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kriterien hinsichtlich einer Risikoabschitzung.

Zusammenfassung. Ziel dieser Arbeit ist es, mogliche toxische
Wirkungen PAK-belasteter Béden vor und nach biologischer [§
Sanierung zu erfassen. Hierbei liegt der Schwerpunkt auf der H
Abschitzung des Risikos fiir Sdugetiere nach oraler Aufnahme |;
von Bodenpartikeln. Als Biomarker-Effeke fir die PAK-Aufnah- |3
me haben wir in Ratten die Induktion des lebermikrosomalen }
P450-Enzyms CYP1A1 bestimmt, dessen Expression durch PAK |3
moduliert wird. Die Ergebnisse des Biomarker-Tests wurden mit
denen des gleichzeitig cingesetzten Biolumineszenz-Hemmtests H
{Vibrio fischeri) verglichen, wobei als Testmaterialien jeweils die J
Original- und die entsprechenden sanierten Bodenproben einge- §
setzt wurden. Nach biologischer Sanierung PAK-belasteter Boden [
finden wir je nach Bodenbeschaffenheit und Schadstoffzusammen- [
setzung quantitativ und qualitativ unterschiedliche PAK-Rest-
gehalte in den entsprechenden Bodenproben. Bevorzugt verblei- [3
ben die aufgrund ihrer Hydrophobizitit schlechter mobilisierbaren I8
. héherkernigen PAK in den Materialien. Zusitzlich kann ein §
hoher organischer Kohlenstoffgehalt der Boden den Schadstoffaus- |
trag in die Wasserphase vermindern und somit hohe Schadstoffrest- 3
gehalte nach Sanierung bedingen. Im verwendeten Biolumineszenz-
Hemmtest weisen Eluate aller hier untersuchten Bodenproben eine
durch Sanierung stark verminderte oder nicht mehr nachweisbare §
Hemmwirkung auf. Im Gegensatz hierzu hat aber eine biologische
Behandlung der Boden kaum einen Effekt auf das Induktions- §
vermogen fiir lebermikrosomales CYP1A1 nach oraler Aufnahme [
durch Ratten. Es zeigt sich, daff die Héhe des Induktionssignals gut §
mit den Gehalten der Béden an PAK mit 5 und 6 Ringen korreliert, §
nngeachret der Tatsache, ob es sich um Original- oder sanierte B6- ]
den handelt. Der im Biolumineszenz-Test beobachtete Sanierungs- |
erfolg spiegelt sich also im Sdugetier-Biomarkertest nicht wider. §
Hieraus ergeben sich neue, fiir den Menschen relevante Bewertungs- |3

Abstract

Ecotoxicological and Human Toxicological Risk Assessment of
PAH-contaminated Soils Before and After Biological Treatment §

The goal of the present work is to assess the adverse effects of
soil bound polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) which re- §
main in soils after biological remediation. We focus on risk as- [§
sessment for mammalian species with respect to the oral uptake §
of contaminated soil particles and compare the results of a f
biomarker test with those of an ecotoxicological assay, the bi- |
oluminescence inhibition test with Vibrio fischeri. As a biomarker [
effect in mammals, we determined the liver microsomal cyto- §
chrome P450 enzyme CYP1A1 which is induced by PAH in §
exposed rats. After biological soil treatment, different amounts J
of PAH remain in the soil depending on the soil properties and §
initial pollutant composition. Particularly, higher condensated §
PAH resists biological treatment due to its hydrophobicity. In §
addition, high amounts of organic carbon in the soils affect §
remediation efficiency. In the bioluminescence inhibition test, §
eluates of all biologically treated soils studied do not reveal §
any or only low inhibitory effects. In contrast, the oral uptake
of biologically treated contaminated soils leads to induction §
levels for CYP1A1 similar to those in the untreated samples. A - §
good correlation is obtained between CYP1A1 levels and the |
amount of 5 and 6-ring PAH in the soil samples. The main
result is that the remediation efficiency determined by the lu- §
minescence test is not reflected by the biomarker test, a find- B
ing which indicates the high bioavailability of residual PAH in
soils. Consequently, new criteria for human risk assessment B
can be delineated.
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1 Einleitung

