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Zusammenfassung

Bestimmung des Risikopotentials bodengebundener Schadstoffe fur den
Menschen im Minischwein-Modell mit Cytochrom P450-Enzymen als
Effektbiomarker

Peter H. Roos

Nach oraler Exposition gegenuber PAK-belasteten Boden haben wir den Effektbiomarker
CYP1A1, ein fremdstoffmetabolisierendes Cytochrom P450, enzymatisch und immunchemisch
in verschiedenen Geweben von Minischweinen bestimmt. Parallel wurde eine nicht-exponierte
Kontrollgruppe untersucht. Zudem wurden die im Minischwein gemessenen Effekte mit denen
entsprechender Versuche im Rattenmodell verglichen. Als wesentliche Ergebnisse der Studie
sind hervorzuheben: (1) Die deutliche Induktion von CYP1A1 durch orale PAK-Dosen, die im
realistischen Bereich der Aufnahme durch Menschen insbesondere von Kindern liegen. (2) Die
Induktion von CYP1A1 nicht nur im primar resorbierenden Organ, dem Duodenum, sondern
auch in Leber, Niere, Lunge und Milz. (3) Der gravierende Unterschied im organspezifischen
Antwort-Profil der CYP1A1-Induktion zwischen Minischwein und Ratte. Im Detail wurden die
folgendenden Ergebnisse erzielt: ® CYP1A1 wird konstitutiv in Leber, Niere und Duodenum
von Minischweinen nicht oder in nicht nennenswertem Umfang exprimiert. ® Nach oraler
Aufnahme PAK-kontaminierter Béden kommt es zu einer dosisabhangigen CYP1A1-Induktion
in Duodenum, Leber und Niere. ® Niedrig-belastete Bdden, die nur geringe Effekte in der
Leber hervorrufen, konnen eine deutliche CYP1A1-Induktion im Duodenum bewirken. ® In
Leukozyten von Minischweinen konnte eine Induktion von CYP1A1 auf Proteinebene nach
Aufnahme kontaminierter Boden nachgewiesen werden. ® Exemplarisch wurde an einer
Expositionsgruppe von Minischweinen gezeigt, dass eine orale PAK-Aufnahme zu deutlichen
Induktionseffekten selbst in Lunge und Milz fihren kann. ® Hinsichtlich der Induktion von
CYP1A1 in verschiedenen Organen zeigen Ratten und Minischweine unterschiedliche
Antwortprofile. Wahrend oral aufgenommene PAK beim Minischwein zu einer deutlichen
CYP1A1-Induktion im Dinndarm flhren, wird die Expression von CYP1A1 im Darm von Ratten
nur geringflgig erhéht. Umgekehrt kommt es aber in der Leber von Ratten zu einer starkeren
Induktionsantwort als in der Leber von Minischweinen. ® Im Rattenmodell konnten wir zeigen,
dass sich die Art und Weise der taglichen oralen PAK-Aufnahme deutlich auf das Ausmal} der
CYP1A1-Induktion auswirkt. Schluf3folgerungen: Da die von uns eingesetzten Boden-
dosierungen im Bereich maglicher Aufnahmemengen fiir im Freien spielende Kinder liegen und
zudem deutliche Induktionseffekte in verschiedenen Organen hervorrufen, haben die
Untersuchungsergebnisse Bedeutung flir Abschatzungen des Humanrisikos und sollten
deshalb Anstol3 zur Entwicklung entsprechender in vitro-Testmethoden sein. Die Unterschiede
in den Induktionsantworten zwischen Minischwein und Ratte verdeutlichen die Problematik der
Identifizierung eines geeigneten Tiermodells fir den Menschen im Hinblick auf
Schadstoffexpositionen. Hier ist noch Grundlagenarbeit nétig.



Summary

Risk assessment of soil-bound environmental contaminants for humans in the
minipig model using cytochromes P450 as biomarkers of effect

Peter H. Roos

After oral intake of PAH-contaminated soil particles by minipigs, the xenobiotic metabolizing
P450 enzyme CYP1A1 has been determined enzymatically and immunochemically as
biomarker of effect in several organs of the animals. Additionally, basal expression levels were
analyzed in a group of non-exposed minipigs. For comparison, exposure experiments of the
same kind were also performed with rats. The most striking results of the study are:
(1) Significant induction of CYP1A1 by oral PAH-doses which are in the intake range of
humans, in particular of children. (2) CYP1A1 induction not only in the duodenum as the
primary organ of contaminant absorption but also in liver, kidney, lung and spleen. (3) The
serious difference in the organ-specific response-pattern between minipigs and rats. In detail,
the following results were obtained: ® CYP1A1 is not expressed constitutively in liver, kidney
and duodenum of minipigs. ® After oral intake of PAH-contaminated soils, CYP1A1 is induced
in a dose-dependent manner in liver, kidney and duodenum. ® Low contaminated soils which
lead to marginal effects in the liver can strongly induce CYP1A1 in the duodenum of minipigs.
® CYP1A1 is induced on the protein level in leukocytes of PAH-exposed minipigs. ® Oral
intake of PAH-contaminated soils can lead to CYP1A1-induction in lung and spleen, as shown
here with the high exposure group CA1. ® Rats and minipigs differ in their response profiles
with respect to organ-specific CYP1A1-induction. While in minipigs oral PAH ingestion leads to
strong CYP1A1 induction in the duodenum, CYP1A1 expression is only slightly elevated in the
small intestine of rats. Vice versa, the induction response in the liver is higher in rats compared
to minipigs. ® We could show in the rat model that the mode of daily oral PAH intake severely
affects the extent of CYP1A1 induction. Conclusions: Because the soil doses applied in our
exposure experiments with minipigs and rats lead to strong CYP1A1 induction in several
organs and are close to the amounts which are taken up by playing children, our results are
highly relevant for human risk considerations. Therefore, adequate test methods reflecting the
observed induction effects should be developped. The serious differences in the response
patterns between minipigs and rats emphasize the problem to identify a suitable animal model
for humans with respect to pollutant exposure. Fundamental research is still required to solve
this problem.



Einleitung und Fragestellung

Als Folge einer Schadstoffexposition lassen sich im Saugetierorganismus schnell
eintretende biochemische Veranderungen insbesondere des Cytochrom P450-Systems
feststellen. Enzyme dieses fremdstoffmetabolisierenden  Systems werden durch
aufgenommene Schadstoffe selektiv induziert oder supprimiert und stellen somit prospektive
Effektbiomarker fir Expositionen dar (loannides & Parke, 1993). Biomarker werden in
zunehmendem MafRe zur Beurteilung von Schadstoffrisiken eingesetzt (Vainio, 2001).
Wesentlich flr die Beurteilung der biochemischen Effekte ist, dass sie integrativ das Ergebnis
verschiedener vorgeschalteter Prozesse wie Schadstoff-Mobilisierung, -Resorption, und
-Transport sowie der Primarmetabolisierung im Eintrittsgewebe darstellen. Zudem werden
synergistische Wirkungen der zahlreichen in Schadstoffgemischen vorkommenden
Komponenten auf die verschiedenen Prozesse integriert. Die genannten Parameter lassen sich
bisher in in vitro-Tests nur schlecht oder gar nicht erfassen und werden von Verfahren, die auf
Zell- oder Gewebekultur basieren, nicht reflektiert. Eine annahernd realistische Abschatzung
des Humanrisikos gegeniber Umweltschadstoffen 14t sich daher bislang nur anhand von
Expositionsversuchen in Tiermodellen vornehmen. Die mit dem gewahlten Tiermodell
gewonnenen Erkenntnisse liefern die Basis fir zu entwickelnde adaquate in vitro-Verfahren. Im
hier geforderten Projekt haben wir das Minischwein als Modellorganismus fur den Menschen
verwendet, da es hinsichtlich der flir unsere Fragestellung relevanten physiologischen und
biochemischen Parametern dem Menschen sehr ahnlich ist. Dies gilt insbesondere flr die
Physiologie des Gastrointestinaltrakts (Swindle & Smith, 1998; Kvétina et al., 1999) und die
Eigenschaften des Cytochrom P450-Systems (Anzenbacher et al., 1998; Skaanild & Friis,
1997; Skaanild & Friis, 1999).

Fokussiert haben wir unsere Untersuchungen auf den oralen Aufnahmepfad und
hinsichtlich der Schadstoffe auf polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK), die als
Bodenkontaminanten primar auf Industrieflachen vorkommen. Sie finden sich aber auch in
Anschuttungen oder Bodenauffillungen anderweitig genutzter Flachen. So wurde im Projekt

neben drei Industriebéden auch der belastete Boden einer Kleingartenanlage berlcksichtigt.

Projektziel war es, zu untersuchen, ob und in welcher Weise bestimmte Enzyme des
P450-Systems bei Minischweinen durch die orale Aufnahme PAK-kontaminierter Boden in ihrer
Expression moduliert werden. Hierbei wurden die Bodendosierungen so ausgewahlt, dass sie
einem realistischen Bereich der Aufnahme durch den Menschen nahekommen. Speziell haben
wir das durch PAK induzierbare Enzym CYP1A1 als Effektbiomarker in verschiedenen
Organen des Minischweins enzymatisch und immunchemisch bestimmt. Ergebnisse aus

entsprechenden Versuchen mit Ratten sollen Einblicke in die Spezifitdten der beiden



eingesetzten Tiermodelle gewahren und die Frage klaren helfen, ob sie als Alternativ- oder

Konkurrenzmodelle zu betrachten sind.

