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1. Kurzbeschreibung der Forschungsergebnisse
Einleitung und Fragestellung

Fremdstoffmetabolisierende Cytochrome P450 werden im Saugetierorganismus durch
Schadstoffe in ihrer Expression moduliert und lassen sich somit als Effektbiomarker
diagnostisch nutzen. Die durch eine Schadstoffaufnahme ausgelosten biochemischen
Vorgange sowie zwischengeschaltete Resorptions- und Transport-Prozesse, die bis zur
Induktion im Zielgewebe flhren, lassen sich in ihrer Komplexitat zur Zeit in vitro nicht
simulieren. Somit stellen die zundchst an geeigneten Tiermodellen gewonnenen
Erkenntnisse die Grundlage fir entsprechende zu entwickelnde Testverfahren dar. Im
vorgestellten Projekt haben wir das Minischwein als Modellorganismus fir die orale
Aufnahme kontaminierter Boden benutzt. Fokussiert haben wir unsere Untersuchungen auf
polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK), die als Bodenkontaminanten primar
auf Industrieflachen vorkommen. Sie finden sich aber auch in Anschittungen oder
Bodenauffillungen anderweitig genutzter Flachen. So wurde im Projekt neben drei

Industrieb6den auch der belastete Boden einer Kleingartenanlage berucksichtigt.

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 ausgewahilt,
dass sie einem realistischen Bereich der Aufnahme durch den Menschen nahekommen.
Speziell haben wir das durch PAK induzierbare Enzym CYP1Al als Effektbiomarker in
verschiedenen Organen des Minischweins enzymatisch und immunchemisch bestimmit.
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.

Ergebnisse
Die im Projekt erzielten Ergebnisse erstrecken sich auf vier Bereiche:

(1) Methodik der Cytochrom P450-Bestimmung in Geweben des Minischweins als Grundlage

fur die eigentlichen Untersuchungen.
(2) Analyse der basalen Expression von Cytochromen P450 in Geweben des Minischweins.

(3) Quantifizierung des Effekt-Biomarkers CYP1Al in verschiedenen Geweben des

Minischweins nach oraler Verabreichung PAK-kontaminierter Boden.

(4) Vergleich der Biomarker-Induktion zwischen Minischwein und Ratte nach oraler PAK-

Applikation.



zu (1). Mit modifizierten Aufarbeitungsmethoden konnten aus verschiedenen Geweben von
Minischweinen Mikrosomen mit spektroskopisch und enzymatisch intaktem Cytochrom P450
gewonnen werden. Insbesondere erwies sich fur die Mikrosomen-Isolierung aus Duodenum
und Niere der Einsatz von Protease-Inhibitorgemischen als notwendig. Fur die
immunchemische Quantifizierung von CYP1Al1 und CYP2E1l des Minischweins konnten
jeweils kreuzreagierende Antikorper, die gegen die orthologen Enzyme der Ratte gewonnen

wurden, identifiziert werden.

zu (2). Enzymatische und immunchemische Analysen zeigen, dass CYP1Al konstitutiv in
Leber, Niere und Duodenum von Minischweinen nicht oder in nicht nennenswertem Umfang

exprimiert wird.

zu (3). Nach oraler Aufnahme PAK-kontaminierter Bo6den kommt es zu einer
dosisabhangigen CYP1Al-Induktion in Duodenum, Leber und Niere der Minischweine.
Niedrigbelastete Bdden, die nur geringe Effekte in der Leber hervorrufen, kbnnen eine
deutliche CYP1Al-Induktion im Duodenum bewirken. Auch in Leukozyten von
Minischweinen konnte eine Induktion von CYP1A1l auf Proteinebene nach Aufnahme PAK-
kontaminierter Bdden nachgewiesen werden. Exemplarisch wurde an einer
Expositionsgruppe von Minischweinen gezeigt, dass eine orale PAK-Aufhahme zu deutlichen

Induktionseffekten selbst in Lunge und Milz fihren kann.

zu (4). Hinsichtlich der Induktion von CYP1A1 in verschiedenen Organen zeigen Ratten und
Minischweine unterschiedliche Antwortprofile. Wé&hrend oral aufgenommene PAK beim
Minischwein zu einer deutlichen CYP1Al-Induktion im Dinndarm fiihren, wird die
Expression von CYP1A1 im Darm von Ratten nur geringfligig erhoht. Umgekehrt kommt es
aber in der Leber von Ratten zu einer starkeren Induktionsantwort als in der Leber von

Minischweinen.