Zur Bestimmung der Exposition und zur Bewertung des Ri-
sikos schadstoffkontaminierter Boden stehen chemisch-ana-
lytische sowie verschiedene 6kotoxikologische Methoden zur
Verfiigung, mit denen entweder die Schadstoffgehalte oder
Effekte der Schadstoffe auf physiologische und biochemi-
sche Parameter lebender Organismen wie Bakterien, Pflan-
zen oder Arthropoden bestimmt werden koénnen (SERAT et
al., 19635; LusseN & RAHMANN, 1980; SHEPPARD & EVENDEN,
1994). Risiken fiir den Menschen werden durch Expositions-
abschitzungen fiir unterschiedliche Nutzungsszenarien ab-
geleitet. Die schidigenden Wirkungen werden prognostiziert
und basieren auf den im Kontaktmedium Boden chemisch
nachgewiesenen Schadstoffkonzentrationen und auf Ergeb-
nissen epidemiologischer Studien oder toxikologischer Un-
tersuchungen an Reinsubstanzen. Direkte Methoden zur
Bestimmung der Exposition und zur Abschitzung der Risi-
ken sind in der Regel sehr aufwendig, kostenintensiv und
stehen noch nicht in geeigneter Form fiir Routineuntersu-
chungen zur Verfiigung. Entsprechende Testsysteme miissen
die im Sdugetierorganismus ablaufenden Prozesse der Schad-
stoff-Mobilisierung und -Resorption sowie synergistische
Schadstoffwirkungen integrieren kénnen. Solche Summen-
effekte lassen sich zunichst nur im Tiermodell mit Hilfe ge-
eigneter Biomarker bestimmen. Fiir die Diagnostik beim
Menschen miissen dann entsprechende Testsysteme adap-
tiert werden. Eine wiinschenswerte in vitro-Simulation der
Vorginge kann aufgrund mangelnder Kenntniss der betei-
ligten Mechanismen derzeit noch nicht realisiert werden. Ein
erster Schritt in diese Richtung ist die Entwicklung eines
Magen-Darm-Modells, das eine Abschitzung zumindest der
Mobilisierbarkeit oral aufgenommener partikelgebundener
Schadstoffe im Gastrointestinaltrakt erlaubt (Hack & SELEN-
KA, 1996), alle nachfolgenden Schritte aber naturgemif nicht
beriicksichtigen kann. Ebenfalls existiert ein iz vitro-Test zur
Bestimmung des Toxizitdtspotentials von Schadstoff-Eluaten,
der auf der Induktion des Cytochroms P450-Enzyms CYP1A1
in Leberzellkulturen beruht und somit rezeptorvermittelte
synergistische Schadstoffeffekte integriert (HOFMAIER et al.,
1999). Zur Abschitzung des realen Risikos bodengebun-
dener Schadstoffe fiir den Menschen kann auch dieser Test
nicht herangezogen werden, da er die Effekte von Prozes-
sen wie der Mobilisierung, der Resorption, der Primir-
metabolisierung und des Transports von Schadstoffen nicht
einbeziehen kann.