Material und Methoden
Versuchstiere

Gattinger Minischweine (MS) wurden von Ellegaard Minipigs (Dalmose, Danemark)
bezogen. Fur Expositionsversuche mit verschiedenen Boéden (Carl 1, Lothringen 1, Lothringen
2, Bruchsal) wurden jeweils Gruppen von 4 Tieren eingesetzt. Zudem wurde eine nicht-
exponierte Kontrollgruppe gleicher Grélke untersucht. Fur die Expositionsversuche im
Rattenmodell wurden mannliche Ratten des Stamms Sprague-Dawley (Charles River
Deutschland, Extertal) in Verbindung mit den Bdden Carl 1, Lothringen 2 und Bruchsal

eingesetzt. Basisdaten zu den Versuchstieren finden sich in den Tabellen 1 und 2.

Tabelle 1. Basisdaten zu den eingesetzten Minischweinen
. Gewicht (kg) bei
Tier Nr. | Geschlecht | Exposition Q\/Iter (Tage) bei Exposit(iogrzs—
ersuchsende ;
Beginn Ende
MS-01 m 66 4.1 6.2
MS-02 m Carl 1 110 5.7 7.3
MS-03 m 144 7.7 8.9
MS-04 m 165 10.2 9.8
MS-05 w 84 -- 54
MS-06 w Kontrolle 87 - 5.5
MS-07 m nicht-exponiert 84 - 54
MS-08 m 87 -- 5.7
MS-13 w 95 3.9 5.7
MS-14 w Lothringen 98 4.1 5.4
MS-15 m 2 99 4.7 6.1
MS-16 m 100 4.3 5.6
MS-21 w 97 4.9 6.3
MS-22 w Lothringen 101 4.8 6.3
MS-23 m 1 100 4.8 6.4
MS-24 m 100 4.7 6.3
MS-29 w 89 4.3 5.3
MS-30 w Bruchsal 89 4.5 6.1
MS-31 m 95 4.1 5.6
MS-32 m 87 4.3 5.8




Tabelle 2. Basisdaten zu den eingesetzten Ratten
I Korpergewicht
Tier N, |APPlikations- Exposition beipEx%ositiongg-)
Modus .

Beginn Ende
RT-01 Futter Lothringen 292 317
RT-02 Futter 2 321 341
RT-03 Futter Carl 1 301 326
RT-04 Futter 316 337
RT-05 Bolus 223 255
RT-06 Bolus Carl 1 220 265
RT-07 Bolus 194 226
RT-08 Bolus 221 247
RT-09 Bolus 216 267
RT-10 Bolus Lothringen 208 253
RT-11 Bolus 2 200 227
RT-12 Bolus 200 217
RT-13 Bolus 229 235
RT-14 Bolus Bruchsal 229 262
RT-15 Bolus 235 266
RT-16 Bolus 258 299

Bodenmaterial

Die verwendeten PAK-belasteten Bodenmaterialien stammen von Industrieflachen aus
dem Ruhrgebiet (Carl und Lothringen) und aus einer Kleingartenanlage in Baden-Wirttemberg
(Bruchsal). Angaben zu den Bdden sowie die Ergebnisse der PAK-Analysen (16-PAKgpa) sind
in den Tabellen 3 und 4 zusammengefal3t. Sie zeigen die Analysenwerte flr die PAK nach EPA
(Environmental Protection Agency, USA) mit der Aulnahme von Naphthalin, das aufgrund
seiner Flichtigkeit zu variablen, nicht reproduzierbaren Analysenergebissen flr einzelne Boden
fuhrt. Die Analysenergebnisse wurden uns freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Prof.
Wilhelm (Ruhr-Universitat Bochum) zur Verfligung gestellt. Fir die Versuche mit Ratten wurden

die Bodenproben durch Mahlen und Sieben auf eine Korngréf3e von < 200 um gebracht.

Bodenapplikation

Pro kg Korpergewicht wurden sowohl Minischweinen als auch Ratten 0.5 g Boden/Tag
verabreicht. Minischweine und Ratten erhielten jeweils eine tagliche Bodendosis von 0.5 g/kg
Koérpergewicht eingemischt in wenig Nahrungsbrei bzw. eingearbeitet in trockene Futter-
Pellets. Nach Nahrungskarenz Uber Nacht wurde den Tieren morgens das dotierte Futter
angeboten. Nach der Aufnahme stand dann nicht-dotiertes Futter ad libitum bis zum Abend zur
Verfligung. Die Gesamtdauer der Exposition betrug fir die Minischweine 28 und fiir die Ratten
14 Tage.



Tabelle 3. Basisdaten zu den eingesetzten Béden
Boden Carl 1 Lothringen 1 Lothringen 2 Bruchsal
Abklrzung CA1 LO1 LO2 BRU
Erdaushub aus
Oberboden ) Gewachsener KIeingartenanIage:
Bodenart (0- %0 cm) Anschuttung Boden Mutterbpden mit
Auffiillung darunterliegendem
Schutt und Mull
% Sandanteil 60,2 55,7 60,2 448
% Schluffanteil 32,4 36,7 32,9 38,3
% Tonanteil 7.4 7,6 6,9 16,9
% organischer
s 28,8 24,3 2,95 78
Pb (mg/kg) 786 200 113 237
Hg (mg/kg) 19 3,0 6,5 0,5
As (mg/kg) 38 26 13 12

Um den Anschlu an friher bereits durchgeflinrte Expositionsversuche mit Ratten zu
erhalten, wurde in einer weiteren Versuchsserie Boden in handelslbliches Rattenfutter wie
beschrieben (Roos et al., 1999) eingearbeitet und in definierten Futtermengen verabreicht, die
bezogen auf das Koérpergewicht wieder einer Dosierung von 0.5 g Boden/kg Kérpergewicht
entsprachen. Im Gegensatz zu friheren Applikationen wurde der Boden allerdings nicht zu 5 %
sondern aus Grinden des Dosierungsangleichs nur zu 0.42 % in das Futter eingearbeitet. Die

aufgenommenen Schadstoffmengen gehen aus Tabelle 6 (unter Ergebnisse) hervor.

Gewebe- und Mikrosomen-Préparationen

Praparation von Mikrosomen aus Leber, Niere, Lunge und Milz. Mikrosomen aus den
verschiedenen Organen von Ratten und Minischweinen wurden wie beschrieben isoliert
(Guengerich, 1977).

Praparation von Mikrosomen des Duodenums. Das Duodenum wurde in 0.9% eiskalter
NaCl-Lésung gewaschen. Danach wurde die Mucosazellschicht mit einem Zellschaber vom
Bindegewebe gelést und in 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 250 mM Saccharose, 3 U/ml
Heparin, pH 7.5 aufgenommen. Zum Schutz vor Protease-Aktivitaten enthielt dieser Puffer ein
Gemisch aus verschiedenen Protease-Inhibitoren (Complete™, 1 Tablette/50 ml). Nach
Homogenisation der Zellen im Dounce-Potter wurde die Suspension dreimal fir 2 sec mit
Ultraschall behandelt. Die nachfolgende Mikrosomenisolierung erfogte durch differentielle

Zentrifugation entsprechend der Isolierung aus den anderen Organen.

Isolierung von Leukozyten aus Heparin-Blut. 10 ml (Ratte) oder bis zu 30 ml

(Minischwein) Heparin-Blut wurden mit dem vierfachen Volumen Lyse-Puffer (38.8 mM NH.CI;



2.5 mM KHCO3; 0.1 mM EDTA; 0.1 mM PMSF; 1 U Heparin/ml; pH 8.0) versetzt und 10 min
auf Eis inkubiert. Die nach Zentrifugation (5 min, 2000xg) gewonnen Leukozyten wurden noch
einmal in Lyse-Puffer aufgenommen und erneut fir ca. 5 min auf Eis inkubiert. Die
abzentrifugierten Zellen wurden schlieBlich in 10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA, 20% Glycerin,
pH 7.4 homogenisiert. Ein Teil der Zellen wurde zur Isolierung von Mikrosomen

weiterverarbeitet.

Biochemische Analytik

Bestimmung der Ethoxyresorufin-O-deethylase-Aktivitat. Die Deethylierung von
Ethoxyresorufin durch die Mikrosomenfraktionen wurde fluoreszenzphotometrisch durch
kontinuierliche Aufzeichnung der Resorufin-Bildung bestimmt (Roos et al., 1996, 1999). Im
Reaktionsansatz sind enthalten: 100 mM Tris-HCI, pH 7.8, 2.7 mM lIsocitronensaure, 0.3 U/ml
Isocitrat-Dehydrogenase, 2 mM MgSQO,, 50 ug/ml Rinderserumalbumin, 76 U/ml Katalase, 170
MM NADP und 2.5 uM Ethoxyresorufin. Die Reaktion wurde mit der Mikrosomenpraparation
entsprechend einer Endkonzentration zwischen 1 und 100 nM P450 gestartet. Anregungs- und

Emissionswellenlange betrugen 530 nm bzw. 585 nm (Burke et al., 1985).

Quantitative Bestimmung von Protein und Cytochrom P450. Cytochrom P450 wurde nach
der Methode von Omura & Sato (1964) als Kohlenmonoxid-Komplex quantifiziert. Die

Proteinquantifizierung erfolgte nach der Methode von Lowry et al. (1951).

SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) und Western-Blotting.
Elektrophorese, Blotting und Farbung der Proteinbanden wurden nach beschriebenen
Methoden durchgefiihrt (Laemmli, 1970; Towbin et al., 1979; Harlow & Lane, 1988). Eine
quantitative Auswertung der Immunoblots erfolgte anhand digitalisierter Bilder und
entsprechender Auswertungs-Software. Eine Standardisierung der Bandenintensitaten erfolgte
mit Hilfe von Mikrosomenstandards, die auf allen Western-Blots mitgefiihrt wurden. Fir die
semiquantitative Bestimmung von CYP1A1 und CYP2E1 wurden Lebermikrosomen von Ratten
verwendet, die mit 3-Methylcholanthren bzw. Isonicotinsdurehydrazid behandelt waren. Die

Substanzen sind jeweils Induktoren der beiden genannten P450-Enzyme.



