w — weiblich,

m — mdnnlich, nr — Nichtraucher, r — Raucher

Tab.1:  Einzelergebnisse aller 80 Probanden
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40 min, entspiralisieren und fithrt bei einem
pH-Wert von 13 eine 20miniitige Elektro-
phorese (25 V/300 mA) durch. Ungeschs-
digte Zellen erscheinen nach Farbung mit
dem DNA-spezifischen Fluoreszenzfarbstoff
Ethidiura Bromid als runde, intakte Kerne.
Geschadigte Zellen erscheinen als Kometen,
wobei der Kern einen Schweif aus fluores-
zierendem Material hinter sich herzieht.

Die Lénge und Intensitit des Kometen-
schweifes hingt vom Anteil fragmentierter
DNA ab. Fiir die Auswertung werden 1000
Zellen visuell in 5 verschiedene Klassifizie-
rungsgruppen (Anderson et al., 1993) ein-
geteilt. Abb. 1 zeigt diese Einteilungskrite-
rien und das jeweilige mikroskopische Bild.
Durch diese Klassifizierung 188t sich ein
probandenindividueller Tail-Faktor berech-
nen. Dadurch ist es mdglich eine genaue
Aussage tiber den Schidigungsgrad indivi
dueller Probanden zu treffen:

Tail-Faktor in % =
A'F, + BFy + OF; + DTy + EFy
1000

A... Anzahl der
Zellen in Gruppe A
B... Anzahl der
Zellen in Gruppe B
C... Anzahl der
Zellen in Gruppe C
D... Anzahl der
Zellen in Gruppe D
E... Anzahl der
Zellen in Gruppe E

Fy... Mittelwert der
Gruppe A (= 2,5)
Fp... Mittelwert der
Gruppe B (= 12,5)
Fe... Mittelwert der
Gruppe C (= 30)
Fp... Mittelwert der
Gruppe D ( = 67,5)
Fg... Mittelwert der
Gruppe E (= 97,5)
Die Préparate fiir den Comet Assay und
den Mikrokerntest wurden vor der Aus-
wertung kodiert. Beide Tests wurden bei al-

len Probanden vom gleichen Untersucher
ausgewertet.
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aller 80
Probanden Fraven P Ménner p Raucher p Nichiraucher | p
MN/500 BNC's ; 1 o
mean +/-SD | 4,95 +/-1,49| 4,89 +/-1,60 |> 0,05| 5,02 +/-1,40 |> 0,05| 4,85 +/-1,53 |> 0,05 5,01 +/-1,48 |> 0,05
Comet TailFactor
mean +/-SD | 4,69 +/-1,44 | 4,64 +/-1,53 |> 0,05 4,75 +/-1,37 |> 0,05 4,61 +/-1,47 |> 0,05| 4,73 +/-1,44 |> 0,05
Tab. 2:  Ergebnismittelwerte
Comet Assay MN/500 BNC | Comet TailFacior
10 000-30 000 Zellen werden auf einem Belastung mean +/-SD mean +/-SD
Objekttrager in low melting Agarose einge-
bettet und anschlieRend for 90 min. lysiert ~ Proband A SOKOﬂrTJlleO 42 Z +;£§ @gg +§£%
(Lyselosung: 2,5 M NaCl, 100 mM P P05 0 +/-0, 9 +/-0,
 Na,EDTA, 10 mM Tris, pH 10,1 % NLau- 0,02 mg Bleomycin/ml 52,6 +/-0,7 71,0 +/-0,2
rylsarcosin; vor Gebrauch 1 % Triton X-100
und 10% DMSO usetzen). Danach 138 Proband 8 goKfAr‘A'rﬂ‘joz oy iff_)j 3l e ifﬁ'é
man die DNA im Elekirophoresepuffer 0,02 mg Bleomycin/ml 50,1 +/-0,9 69,1 +/-0,1
(ImM Ne,EDTA, 300 mM NaOH) far

Proband A: 25jshrige Raucherin; Proband B: 30jshriger Nichtraucher

Tab. 3:

Ergebnisse

Tab. 1 zeigt die Ergebnisse von Mikro-
kerntest und Comet Assay aller 80 Pro-
banden. Die Tabelle ist nach den 4 Alters-
gruppen unterteilt. Betrachtet man die Mit-
telwerte der einzelnen Gruppen, zeigt sich

in vitro Belastung mit HyOo und Bleomycin {Positivkontrolle)

he Tab. 2). Eine in vitro Belastung mit H,0y
oder Bleomyein fithrte zu einem Mikrokern-
anstieg um mehr als das Zwolffache und
eine Erhohung des Comet-Assay Tail-factors
um mehr als das Zwanzigfache (Positiv-
kontrolle, Tab. 3). Abbildung 2 zeigt die
Korrelation zwischen Mikrokerntest und
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Abb. 4:  Intraindividuelle Schwankung von Mikrokerntest und Comet Assay

Testergebnisse von Proband A (25jéhrige

ein Anstieg der Werte erst ab Gruppe 3 (Al-
ter > 40). Die Mikrokernergebnisse korre-
lieren hochsignifikant (p < 0,001) mit den
Comet Assay Ergebnissen. Es gibt bei bei-
den Tests weder einen signifikanten Unter-
schied zwischen Frauen und Ménnern noch
zwischen Rauchern und Nichtrauchern (sie-

Raucherin)

Comet Assay, Abbildung 3 die Abhéingigk e;it
der Ergebnisse vom Alter. Deutlich ist ein
Anstieg der Werte ab Gruppe 3 (Alter
> 40) sowohl beim Mikrokerntest als auch
beim Comet Assay zu sehen. Von einem
Probanden A (eine 25jahrige Raucherin)
wurde in einem Zeitraum von 108 Tagen



10 mal der Mikrokernwert und Comet
Assay TailFactor bestimmt. Diese infra-
individuellen Schwankungen sind in Abb. 4
dargestellt.

Diskussion

Die Ergebnisse von Mikrokerntest und Co-
met Assay korrelieren mit R2 = 0,9765 und
p < 0,001. Dies spricht dafiir, daf der Co-
met Assay durchaus fiir ein zytogenetisches
Monitoring geeignet ist und die Ergebnisse
mit denen eines standardisierten Testes
(Mikrokerntest) sehr gut vergleichbar sind.
Da mit dem Comet Assay bisher nur wenig
Daten bei unterschiedlichen Belastungen
vorliegen, kann daraus aber nicht ge-
schlossen werden, daf der Comet Assay ge-
nerell an Stelle des Mikrokerntests fir ein
genotoxisches Monitoring verwendbar ist.
Diese Frage kdnnte aber im Einzelfall durch
eine dem Biomonitoring vorangehende in
vitro Belastung von Lymphocyten ent
schieden werden, wenn die Exposition be-
kannt ist. Der Mikrokerntest hat auferdem
den Vorteil, da® man durch Nachweis von
Zentromeren in Mikrokermnen Chromoso-
menfehlverteilungen separat erfassen kann.
Die fertigen Priparate konnen fir den Mi-
krokerntest iber einen lingeren Zeitraum
aufgehoben werden, beim Comet Assay
muf die Auswertung innerhalb der nich-
“ sten 3 Tage durchgefihrt werden, da die
Priparate innerhalb kurzer Zeit austrock-
nen.

+Diese Untersuchung belegt, da® fir bei-
de Methoden altersabhéingige Referenzwer-
te ermittelt werden missen. Nur so ist ei-
ne genaue Beurteilung von Testergebnissen
miglich.
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- Unabhiingige U 1 haben
gezeigt, daft Programme zur Priiven-
tion von Drogen und Alkohol am

Arbeitsplatz mit einem klar definierten
Alkohol- und Drogen-Screening, den
Drogenkonsum am Arbeitsplatz
erheblich reduzieren.

- Die M.D.S, sind leicht handzuha-
bende, ohne apparativen Aufwand vor
Ort in wenigen Minuten durchfiihr-
bare Tests.

- Wir beraten Sie bei dem Aufbau eines
Drogen-Screening-Programmes.
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