Schadstoffe gelangen iiber den Gastrointestinaltrakt, die
Atemwege oder iiber die Haut in den Sdugetierorganismus,
wobei die Aufnahmeraten pfad- und nutzerabhingig sind
(STUBENRAUCH et al., 1994). Nach oraler Aufnahme konnen
bodengebundene PAK im Gastrointestinaltrakt von Sduge-
tieren mobilisiert und resorbiert werden. Thre Verteilung tiber
das Blut in die verschiedenen Gewebe und Organe des Kor-
pers hat kurz- und langfristige biochemische Effekte zur
Folge. Schnelle, adaptive Wirkungen lassen sich diagnostisch
fiir Expositionsstudien nutzen. Als frithen Effekt fiir eine
orale PAK-Aufnahme haben wir im Rattenmodell die In-
duktion des lebermikrosomalen Cytochrom P450-Isoenzyms
CYP1A1 verwendet. Die Untersuchungen haben gezeigt,
dafl das Ausmafl der CYP1A1l-Induktion gut mit den Ge-
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halten der Béden an 5- und 6-Ring PAK korreliert (Roos et
al., 1994a; 1996). Die Eignung von CYP1A1 als Expositi-
ons- oder Effekt-Biomarker wurde auch schon in anderem
Zusammenhang gezeigt (VANDEN HeuveL et al., 1993;
Rumsey et al., 1996).

Cytochrome P450 sind in Sdugetieren mit einer Vielzahl von
Isoenzymen vertreten; so sind fiir die Ratte bisher mehr als
40 Isoenzyme bekannt (NELSON et al., 1996). Cytochrome
P450 spielen eine wesentliche Rolle im Phase I-Metabolismus
von Fremdstoffen. Das von uns als Effekt-Biomarker genutzte
Isoenzym CYP1A1 wird unter "Normalbedingungen® in der
Leber in nur geringem Mafle exprimiert. Es wird aber durch
die Aufnahme bestimmter Schadstoffe wie PAK induziert
und ist dann auch fiir die PAK-Metabolisierung verantwort-
lich (THOMaAS et al., 1983; GUENGERICH, 1992). In den pri-
miren CYP1A1-katalysierten Reaktionen werden PAK in
reaktive Metaboliten tiberftihrt, die letztendlich die Auslé-
ser fur eine chemisch induzierte Carcinogenese sind.
CYP1A1 stellt also nicht nur aufgrund seines Expressions-
Verhaltens, sondern auch wegen seiner Verkniipfung mit
dem Prozef einer chemisch induzierten Carcinogenese ei-
nen geeigneten Effekt-Biomarker fiir eine Risikobewertung
dar (IoaANNIDES & PARKE, 1993).

In dieser Studie haben wir verschiedene PAK-kontaminierte
Boden vor und nach einer biologischen Sanierung hinsichtlich
ihrer Toxizitdt fir Mikroorganismen und ihres Induktions-
potentials fiir lebermikrosomales CYP1A1 als Parameter zur
Abschitzung der Humantoxizitit vergleichend untersucht. Eine
biologische Sanierung PAK-belasteter Béden kann zu einer dra-
stischen Abnahme des Schadstoff-Gehalts fithren, die zudem
mit einer Verminderung der Toxizitit fiir Mikroorganismen
einhergeht (WEISSENFELS, 1994; 1998). Es stellt sich die Frage,
ob diese Effekte auch mit dem Risiko-Potential fiir Sdugetiere
korrelieren. Dies ist nicht unbedingt zu erwarten, da sich die
Mechanismen der Schadstoff-Aufnahme und -Verarbeitung
bei niederen und hoheren Organismen sehr unterscheiden.
Hier ist zum einen zu denken an die fiir Mikroorganismen
relevante Mobilisierung partikelgebundener Schadstoffe im
Bodenmilieu im Vergleich zu der im Gastrointestinaltrakt von
Sdugetieren. Zum anderen ist die unterschiedliche Ausstat-
tung verschiedener Organismen mit fremdstoffmetabolisieren-
den Enzymen zu beriicksichtigen.