Ergebnisse und Diskussion

Die im Projekt erzielten Ergebnisse lassen sich in vier Bereiche gruppieren, die
sukzessive aufeinander aufbauen: (1) Methodik der Cytochrom P450-Bestimmung in Geweben
des Minischweins als Grundlage fir die eigentlichen Untersuchungen. (2) Analyse der basalen
Expression von Cytochromen P450 in Geweben des Minischweins. (3) Quantifizierung des
Effekt-Biomarkers CYP1A1 in verschiedenen Geweben des Minischweins nach oraler
Verabreichung PAK-kontaminierter Boden. (4) Vergleich der Biomarker-Induktion zwischen

Minischwein und Ratte nach oraler PAK-Applikation.

Die angestrebten Projektziele wurden in allen Punkten erreicht, sodass vor dem

Ergebnishintergrund jetzt zu folgenden Fragen Stellung genommen werden kann:

e Ist das Cytochrom P450-Enzym CYP1A1 beim Minischwein ein geeigneter Biomarker flr

PAK-Expositionen?

¢ Eignet sich das Minischwein als Tiermodell fir den Menschen hinsichtlich oraler PAK-

Expositionen?

o Kommt es im Bereich realistischer Expositionen flir Menschen zur melRbaren CYP1A1-

Induktion in verschiedenen Geweben?

e Unterscheiden sich Minischwein und Ratte in ihren Induktionsantworten auf eine orale
PAK-Exposition?

Die fur die Expositionsversuche eingesetzten Béden

Fur die Expositionsversuche mit Minischweinen und Ratten wurden 4 bzw. 3 Bodden
eingesetzt, die unterschiedliche Belastungen mit polyzyklischen aromatischen
Kohlenwasserstoffen (PAK) aufwiesen (Tabelle 4). Insbesondere variieren auch die Gehalte an
induktionspotenten hdoherkernigen Aromaten mit 5 oder 6 Ringen. Sie liegen zwischen 17 und
1079 mg/kg Boden. Mit den Béden wurde ein reprasentatives Spektrum von niedrig belastetem
Material einer Kleingartenanlage (Bruchsal) bis zu hoch kontaminierten Proben von
Industrieflachen (Carl 1) abgedeckt, so dass die Versuche Antworten auf Fragen nach Dosis-

Wirkungs-Beziehungen und Schwellenwerten geben konnen.



Tabelle 4. PAK-Gehalte der fir die Versuche eingesetzten Boden.

PAK-Verbindung mg PAK/kg Boden
Carl 1 Lothringen 1 Lothringen 2  Bruchsal

Phenanthren 284 +42 39+13 309 + 36 5
Anthracen 74+6 139 £ 47 3817 1
Fluoranthen 949 + 23 52+ 4 130 + 54 25
Pyren 672 + 35 47 +7 71+16 8
Benz[a]anthracen 405 + 20 49+5 45 + 12 5
Chrysen 362+6 88 + 1 61+ 20 8
Benzo[b]fluoranthen 274 £+ 13 111 +£10 34+9 5
Benzo[k]fluoranthen 154 +7 40+ 2 15+4 3
Benzol[a]pyren 271+ 16 70+ 3 22+7 5
Dibenzo[ah]anthracen 43+6 19 +1 5+2 <1
Benzo[ghi]perylen 161 +8 77+3 19+5 4
Indeno[1,2,3-cd]pyren 156 + 8 40+ 4 7+5 <1
Summe: PAKgpa 3805 780 756 74
Summe: 3-4-Ring-PAKgpa 2531 969 452 57
Summe: 5-6-Ring-PAKgpa 1059 366 102 17

" PAK-Gehalte nach EPA exklusive Naphthalin

Methodik der Bestimmung von P450-Enzymen in Geweben des Minischweins

Fir vergleichende enzymatische und immunologische Bestimmungen von Cytochromen
P450 ist der Erhalt ihrer strukturellen Integritat und damit auch ihrer Funktion wahrend der
Aufarbeitung der Gewebe bis hin zur Mikrosomenpraparation eine wichtige Voraussetzung.
P450-Enzyme lassen sich kollektiv als CO-Komplex in reduziertem Zustand spektroskopisch
quantifizieren. Dieser Komplex liefert zudem ein Kriterium flir enzymatisch aktives Cytochrom
P450, das ein Absorptionsmaximum bei 450 nm aufweist. Strukturell verandertes und inaktives
P450 wird durch eine Verschiebung des Maximums nach 420 nm (P420) angezeigt.
Mikrosomenpraparationen aus Lebergewebe von Minischweinen enthalten fast ausschlie3lich
bei 450 nm absorbierendes Cytochrom. Mit ahnlichen Methoden isolierte Mikrosomen aus
anderen Geweben insbesondere aus Niere und Duodenum weisen allerdings hohe Anteile an
P420 auf. Durch den Einsatz komplexer Gemische aus Protease-Inhibitoren, wie Complete™
von Boehringer, konnte dieses Problem geldst werden, so dass CYP1A1 auch in Duodenum
und Niere enzymatisch Uber die EROD-Aktivitat bestimmt werden konnte. Abbildung 1 zeigt
das Reaktionsschema (A) sowie typische Kinetiken der Resorufinbildung, die mit Mikrosomen
des Duodenums erhalten wurden. Die Linearitdt der Reaktion sowie die Abhangigkeit von der

eingesetzten Mikrosomenkonzentration werden hierdurch dokumentiert.
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Abbildung 1. Umsetzung von Ethoxyresorufin zu fluoreszierendem Resorufin. A. Reaktionsschema.
B. Kinetik der Resorufinbildung mit Duodenum-Mikrosomen der Minischweine MS-03 und MS-04 aus der
Expositionsgruppe CA1. Die Bildung von Resorufin wurde fluoreszenzfotometrisch verfolgt. Die
eingesetzten Konzentrationen an mikrosomalem Protein sind in ug/ml angegeben.

Zur Absicherung der enzymatischen Bestimmungen sollte CYP1A1 zusatzlich Uber
Western-Blots als einer von der enzymatischen Aktivitdt unabhangigen Methode quantifiziert
werden. Hierflr konnte ein Antikérper, der mit CYP1A1 des Minischweins kreuzreagiert, aus
einem Set von monoklonalen Antikérpern selektiert werden, die wir gegen CYP1A1 der Ratte in
einem von der Deutschen Bundesstiftung Umwelt (DBU) geférderten Projekt gewonnen haben.
Im Western-Blot mit Lebermikrosomen des Minischweins ergibt dieser Antikérper (1A3-03) nur
eine klar definierte Bande, die im SDS-Polyacrylamidgel die gleiche Mobilitat wie das orthologe
Enzym der Ratte aufweist (Abbildung 2). Auch fir das P450-Enzym CYP2E1, das wir als
konstitutiv exprimiertes und durch PAK wenig beeinflussbares P450-Enzym vergleichend

mitbestimmt haben, wurde ein kreuzreagierender Antikorper gefunden (Abbildung 3).

W — — —— ) G — S
Leber Niere Duodenum _ Leber
Minischwein Ratte

Abbildung 2. Kreuzreagierender monoklonaler Antikérper zum Nachweis von
mikrosomalem CYP1A1 in verschiedenen Geweben des Minischweins im
Western-Blot. Fiir das Minischwein sind Mikrosomen nach oraler Aufnahme des
PAK-kontaminierten Bodens CA1 verwendet worden (Tier MS-01). Zum
Vergleich wurden Lebermikrosomen von Ratten aufgetragen, die intraperitoneal
mit 3-Methylcholanthren als CYP1A1-Induktor behandelt wurden.
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Basalexpression von Gesamt-P450 und von CYP1A1l in Geweben des Minischweins

Zur Beurteilung von Induktionseffekten auf das P450-System haben wir
notwendigerweise die basale Expression der Enzyme bestimmt (Tabelle 5). Fir das
Minischwein sind die Literaturdaten diesbezlglich sparlich (Anzenbacher 1998, Skaanild &
Friis, 1997 und 1999), insbesondere sind uns bisher keine entsprechenden Daten fir

extrahepatische Gewebe bekannt gewesen.

Tabelle 5. Cytochrom P450-Gehalte, EROD-Aktivitaten und CYP1A1-Gehalte in
Mikrosomen verschiedener Organe nicht-exponierter Minischweine (MS-05 bis 08).

P450-Gehalt? EROD-AKktivitat” CYP1A1-Gehalt®
Leber 0.94 +£0.08 194 + 29 n.n.
Duodenum 0.15+0.06 115 n.n.
Niere 0.36 £ 0.07 4.4+27 n.n.

 Gesamt-P450: nMol P450/mg Protein. ® EROD: pMol Resorufin - mg Protein” - min™". °
Relativer CYP1A1-Gehalt nach Western Blot. n.n., nicht nachweisbar. Angegeben sind
Mittelwerte und Standardabweichungen von mindestens 4 Bestimmungen.