Im Rattenmodell konnten wir zudem zeigen, dass sich die Art und Weise der taglichen
oralen PAK-Aufnahme deutlich auf das Ausmaf der CYP1A1l-Induktion auswirkt. So bewirkt
eine Uber den Tag verteilte Schadstoffaufnahme eine wesentlich geringere CYP1Al-

Induktion als eine Gabe der identischen Dosis als einmaliger Bolus.
Als wesentliche Ergebnisse der Studie sind zusammengefal3t zu nennen:

(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 CYP1A1l-Induktion

zwischen Minischwein und Ratte.



SchlufZfolgerungen

Das Cytochrom P450-Enzym CYP1Al hat sich beim Minischwein als geeigneter
Biomarker fur die Exposition gegeniber PAK erwiesen. In diesem Zusammenhang muf}
erwahnt werden, dass CYP1Al aufgenommene PAK in reaktive Metabolite umsetzt, ein
Teilschritt der chemisch induzierten Carcinogenese. Da die von uns eingesetzten
Bodendosierungen im Bereich moglicher Aufnahmemengen fur im Freien spielende Kinder
liegen und zudem deutliche Induktionseffekte in verschiedenen Organen hervorrufen, haben
die Untersuchungsergebnisse Bedeutung fir Abschatzungen des Humanrisikos und sollten
deshalb AnstoR3 zur Entwicklung entsprechender in vitro-Testmethoden sein. Die Bedeutung
der CYP1lAl-Expression flr adverse Effekte ist im Hinblick auf die Induktion in
verschiedenen Organen nicht immer klar. Hier ist eine Analyse des Zusammenspiels von
CYP1A1l bei der Schadstoffprozessierung mit weiteren Phase |- und Phase IlI-Enzymen
notwendig, die als zusatzliche Biomarker im Zuge einer Risikobewertung einzubeziehen
sind. Die Unterschiede in den Induktionsantworten zwischen Minischwein und Ratte
verdeutlichen die Problematik der ldentifizierung eines geeigneten Tiermodells flr den
Menschen im Hinblick auf Schadstoffexpositionen. Hier ist noch Grundlagenarbeit nétig, die
die Basis fur eine zwischenartliche Vergleichsmdglichkeit sowie fur die Methodenentwicklung

liefern muf3.

2. Fortschritte in Wissenschaft und/oder Technik

Durch die Sudien konnte zum erstenmal gezeigt werden, dass oral aufgenommene
PAK-kontaminierte Boden in Dosen, die in einem realistischen Bereich der Aufnahme durch
Menschen liegen, das fremdstoffmetabolisierende P450-Enzym CYP1A1l in verschiedenen
Organen von Versuchstieren induziert wird. Durch die Induktion des Biomarkers nicht nur im
Eintrittsgewebe dem Duodenum sondern auch in Leber, Niere, Lunge und Milz wird der Weg

der Schadstoffe im Organismus verfolgbar gemacht.

Die Studien machen deutlich, dass verschiedene Spezies — hier Minischweine und
Ratten — organspezifisch unterschiedliche Antwortprofile hinsichtlich der Induktion von P450-
Enzymen zeigen und somit unterschiedliche Strategien der Schadstoffabwehr verfolgen.
Dies ist ein neuer Aspekt, der fir die Auswahl eines geeigneten Tiermodells flr den

Menschen sehr bedeutsam ist.



3. Empfehlungen aus den Forschungsergebnissen fir die Praxis

Die im Projekt erzielten Ergebnisse unterstreichen die Erfordernis, aussagekraftige und
kostengiinstige in vitro-Testsysteme hinsichtlich einer realistischen Risikoabschatzung fir
den Menschen zu entwickeln. Diese Tests missen die biochemischen Antworten des fiur die
Fragestellung als geeignet eingestuften Tiermodells reflektieren. Eine direkte Umsetzung in
die Praxis ist zur Zeit aber noch nicht moglich. Sukzessive mul3 zundchst eine Matrix
relevanter Biomarker und Prozesse festgelegt werden, die dann in einer in vitro- oder einer

mathematischen Simulation Bertcksichtigung finden.

4. Anhang:
Veroffentlichung der aus dem Projekt hervorgegangenen Ergebnisse
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