Die lebermikrosomalen Gehalte an Gesamt-Cytochrom P450 liegen nach unseren
Ergebnissen beim Minischwein bei 0.94 nMol P450/mg Protein (n = 5 Tiere). Dieser Wert
unterscheidet sich somit nicht von denen der Ratte (Roos et al., 1996) und des Menschen
(Roos, unverdffentlicht). Ahnliches gilt auch fiir die basale lebermikrosomale EROD-Aktivitat
des Minischweins, die wie bei Mensch und Ratte ca. 200 pMol Resorufin * mg Protein™ * min™
betragt (Anzenbacher et al., 1998; Roos et al., 1996). Trotz vorhandener EROD-Aktivitat, lasst
sich in Lebermikrosomen von Minischweinen mit dem Western-Blot kein CYP1A1 nachweisen
(Tabelle 5 und Abbildung 3). Die gemessene EROD-Aktivitat von 194 pMol Resorufin * mg
Protein™ * min™' ist also offenbar nicht auf CYP1A1 zuriickzufiihren und beruht, wie bei anderen
Saugetier-Spezies auch, vermutlich auf dem in der Leber konstitutiv exprimierten CYP1A2. Im
Vergleich zur Leber weisen Niere und Duodenum niedrigere P450-Gehalte auf. Die basalen
mikrosomalen EROD-Aktivitdten der beiden Organe liegen an der Nachweisgrenze unserer
Methode. Mit Western-Blots 1alt sich entsprechend kein CYP1A1 in Niere und Duodenum
nachweisen (Abbildung 3A). Somit wird CYP1A1 konstitutiv weder in der Leber, noch in Niere
und Duodenum von Minischweinen in nennenswertem Ausmal} exprimiert. Im Gegensatz zum
CYP1A1 ist das P450-Enzym CYP2E1 in der Leber nicht-exponierter Minischweine

nachweisbar (Abbildung 3B). Wir haben die Expression dieses Enzyms als Positiv-Referenz
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benutzt, da es wie bei Mensch und Ratte in der Leber konstitutiv vorhanden ist und zudem
durch PAK nicht induziert wird.

Abbildung 3. Basalexpression von CYP1A1 und CYP2E1 beim Minischwein

MS- | A. Western-Blot zum Nachweis von
CYP1A1 in Mikrosomen aus Leber, Niere
# 05 |ynd Duodenum nicht-exponierter Mini-
e 06 |schweine (MS-05 bis MS-08). CYP1A1
— 07 |konnte in keinem der drei Organe
— os | nachgewiesen werden.

3MC: Standard-Mikrosomenpraparat von

10 05 20 10 20 10 001 0.02 0.04 Hg |Ratten, die mit 3-Methylcholanthren (3MC)
Leber Niere Duodenum 3MC behandelt wurden

B. Nachweis von CYP2E1 in Lebermikrosomen nicht-
exponierter Minischweine (MS-05 bis MS-08) durch
Western-Blot. Zur Detektion wurde ein monoklonaler
Antikérper benutzt, der gegen CYP2E1 der Ratte
hergestellt wurde und mit dem orthologen Enzym des
Minischweins kreuzreagiert.

Aufgetragene Antigenmenge: 5 pg mikrosomales
Protein.

INH: Standard-Mikrosomenpraparat von Ratten, die

MS-05 MS-06 MS-07 MS-08 INH mit Isonicotinsaurehydrazid (INH) behandelt wurden.

Die bis hierher geschaffenen methodischen Voraussetzungen und erzielten
Grundlagenergebnisse stellen die notwendige Basis flr die folgenden Expositionsversuche mit

Minischweinen dar.

Orale PAK-Exposition und Induktion von CYP1A1

Aufgenommene PAK-Dosen

Die fur die Expositionsversuche ausgewahlten Bdden unterscheiden sich wie schon
erwahnt deutlich in ihren PAK-Gehalten (Tabelle 4). Dies betrifft sowohl die Gesamt-PAK als
auch insbesondere die Gehalte an héherkernigen PAK mit 5 und 6 aromatischen Ringen (5-
und 6-Ring PAK). Die aus den PAK-Analysen der Bodenmaterialien berechneten taglich
aufgenommenen Schadstoffdosen decken einen weiten Bereich ab und gelten gleichermalien
fur die Expositionsversuche mit Minischweinen und Ratten (siehe unten). Sie sind in der

folgenden Tabelle 6 aufgefuhrt.
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Tabelle 6. Taglich aufgenommene Dosen an PAK bzw. 5- und 6-Ring-PAK.

Exposition gegentiber Boden Carl 1 Lothringen 1 Lothringen 2 Bruchsal

Mg PAK/kg Kdrpergewicht 1902 390 379 37

Mg 5- und 6-Ring PAK/kg

Korpergewicht 530 183 51 9

Die Dosen gelten fiir alle durchgefiihrten Versuche, unabhangig von der Tierart (Minischwein, Ratte) und
vom Verabreichungsmodus. Tagliche Bodenaufnahme: jeweils 0.5 g/kg Kérpergewicht.

Expositionsabhangige Induktion von CYP1Al in der Leber von Minischweinen

Die orale Aufnahme aller eingesetzten PAK-kontaminierten Bdden fuhrt beim
Minischwein zu einer erhéhten CYP1A1-Expression in der Leber (Abbildung 4) (Roos, 2000c;
Roos et al., 2000a). Selbst die niedrig belasteten Béden LO2 und BRU bewirken eine zwar nur
minimale aber doch signifikante Induktion der lebermikrosomalen EROD-Aktivitat, die durch
einen entsprechenden Nachweis der CYP1A1-Induktion auf Proteinebene durch Western-
Blotanalyse bestatigt werden konnte (Abbildung 4B). Die beiden héher kontaminierten Béden
Carl 1 und Lothringen 1 flihren nach oraler Aufnahme zu einer deutlichen Induktion von
CYP1A1, wobei die entsprechenden EROD-Aktivitaten 9-fach beziehungsweise 6.4-fach Uber

dem Hintergrund liegen.

In zahlreichen Expositionsversuchen mit Ratten haben wir eine gute Korrelation zwischen
der lebermikrosomalen EROD-Aktivitat und den Bodengehalten an hoherkernigen PAK mit 5
und 6 Ringen gefunden (Dott et al., 1999; Roos et al., 1996, 1997, 2000a). Abbildung 5 zeigt
eine vergleichbare Korrelation - hier allerdings direkt auf die aufgenommene Dosis bezogen -
fur die mit Minischweinen gewonnenen Daten (siehe auch Tabelle 7). Aus den wenigen
Datenpunkten ist keine Kurvenform ableitbar. Ihre Verteilung widerspricht zumindest nicht dem
bei Ratten gefundenen sigmoiden Verlauf. Bemerkenswert ist das vergleichsweise hohe
Induktionspotential des nur gering mit PAK belasteten Bodens BRU, der zu einer héheren
EROD-AKktivitat in der Leber fuhrt als der starker belastete Boden LO2. Dieses Ergebnis wird
durch die immunchemische Analyse untermauert (Abbildung 4B). Das erhdhte
Induktionspotential des Bodens BRU flr CYP1A1 koénnte auf analytisch nicht erfaldte

Substanzen wie zum Beispiel polychlorierte Biphenyle (PCB) oder Dioxin zurtickzuflhren sein.

Die Ergebnisse der enzymatischen Analysen konnten durch immunchemische CYP1A1-
Bestimmungen mit dem Western-Blot bestatigt werden (Abbildung 4B). Eine akzeptable
Korrelation zwischen den mit beiden eingesetzten Methoden erhaltenen Ergebnisse zeigt, dass

sie gleichermalden fur eine CYP1A1-Quantifizierung geeignet sind (Abbildung 4C).
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Abbildung 4. Enzymatische und immuno-
logische Quantifizierung von CYP1A1 im
Vergleich.
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und Darm verschiedener Tiere.

Abbildung 5. Abhangigkeit der lebermikro-
somalen EROD-Aktivitdt von der aufgenom-
menen Menge an 5- und 6-Ring-PAK.
Angegeben ist die taglich aufgenommene
Dosis basierend auf den Bdden Bruchsal
(BRU), Lothringen 1 (LO1), Lothringen 2
(LO2) und Carl 1 (CA1). Die Basalaktivitat der
nicht-exponierten Kontrollgruppe ist ebenfalls
aufgefuhrt (CON).

Die Datenpunkte stellen Mittelwerte von
jeweils 4 bis 6 Messungen von 4 Tieren,
entsprechend also mindestens 16 Einzel-
messungen, dar
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Expositionsabhangige CYP1Al-Induktion in extrahepatischen Geweben des
Minischweins

Nach Mobilisierung im Dinndarm gelangen oral aufgenommene PAK zunachst in die
Mucosazellen und haben hier bereits die Moglichkeit, mit Rezeptoren, Transportproteinen und
Enzymen zu interagieren. Uber den Ah-Rezeptor bewirken sie wie in der Leber die Induktion
von CYP1A1, so dass in den Darmzellen ein primarer Metabolismus von PAK initiiert wird. Die
orale Aufnahme der hier untersuchten PAK-belasteten Bdden flhrt zu deutlichen
Induktionseffekten fir CYP1A1 in Dinndarmzellen der Minischweine (Tabelle 7, Abbildungen 6
und 7). Dies gilt insbesondere auch wieder fir die niedrig belasteten Boden Lothringen 2 und
Bruchsal. Bezogen auf die Basalrate bewirken sie eine etwa 40- bzw. 7.5-fache Steigerung der
EROD-Aktivitat. Somit kann beim Minischwein duodenales CYP1A1 als sensitiverer Biomarker
fur oral aufgenommene PAK betrachtet werden als hepatisches CYP1A1, das durch die beiden

Bdden bezogen auf die Basalaktivitat nur geringflgig erhoht wird.

Tabelle 7. Mikrosomale EROD-Aktivitaten in verschiedenen Organen von Minischweinen
nach oraler Aufnahme PAK-kontaminierter Béden (CA1, LO1, LO2, BRU).

Exposition (Boden) Leber Duodenum Niere
CA1 1776 + 523 2501 + 458 90.4 + 53.3
LO1 1248 + 625 1280 + 234 18.3+£7.6
LO2 312+ 39 405 + 129 30.1+8.3
BRU 431 + 56 83+10 129+5.5
CON, nicht-exponiert 194 + 29 11+5 44+27

Aktivitat: pMol Resorufin - mg Protein” - min™. Mittel und Standardabweichungen der Aktivitaten
wurden aus Mittelwerten von jeweils 4 Bestimmungen von 4 Tieren einer Untersuchungsgruppe
berechnet. CON, Daten der nicht-exponierten Minischweine (Kontrollgruppe).
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Abbildung 6. Effekte oral aufgenommener PAK-kontaminierter Béden auf die mikrosomale EROD-
Aktivitdt in Leber, Duodenum und Niere von Minischweinen. CA1, Boden Carl 1; LO1, Boden
Lothringen 1; LO2, Boden Lothringen 2; BRU, Boden Bruchsal; KON, Kontrolle (nicht exponierte
Tiere). Die Diagramme zeigen Mittelwerte und Standardabweichungen, die sich aus Bestimmungen
mit jeweils 4 Tieren und mindestens 4 Einzelbestimmungen pro Tier, also mindestens 16
Einzelwerten, errechnen.
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Abbildung 7. Induktion von CYP1A1 durch oral aufgenommene PAK-kontaminierte Béden in Leber,
Duodenum und Niere von Minischweinen. Semiquantitive Bestimmung durch Western-Blots.

CA1, Boden Carl 1; LO1, Boden Lothringen 1; LO2, Boden Lothringen 2; BRU, Boden Bruchsal;
KON, Kontrolle (nicht exponierte Tiere). Die Diagramme zeigen Mittelwerte und
Standardabweichungen, die sich aus Bestimmungen mit jeweils 4 Tieren und mindestens 2
Einzelbestimmungen pro Tier, also mindestens 8 Einzelwerten, errechnen.

Nicht-metabolisierte PAK erreichen offenbar auch die Niere und bewirken hier ebenfalls
eine Induktion von CYP1A1. Die renalen EROD-Aktivitdten sind allerdings vergleichsweise
gering (Tabelle 7) und liegen mindestens 1 Groflenordnung unter den Werten fur Leber und

Duodenum. Selbst der wenig mit hdherkernigen PAK belastete Boden Lothringen 2, der in der
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Leber nur zu einer marginalen CYP1A1-Induktion fuhrt, zeigt einen deutlichen Effekt in der

Niere.

Die in Abbildung 8 dargestellten Dosisabhangigkeiten der CYP1A1-Induktion flr
Duodenum und Niere lassen vermuten, dass durch die Expositionen die maximalen CYP1A1-
Spiegel noch nicht erreicht werden. Durch Extrapolation lafdt sich fir das Duodenum eine
maximal induzierbare Aktivitat von 5160 + 170, fiir die Niere von 130 + 13 pMol Resorufin * mg
Protein” * min” berechnen (fiir die Berechnung der hyperbolen Funktion durch nicht-lineare

Regression wurde der Wert fiir den Boden LO1 bei der Niere nicht berticksichtigt!).

£ 3000 Duodenum £
B2 2500- Tz
>3 =8
g & 2000+ § a
<Z <E
AL 1500 At
o o
5 § 10001 g

3 i S 254

z 500 z LOlI

BRU
0 T T T T T 0 T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
Mg 5- und 6-Ring PAK HUg 5- und 6-Ring PAK

Abbildung 8. Abhangigkeit der mikrosomalen EROD-Aktivitat des Duodenums und der Niere von der
aufgenommenen Menge an 5- und 6-Ring-PAK. Angegeben ist die taglich aufgenommene Dosis pro kg
Korpergewicht. Die Daten basieren auf Expositionsversuchen mit den Béden Bruchsal (BRU), Lothringen
1 (LO1), Lothringen 2 (LO2) und Carl 1 (CA1). Die Basalaktivitat der nicht-exponierten Kontrollgruppe ist
ebenfalls aufgefihrt.

Da CYP1A1 in vielen Geweben induzierbar ist, lalst sich hierdurch die Verteilung
aufgenommener PAK im Organismus verfolgen. Wir haben daher die CYP1A1-Spiegel
zusatzlich in Mikrosomen von Lunge und Milz exemplarisch fir die Expositionsgruppe CA1 und
die nicht-exponierte Kontrollgruppe bestimmt. Im Gegensatz zu Leber, Duodenum und Niere
lassen sich in Lunge und Milz durch Western-Blots geringe konstitutive Spiegel an CYP1A1
nachweisen. Nach oraler Aufnahme PAK-kontaminierter Boden kommt es tatsachlich auch in
diesen Organen zu einer deutlichen CYP1A1-Induktion. Der durch Western-Blots bestimmte
mikrosomale CYP1A1-Gehalt der Lunge ist sogar héher als in der Niere, wahrend der Gehalt in
der Milz dem in der Niere gleicht (Abbildung 9).
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0.8 Abbildung 9. Induktion von CYP1A1 in
verschiedenen Organen des Minischweins nach
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Es ist fur Ratten und den Menschen bekannt, dass auch Leukozyten CYP1A1
exprimieren konnen (Spatzenegger et al., 2000). Auf der Transkriptebene wurde leukozytares
CYP1A1 sogar als Effektbiomarker benutzt (Vanden Heuvel et al., 1993). Wir konnten CYP1A1
auch auf Proteinebene in Leukozytenmikrosomen von Minischweinen nachweisen, die
gegeniuber dem hoch PAK-kontaminierten Boden Carl 1 exponiert waren (Abbildung 10). Die
im Western-Blot einzusetzenden hohen Proteinmengen verdeutlichen das geringe
Expressionsniveau von CYP1A1 in Leukozyten. Gegenliber Lebermikrosomen induzierter
Ratten wurden bis zu 7500-fach héhere Proteinmengen eingesetzt, die zudem sogar geringere
Bandenintensitaten hervorrufen. Die niedrige Expression auf Proteinebene spiegelt sich auch
auf der Transkriptebene wider. So verwenden Vanden Heuvel et al. (1993) vergleichsweise
hohe Zyklenzahlen (30) fir ihren Nachweis des leukozytaren CYP1A1-Transkripts durch RT-
PCR. Eine Bestimmung von Biomarkern in Leukozyten, wie hier von CYP1A1, ist flr

diagnostische Zwecke aufgrund der leichten Verflgbarkeit dieser Zellen interessant.

Abbildung 10. Nachweis von CYP1A1 in

e i Leukozyten der Minischweine MS-01 bis 04

_ T - nach oraler Aufnahme des PAK-
kontaminierten Bodens Carl 1.

71.3 759 681 315 0.01 0.02 0.04 Zum Vergleich: Lebermikrosomen der Ratte
01 02 03 04 Standard als Standard (siehe Methoden). Aufge-
Minischwein, Leukozyten Ratte, Leber tragene Proteinmengen sind in g

Boden Carl 1 3-Methylcholanthren | angegeben.
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Expression von CYP2EL in der Minischwein-Leber

CYP2E1 wird bei Saugetieren in verschiedenen Organen konstitutiv exprimiert oder ist in
diesen durch kleine Molekile wie Toluol oder Trichlorethylen induzierbar. PAK beeinflussen
unseres Wissens die basale CYP2E1-Expression in der Leber aber nicht. Wir haben CYP2E1
als Vergleichsparameter parallel zu CYP1A1 mit Western-Blots in Lebermikrosomen
quantifiziert. Innerhalb der Expositionsgruppen und der Kontrollgruppe findet man ahnlich hohe
aber auch individuell schwankende lebermikrosomale CYP2E1-Spiegel. Diesen Sachverhalt
soll Abbildung 11A am Besipiel der Expositionsgruppe CA1 und der nicht-exponierten Tiere
verdeutlichen. Der Vergleich zwischen den Untersuchungsgruppen (Abbildung 11B) bestatigt,
dass CYP2E1 durch die orale PAK-Exposition nicht induziert wird. Wahrend man ahnlich hohe
CYP2E1-Spiegel bei den Expositionsgruppen CA1 und LO1 sowie der Kontroligruppe (CON)
findet, kommt es durch den oral aufgenommenen Boden LO2 offenbar aber zu einer
signifikanten Suppression von CYP2E1. Die Ursache fir diesen Effekt ist unklar. Bekannt ist,
dass PAK bei der Ratte die Expression bestimmter konstitutiv exprimierter P450-Enzyme, wie
CYP2C11, unterdriicken kdnnen (Lee & Riddick, 2000). Diesem Effekt liegt eine Beeinflussung
des Wachstumshormon-Spiegels zugrunde, der regulierend in die CYP2C11-Expression
eingreift (Timsit & Riddick, 2000).

A B Abbildung 11. Lebermikro-
somale CYP2E1-Spiegel PAK-
Expoition: Boden Carl 1 Nicht-exponiert 169 CYP2EL, Leber exponierter und unbehandelter
S 207 S 5 % Minischweine. CYP2E1 wurde
40 % 2 12-i semiquanti-tativ. mit Western-

s n s Blots bestimmt.
s cu gl A. Individuelle Schwankungs-
o-% 101 o_% breite der CYP2E1-Expression
o 2 in der nicht-exponierten und
einer  exponierten  Gruppe

0 (CA1).
01 02 03 04 05 06 07 08 0~"CA1LO1 LO2 CON B. Vergleich zwischen den
Minischwein Exposition Expositionsgruppen.

Individuelle Abweichungen vom Induktionsmuster

Innerhalb der Untersuchungsgruppen von jeweils 4 Minischweinen gab es Individuen mit
abweichender Biomarker-Antwort auf die Exposition. So war die EROD-Aktivitat eines Tieres
(MS-03) nach Exposition gegeniber dem stark belasteten Boden Carl 1 in der Leber kaum
erhoht. Die Schadstoffaufnahme durch das Tier zeigte sich aber in der hohen EROD-Aktivitat
der Darmmikrosomen, die der der anderen Tiere der Untersuchungsgruppe entsprach. Auch

die Aktivitdt in der Niere war deutlich erhéht (Abbildung 12). Eine elektronenmikroskopische
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Analyse ergab enorme ultrastrukturelle Veranderungen der Leberzellen wie Reduktion des
endoplasmatischen Retikulums, Vakuolenbildung und Ablagerung von Fetttropfchen (Abbildung
13). Ob diese Schadigungen in ursachlichem Zusammenhang mit der PAK-Exposition stehen,

konnte nicht entschieden werden.

Trotz der niedrigen lebermikrosomalen Metabolisierungskapazitat fir PAK bei
gleichzeitiger kontinuierlicher Schadstoffaufnahme kommt es beim Tier MS-03 im Vergleich mit
den anderen Tieren der Expositionsgruppe CA1 zu keiner auffalligen Induktionsantwort oder
Kompensation in Niere oder Duodenum. In der Niere sind die CYP1A1-Gehalte eher niedriger
als bei den Vergleichstieren, im Duodenum in etwa gleich (Abbildung 12). Die pathologischen
Defekte wirken sich offenbar auf den mikrosomalen Gehalt des konstitutiv exprimierten
CYP2E1 nicht oder nur wenig aus (Abbildung 12B). Unklar bleibt aber trotzdem, ob sich der
CYP2E1-Gehalt pro Zelle verandert hat oder nicht, da nicht bekannt ist, in welchem Ausmal

das endoplasmatische Retikulum in seiner Ausdehnung reduziert wurde.

A CYP1A1l (EROD-AKktivitat) B CYP2E1
- - 20
25001 Liver 35004 Duodenum Kidney Leber
£ 150
E 3000
2 20001 15+
2% 2500 2
Z5 Tk
8o 15007 2000- 1007 g 2 4o
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S < 10001 1500 s
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° 1000+ 50 54
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CA1 03 CON CA1 03 CON CA1 03 CON CA1 03 CON
Minischweine (Expositionsgruppe)

Abbildung 12. Das P450-Profil von Minischwein MS-03 mit pathologischer Leberveranderung im
Vergleich mit entsprechenden Daten aus der Expositionsgruppe CA1, zu der auch MS-03 gehért, und
der Kontrollgruppe (CON). A. Mikrosomale EROD-Aktivitat verscheidener Organe. B. Relativer
lebermikrosomaler CYP2E1-Gehalt.
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Abbildung 13. Ultrastrukturelle Analyse der Leber durch Transmissions-Elektronenmikroskopie. Ein
gesundes Minischwein der Expositionsgruppe CA1 (MS-01) zeigt normale Hepatozyten (A), wahrend
bei Minischwein MS-03 deutliche subzellulare Schadigungen zu verzeichnen sind (B). VergroRerung:
Balken enspricht 1 uym.

Im Expositionsversuch mit dem Boden Lothringen 2 zeigte ein Tier (MS-16)
vergleichsweise hohe duodenale EROD-Aktivitaten bei gleichzeitig niedriger Aktivitat in der
Leber (Tabelle 8). Hier kdnnte man spekulieren, ob die hohe duodenale CYP1A1-Aktivitat der
Ausbreitung nicht-metabolisierter PAK im Organismus und damit der Induktion in der Leber
entgegenwirkt. Enzymatisch bereits umgesetzte PAK sind bekanntermallen keine Liganden
des Ah-Rezeptors und somit keine wirksamen CYP1A1-Induktoren. Die Gewebeproben von

Tier MS-16 wurden bisher nicht weiter untersucht.

Tabelle 8. EROD-AKktivitaten in verschiedenen Organen des
Minischweins MS-16 im Vergleich zu den anderen Tieren der
Expositionsgruppe LO2.

Organ Mikrosomale EROD-Aktivitaten

MS-16 MS-13, MS-14, MS-15
Leber 78 + 21 312+ 39
Darm 1114 + 142 405 + 129
Niere 38.3+9.6 274+78

Die Aktivitdten sind in pMol Resorufin * mg Protein’ * min”

angegeben.
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Die Ausnahmebefunde machen deutlich, welche Rolle offenbar die individuelle
Suszeptibilitat fir schadstoffbedingte Veranderungen spielt. Ubertragen auf den Menschen wird
die mdgliche Bedeutung von Polymorphismen unterstrichen, die sich hinsichtlich der
Enzymexpression oder der Enzymparameter manifestieren konnen. Fur eine individuelle
Risikoabschatzung beim Menschen sind daher sowohl die allgemeinen Schadstoffwirkungen
als auch genotypische und phanotypische Merkamle des Probanden notwendigerweise zu

bestimmende Parameter.

Induktion von CYP1AL1l in der Ratte: Ein Vergleich mit dem Minschwein

Als Tiermodell fur fremd-/schadstoffbedingte Effekte ist bisher vorwiegend die Ratte
eingesetzt worden. Fir uns stellte sich die Frage, ob es artliche Unterschiede in den
Induktionsantworten zwischen Minischwein und Ratte gibt, eine Frage, die hinsichtlich eines
geeigneten Tiermodells flir den Menschen aufRerordentlich bedeutsam ist. Aus diesem Grunde
haben wir zu den Minischwein-Experimenten analoge Expositionsversuche mit Ratten
durchgefihrt. Hierbei wurden identische Bodenproben und -dosen eingesetzt sowie ein
identisches Applikationsschema fir beide Tierspezies verwendet. Nach oraler Aufnahme der
Boden BRU, LO2 und CA1 Uber 14 Tage wurde CYP1A1 in Leber, Duodenum und Niere von

jeweils 4 Ratten pro Expositionsgruppe bestimmt.

Alle drei Boden fiihren bei den Ratten zu erhéhten CYP1A1-Spiegeln in Leber, Niere und
Duodenum. Wahrend die EROD-Aktivitdt im Duodenum aber nur eine geringe Steigerung
erfahrt, finden wir in der Leber einen enormen Anstieg, der mit dem hoch kontaminierten Boden
CA1 zu einer Aktivitat von ca. 9000 pMol Resorufin * mg Protein™ * min™ fiihrt (Abbildung 14).
Die Aktivitdten in der Niere werden durch die aufgenommenen Béden analog zur Leber
moduliert, das Niveau liegt allerdings um mindestens 1 GréRenordnung tiefer als in der Leber.
Die minimalen Aktivitatssteigerungen im Duodenum der Ratten erweisen sich gegenuber der
Kontrolle als signifikant verschieden mit P = 0.0043, P = 0.0013 und P = 0.0115 fur die Proben
CA1, LO2 bzw. BRU.

Ein Vergleich der Induktionsantworten zwischen Ratte und Minischwein zeigt, dass die
beiden Arten sehr unterschiedlich auf eine orale PAK-Exposition reagieren, indem sie
organspezifisch differenzierte Induktionsprofile aufweisen. Das wesentliche Ergebnis lautet
kurz zusammengefalt: Wahrend CYP1A1 nach oraler PAK-Applikation beim Minischwein
praferentiell im Duodenum induziert wird, finden wir im Gegensatz hierzu bei der Ratte eine
deutlich dominante Steigerung der CYP1A1-Expression in der Leber. Einen kompletten
Vergleich der induzierten Aktivitaten fir die beiden Arten zeigt die Abbildung 14. Hiernach

manifestiert sich der markanteste Unterschied zwischen den beiden Arten in den induzierbaren
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duodenalen EROD-AKktivitaten. Sie liegen bei den Ratten fir die 3 Expostionsgruppen (CA1,
LO2, BRU) zwischen 48 und 71 pMol Resorufin * mg Protein™ * min™, bei Minischweinen haben
wir aber individuelle Aktivititen bis zu 3000 pMol Resorufin * mg Protein™ * min™ bei Aufnahme
des Bodens CA1 gefunden. Lediglich mit dem wenig PAK-belasteten Boden BRU sehen wir fir
beide Arten einen ahnlich niedrigen Induktionseffekt, der bei Ratte und Minischwein zu
duodenalen EROD-Aktivitaten von 71 + 20 bzw. 83 + 10 pMol Resorufin * mg Protein™ * min™
fuhrt.
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Abbildung 14. Differentielle Induktion der mikrosomalen EROD-AKktivitat in Leber, Niere und Duodenum
von Minischweinen und Ratten durch orale Aufnahme PAK-kontaminierter Béden. CON, nicht-exponierte
Kontrollgruppe. Die einzelnen Gruppen umfassen 4 Tiere, fur die jeweils mindestens 4 Bestimmungen
durchgefuhrt wurden. Die einzelnen Balken reprasentieren somit jeweils die Ergebnisse von 16 — 20
Einzelbestimmungen. Die Skalierungen wurden so gewahlt, dass ein leichter Vergleich zwischen Ratte
und Minischwein ermdglicht wird.
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Alle bisherigen Daten deuten darauf hin, dass die maximal induzierbaren EROD-
Aktivitaten im Duodenum bei der Ratte viel niedriger liegen als beim Minischwein. So wurden
bei der Ratte selbst mit ca. 10-fach hdheren Schadstoffdosen als sie in diesem Projekt
verwendet wurden EROD-Aktivitaten von nur ca. 350 pMol Resorufin * mg Protein™ * min™
gefunden (Roos, im Druck). Beim Minischwein konnten wir wie schon erwahnt ca. 9-fach
héhere Aktivitaten feststellen. Mit Vorbehalt lassen sich durch nicht-lineare Regression
maximal erreichbare duodenale EROD-Aktivitaten von 5100 und 430 pMol Resorufin * mg

Protein™ * min™ fiir das Minischwein bzw. die Ratte extrapolieren.

Umgekehrt wie beim Duodenum, sind die induzierten EROD-Aktivitaten der Leber fir alle
applizierten Bdden bei der Ratte hoher als beim Minischwein. Ein wirklich deutlicher Effekt wird
bei den Minischweinen hier nur mit dem Boden CA1 erzielt. Der maRig PAK-belastete Boden
LO2 fihrt bei den Minischweinen nur zu einer 1.3-fachen Erhéhung der lebermikrosomalen

EROD-AKktivitat, bei den Ratten aber zu einer 31-fachen Steigerung.

Die durch PAK-Aufnahme erzielten CYP1A1-Niveaus sind beim Minischwein fir Leber
und Duodenum ahnlich hoch, wahrend bei der Ratte diesbezuglich eine beachtliche Diskrepanz
zu verzeichnen ist. Dies soll am Beispiel der Expositionsgruppe CA1 anhand der folgenden

Tabelle 9 verdeutlicht werden:

Tabelle 9. Verhéltnis der induzierten EROD-Aktivitaten in Duodenum und Leber bei
Minischwein und Ratte im Vergleich.

Quotient
Leber Duodenum
u u ERODLeber/ERODDuodeum
Minischwein 1776 £ 523 2501 £ 458 0.71
Ratte 9401 + 2313 50+ 14 188

Gezeigt sind die Daten fiir die Exposition mit dem Boden CA1.

Die Ergebnisse legen den Schluf3 nahe, dass beim Minischwein das Duodenum fur den
primaren Metabolismus der PAK eine grofere Rolle spielt als bei der Ratte, bei der die Leber
den weniger ausgepragten Barriere-Effekt des Duodenums zu kompensieren scheint. Die fur
Extrapolationen bedeutsame Frage, welches der beiden Modelle dem Menschen hinsichtlich
der unterschiedlichen CYP1A1-Induzierbarkeit in Leber und Darm naher kommt, ist offen, da
naturgemal keine entsprechenden Daten flr den Menschen vorliegen. Es bleibt uns zunachst
nur die vage Vermutung, dass das Minischwein aufgrund seiner sonstigen dem Menschen
ahnlichen biochemischen und physiologischen Eigenschaften das Induktionsverhalten beim

Menschen besser widerspiegelt als die Ratte.

25



Effekt unterschiedlicher Aufnahmemodi auf das AusmalR der CYP1A1-Induktion

Um einen Vergleich mit flheren Expositionsversuchen unserer Arbeitsgruppe
durchfiihren zu koénnen (Roos et al., 1996; Roos, 2000a), haben wir Ratten aufier mit dem an
die Minischwein-Versuche angepaldten Applikationsschema auch mit der bis dahin
angewandten Methode exponiert. Hierzu wurde die an das Korpergewicht angepalte
aufzunehmende Bodendosis in das pro Tag verabreichte Futter homogen eingearbeitet. Wie
bei den vorhergehend beschriebenen Versuchen mit Minischweinen und Ratten betrug die
tagliche Bodenaufnahme hier ebenfalls 500 mg * kg Kérpergewicht” * Tag™. Fir diese

Versuche wurden nur die Boden CA1 und LO2 eingesetzt.

A Boden Carl 1 Abbildung 15. Bestimmung von CYP1A1 in
verschiedenen Geweben der Ratte nach oraler
- e — — — Aufnahme PAK-belasteter Boden. Western-Blot
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. A: Boden Carl 1 (Tiere RT-03 und RT-04)
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- — — —
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Wie die Western-Blot-Analysen und die EROD-Bestimmungen zeigen (Abbildungen 15 -
17), wird durch kontinuierliche Schadstoffzufuhr Uber das Futter nur durch den Boden CAf1,
nicht aber durch LO2, eine CYP1A1-Induktion in der Leber hervorgerufen. Allerdings liegen
auch die mit dem hochkontaminierten Boden CA1 erzielten EROD-Aktivitaten nur ca. 2.5-fach
Uber dem Hintergrund (Abbildungen 17). Ein Vergleich mit bereits vertffentlichten Daten aus
Expositionsversuchen mit Ratten (Roos et al., 1996; Roos et al. 2000) zeigt, dass sich die hier
erzielten Ergebnisse trotz unterschiedlicher Bodendosierungen gut in die bekannten Befunde
einpassen (Abbildung 16). In den friiheren Expositionsstudien betrug der Bodenanteil im Futter
5 %, er multe in den hier durchgefiuhrten Versuchen aus Grinden der Angleichung an die
Minischwein-Versuche auf 0.42 % herabgesetzt werden. Bezieht man sich auf die
aufgenommenen Schadstoffdosen, so ergibt sich, dass sich die Schadstoff-Exposition mit dem

Boden CA1 aufgrund seiner hohen PAK-Kontamination im Bereich der fuher durchgefuhrten
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Versuche bewegt, die Exposition durch den Boden LO2 liegt im Schwellenbereich fir die
CYP1A1-Induktion.

Abbildung 16. Induktion der lebermikrosomalen
EROD-AKktivitdt bei Ratten durch orale Aufnahme
der Béden CA1 und LO2 im Vergleich mit friher
erzielten Ergebnissen. Die Schadstoffzufuhr
erfolgte durch die tagliche Futteraufnahme. Die
zusatzlichen Daten stammen aus Versuchen eines
von der EU geférderten  Projekts  zur
Risikobeurteilung PAK-belasteter Boden.

log[EROD]

Bodenanteile im Futter:
CA1, LO2: 0.42 %
Boden aus EU-Studie: 5.0 %
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T T T T
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Zwischen den beiden Applikationsmodi, Einmalgabe und Verteilung Uber das gesamte
Futter, unterscheidet sich das Ausmal der CYP1A1-Induktion trotz identischer taglicher
Schadstoffaufnahmen enorm. Bei Einmalgabe der taglichen Dosis in konzentrierter Form
werden durch die Béden CA1 und LO2 in allen Organen weitaus héhere CYP1A1-Spiegel
erzielt als bei einer Uber den Tag verteilten Schadstoffzufuhr. Letztere flhrt selbst mit dem
hoch kontaminierten Boden CA1 nur zu einer leichten aber signifikanten Erhéhung der EROD-
Aktivitat in Leber und Niere, wahrend mit dem geringer belasteten Boden LO2 kein signifikanter
Effekt mehr festzustellen ist (Abbildung 17). In Zahlen ausgedriickt sollen die
applikationsbedingten Unterschiede in der CYP1A1-Induktion noch einmal am Beispiel des
Bodens CA1 verdeutlicht werden: Wahrend mit diesem Boden eine Uber den Tag verteilte
Schadstoffaufnahme zu einer Erhéhung der lebermikrosomlalen EROD-Aktivitdt um 420 pMol
Resorufin * mg Protein™ * min™ fiihrt, bewirkt ein Bolus aber eine Erhéhung um 9270 pMol

Resorufin * mg Protein™ * min™.

Die beiden hier angewandten Applikationsschemata lassen sich grob als Modelle fir
chronische oder akute Expositionen auffassen. Die Ergebnisse machen deutlich, dass zur
Beurteilung der von aufgenommenen Schadstoffen auslésbaren Effekte die tagliche Dosis fur
sich betrachtet kein ausreichender Parameter ist. Um den Effekt einer Einmaldosis durch
Veteilung Uber den Tag zu erreichen, sind schatzungsweise zehnfach hdhere Dosen
notwendig. Als ,worst case’ hinsichtlich der Induktion von CYP1A1 ist die Einmalaufnahme
einer gréReren Menge schadstoffbelasteten Materials zu betrachten. Langzeit-Phanomene wie

die Schadstoff-Akkumulation bleiben von dieser Betrachtung ausgenommen.
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Abbildung 17. Vergleich der CYP1A1-Induktion in verschiedenen Geweben der Ratte bei
unterschiedlicher Applikation der PAK-haltigen Bdden CA1 und Lothringen 2. Die Béden wurden tber
eine Einmaldosis (B) oder Uber den Tag verteilt (V) oral verabreicht. In allen Versuchen betrug die
tagliche Bodendosis 0.5 g Boden pro kg Kérpergewicht. K, nicht-exponierte Kontrollgruppe.

SchluRfolgerungen

Die im Projekt erzielten Ergebnisse liefern wichtige Erkenntnisse in Bezug auf
schadstoffbedingte Effekte in hdheren Saugetieren, woraus sich neue relevante Parameter zur
Abschatzung des Humanrisikos hinsichtlich PAK-kontaminierter Materialien ableiten lassen. In
diesem Zusammenhang ist insbesondere die differentielle Induktion von CYP1A1 in
verschiedenen Geweben relevant. Gleichzeitig bekommt die Frage nach einem geeigneten
Tiermodell flir den Menschen durch die unterschiedlichen Induktionsprofile in verschiedenen

Organen von Minischwein und Ratte einen neuen Impuls.

® CYP1A1 wird beim Minischwein durch orale Aufnahme PAK-kontaminierter Béden in
einem fur Menschen relevanten Dosisbereich induziert

Die hier applizierten Bodendosen bewegen sich in einer Grélkenordnung wie sie auch
durch im Freien spielende Kinder aufgenommen werden (Paustenbach et al., 1992;
Stubenrauch, 1994; Calabrese et al., 1997; Stanek & Calabrese, 2000). Die selbst durch
niedrig-kontaminierte  Bdden  bewirkte  signifikante CYP1A1-Induktion erlaubt die
Schlu3folgerung, dass je nach Kontamination auch noch mit weitaus geringeren Bodendosen
als hier verwendet Induktionseffekte zu erwarten sind. So 14t sich anhand des Bodengehaltes
an 5- und 6-Ring-PAK kalkulieren, dass der durch den Boden LO2 bei einer taglichen Dosis
von 500 mg Boden/kg Korpergewicht erzielte Induktionseffekt mit dem Boden CA1 schon bei

einer Dosierung von 60 mg Boden/kg Korpergewicht erreicht wird. Wie aus den Versuchen mit
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Ratten hervorgeht, ist der Induktionseffekt offenbar unabhéngig von der aufgenommenen
Bodenmenge, sondern nur abhangig von den darin jeweils enthaltenen Schadstoffen, d.h.
identische Schadstoffdosen, die Uber verschiedene Bodenmengen aufgenommen werden,
haben die gleiche Induktionswirkung. Fazit der Untersuchungen ist, dass bei Kindern, die auf
PAK-belasteten Flachen spielen, mit erhéhten CYP1A1-Spiegeln in verschiedenen Geweben

gerechnet werden kann.

® Eine orale PAK-Exposition fuhrt zu einer erhdhten CYP1A1l-Expression in
verschiedenen Organen von Minischweinen

Die Tatsache, dass CYP1A1 nach oraler PAK-Aufnahme in einer Reihe verschiedener
Organe induziert wird, a3t den Weg der Schadstoffe im Organismus nachzeichnen. Unsere
Ergebnisse machen deutlich, dass Effekte der oral aufgenommenen Schadstoffe nicht nur im
primar resorbierenden Gewebe ausgeldst werden und auch nicht auf die Leber als dem Filter-
und Entgiftungsorgan beschrankt bleiben. Vielmehr zeigt die Induktion von CYP1A1 in Niere,
Lunge und Milz an, dass nicht-metabolisierte PAK auch diese Organe erreichen. Wie die
Erfahrungen zeigen, ist eine reproduzierbare Analyse von PAK in den betreffenden Organen
schwierig, ihre Anwesenheit 1&Bt sich in den verschiedenen Organen aber leicht indirekt durch
erhohte CYP1A1-Spiegel nachweisen. Wahrend in Zellen eindringende PAK das CYP1A1-
Signal erhdhen werden sie selbst in zunehmendem Malie metabolisiert und ausgeschieden
und sind dann aufgrund ihrer kurzen Verweilzeit im betreffenden Organ nicht mehr

nachweisbar.

Die Verteilung von PAK in verschiedene Korperkompartimente und damit
zusammenhangend die Induktion von CYP1A1 hat Bedeutung fur PAK-induzierte
pathogenetische Vorgange. Aufgrund ihrer spezifischen biochemischen Ausstattung sind die
einzelnen Organe unterschiedlich empfanglich flir zum Beispiel carcinogenetische Prozesse. In
diesem Zusammenhang wird die Balance zwischen Enzymen der Phase |, wie CYP1A1, und
Enzymen der Phase I, als wichtige Grofie diskutiert (Nebert, 1991). Diese Balance soll daflr
sorgen, dass die durch CYP1A1 primar gebildeten reaktiven Metabolite durch konjugierende
Phase II-Enzyme schnell abgefangen und unschadlich gemacht werden. Uber das Verhaltnis
von Phase |- und Phase Il-Aktivitaten in verschiedenen Organen insbesondere unter dem
modulierenden EinfluB von Schadstoffen ist nur wenig bekannt, so dass hier noch
Forschungsbedarf besteht. Erst die Kenntnis hieriiber gestattet eine Bewertung der
Induktionseffekte in verschiedenen Organen unter dem Risikoaspekt und der Projektion auf

Spatfolgen.
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® Minischweine und Ratten zeigen zwei prinzipiell verschiedene Induktionsprofile

Die beiden hier eingesetzten Tiermodelle demonstrieren, auf welch unterschiedliche
Weise ein Organismus auf oral aufgenommene Schadstoffe reagieren kann. Wahrend das
Minischwein mit einer enorm gesteigerten CYP1A1-Aktivitat im Duodenum antwortet, finden wir
bei der Ratte eine bevorzugte CYP1A1-Induktion in der Leber. Unsere Interpretation ist, dass
wir es hier mit zwei prinzipiell unterschiedlichen Abwehrstrategien der beiden Spezies fiir oral
aufgenommene Schadstoffe zu tun haben: Beim Minischwein werden resorbierte PAK bereits
im Darm mit hoher enzymatischer Kapazitat metabolisiert. Diesem Mechansimus
entkommende PAK werden durch eine ebenfalls erhdhte Aktivitat in der Leber abgefangen. Bei
der Ratte hingegen scheint sich die PAK-Metabolisierung auf die Leber zu konzentrieren. Da
fur den Menschen keine vergleichbaren Daten existieren, kann man zunachst nur spekulieren,
welchem Tiermodell er in dieser Beziehung naher kommt. Aufgrund seiner schon erwdhnten
biochemischen und physiologischen Eigenschaften tendieren wir zur Zeit dazu, das
Minischwein als geeignetes Tiermodell zu betrachten. Da diese Frage einer experimentellen
Klarung nicht zuganglich ist, werden alternative Losungswege beschritten werden mussen, die

hier nicht nadher ausgefuhrt werden sollen.

® Der Aufnahmemodus hat entscheidenden Einfluf? auf das Ausmal der CYP1A1l-
Induktionsantwort

Die Induktionswirkung oral aufgenommener PAK hangt nicht nur von der taglich
aufgenommenen Dosis ab, sondern auch davon, wie sie Uber den Tag verteilt aufgenommen
wird. Wie hier anhand von Expositionsversuchen mit Ratten gezeigt, bewirkt ein einmaliger
Bolus eine wesentlich héhere CYP1A1-Induktion als eine Verteilung der identischen Dosis Gber
die tagliche Futteraufnahme. So stellen unterschiedliche Weisen der Bodenaufnahme, wie sie
fur im Freien spielende Kinder oder in Form des Pica-Verhaltens beschrieben sind (Calabrese
et al., 1997b; Walker et al., 1997; Simon, 1998), auch unterschiedliche Expositionsszenarien
mit differierenden Effekten dar. Eine Berlcksichtigung unserer Erkenntnisse, die sicherlich
noch experimentell vertieft werden missen, in Risikobewertungen ist wiinschenswert, wie und

in welcher Form, steht zur Diskussion.

® Die individuelle Empféanglichkeit erscheint als wichtiger Einfluf3faktor fur die
Induzierbarkeit von CYP1Al

Fir eine Risikobewertung kontaminierter Materialien ist einerseits ihre mogliche toxische

Potenz zu beurteilen. Auf der anderen Seite trifft diese Potenz aber auch auf unterschiedliche
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Kompetenzen der Empfangerorganismen hiermit umzugehen. Somit sollte neben der
allgemeinen Beurteilung der Schadstoffe eine individuelle Komponente der/des Betroffenen in
die Bewertung einflieBen, seine Suszeptibilitdt, die durch genotypische Merkmale,
Polymorphismen, definiert wird (z.B. Nebert, 1991; Schoket et al., 2001). Der Aspekt individuell
unterschiedlicher Antworten auf eine PAK-Exposition wurde im Projekt am Beispiel zweier
abweichend reagierender Minischweine deutlich. In dem einen Fall wurde nach oraler
Bodengabe (LO2) eine 2,5-fach hdhere CYP1A1-Induktion im Duodenum festgestellt als bei
anderen Tieren dieser Expostionsgruppe. Dafiir, so kdnnte man folgern, kam es bei diesem
Tier zu keiner CYP1A1-Induktion in der Leber. Im anderen Fall wurde deutlich, dass eine
pathologisch bedingt ausbleibende CYP1A1-Induktion in der Leber offenbar nicht durch eine

erhohte CYP1A1-Expression in anderen Organen kompensiert wird.

Hinsichtlich einer  Humandiagnostik bieten Leukozyten ein geeignetes
Untersuchungsmaterial, an dem sich sowohl genotypische als auch phanotypische Merkmale
untersuchen lassen. So konnten wir hier zeigen, dass sich in Leukozyten von Minischweinen
CYP1A1 auf Proteinebene nach oraler PAK-Exposition nachweisen laf3t. Da dieser Nachweis
aber nur bei hohen eingesetzten Proteinmengen im Western-Blot gelingt, ist eine Analyse auf
Transkriptebene sinnvoller und eleganter. Basierend auf dieser sensitiven Technik ware der
Nachweis weiterer relevanter Effektbiomarker fir PAK-Expositionen wie CYP1B1 und diverse

Phase lI-Enzyme machbar und wiinschenswert.

Ausblick

Die im Projekt erzielten Ergebnisse liefern wichtige Erkenntnisse in Bezug auf
schadstoffbedingtte Effekte in hoheren Saugetieren, woraus sich neue relevante Parameter fir
Abschatzungen des Humanrisikos ableiten lassen. Als Konsequenz der Untersuchungen wird
die Notwendigkeit fur die Schaffung von Testsystemen, die eine reale Abschatzung des Risikos
oral aufgenommener Schadstoffe fir den Menschen erlauben, erneut unterstrichen. Diese
Testsysteme mussen die Verhaltnisse im als geeignet festegelegten Tiermodell reflektieren.
Hierzu soll die Parametermatrix fir Schadstoffwirkungen um weitere Phase I- aber auch Phase
[I-Enzyme erweitert werden. Insbesondere soll das erst vor einigen Jahren entdeckte CYP1B1
einbezogen werden, da es an der Aktivierung zahlreicher Procarcinogene beteiligt ist (Shimada
et al.,, 1996), im Zusammenhang mit dem Tumorgeschehen steht (Murray et al., 1997,
Trombino et al., 2000) und im Vergleich zu CYP1A1 gewebespezifisch unterschiedlich
exprimiert wird (Hakkola et al., 1997; Muskhelishvili et al., 2001). Durch die analytische
Erfassung komplexer Biomarker-Matrices wird eine differenziertere Risikobewertung sowohl

hinsichtlich der aufgenommenen Schadstoffe/ Schadstoffgemische als auch hinsichtlich
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organspezifischer Effekte ermdoglicht. Als zukunftsweisende Pespektive sehen wir die

Entwicklung von Protein-Chips zur Erfassung von Effektbiomarker-Profilen.
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