2 Material und Methoden
2.1 Aufbereitung, Analyse und Herkunft der Bodenprobe

Luftgetrocknete Bodenproben wurden durch abwechselndes
Mabhlen und Sieben komplett auf eine Korngrofle von < 200
nm gebracht. Zur Bestimmung ihres PAK-Gehalts wurden die
Boden mit Toluol extrahiert und die PAK mittels HPLC
chromatographisch getrennt {CROsSMANN et al., 1992). Die
folgenden Komponenten wurden identifiziert und quantifi-
ziert (16-EPA-PAK): Naphthalin, Acenaphthylen, Acenaph-
ten, Fluoren, Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen, Pyren,
Benzo[a]anthracen, Chrysen, Benzo[b]fluoranthen, Benzo-
[k]fluoranthen, Benzo[a]pyren, Dibenzo[ah]anthracen, Ben-
zo[ghi]perylen und Indeno[1.2.3-cd]pyren. Der organische
Kohlenstoffgehalt wurde nach Zersetzung des anorganischen
Karbonats mit Schwefelsiure als CO, durch nicht-dispersive
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Infrarot-Spektroskopie (Modell Binos 100, Rosemont, Bo-
chum, BRD} bestimmt. Alle untersuchten Bodenproben
stammen aus dem Ruhrgebiet und zwar die Béden FW, LO,
SL sowie VI von ehemaligen Kokereigelanden und der Bo-
den BH vom Gelinde eines Holzimprignierwerks.

2.2 Toxizitatsbestimmung waBriger Bodenextrakte

Die Herstellung der wifirigen Bodenextrakte folgte den Be-
stimmungen der Deutschen Industrienorm DIN 38414, Teil
4 (1984). Bodenpartikel wurden durch zweimaliges Zentri-
fugieren (25.000*g fiir 30 min) entfernt und die Toxizitdt
der Eluate fuir Bakterien durch Hemmung der Biolumineszenz
von Vibrio fischeri nach DIN-Vorschrift 38412, Teil 34
(1991) mit einem Biocounter (Modell M2500, Lumac, Land-
graf, NL) bestimmt.

2.3 Bakterieller Abbau bodengebundener PAK
2.31 Suspensionsbioreaktor

Die Boden BH, FW, LO und SL wurden im Suspensions-
bioreaktor behandelt (WEISSENFELS, 1990).

2.3.2 Respirometer

Der PAK-Abbau von Boden VI wurde in einem Respirometer
(Sapromat D12, Voith, Heidenheim, BRD) durchgefiihrt und
die biologische Aktivitit mit Hilfe eines Computer-Kalku-
lationsprogramms (DDES 12-48, Voith, Heidenheim, BRD)
quantifiziert. Je 225 ml einer Bodenpartikel-Suspension in
Mineralsalz-Medium (WEISSENFELS et al., 1992) wurden mit
25 ml einer 2 Wochen alten Bakterienmischkultur inokuliert,
die durch Kultivierung in Medium mit Anthracendl als ein-
ziger Kohlenstoffquelle selektiert wurde (WALTER et al.,
1990). Die Suspension wurde solange bei 20°C gerithrt, bis
der mikrobielle Sauerstoffverbrauch zum Erliegen kam.
Kontrollproben wurden mit 0,1 mg HgCl,/ml vergiftet. Die
PAK-Gehalte wurden vor und nach mikrobiellem Abbau mit
Hilfe der HPLC qualitativ und quantitativ analysiert.

2.3.3 Mietenverfahren

(Terraferm-Biosystem Erde, ANonymus, 1993). 50 kg ho-
mogenisierter Boden werden mit einer Nihrstofflosung ver-
setzt und in PE-Wannen mit einem Volumen von 20 Liter
iiberfithrt. Nach 4 Monaten wurden die Béden zur Auflok-
kerung mit 10 Volumenprozent Frischkompost vermengt
(WEISSENFELS, 1998).

Die in Suspension oder mittels Mietenverfahren behandel-
ten Boden sind durch die Zusdtze "s" beziehungsweise "m"
gekennzeichnet.

2.4 Einarbeitung von Bodenproben in Rattenfutter

Die gemahlenen Bodenproben wurden nach folgendem
Mischungsschema zu 5% in kommerzielles, gemahlenes
Rattenfurter {Altromin) eingearbeitet {Angaben fur 1 kg
Mischung):
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1. 50 g Boden + 30 g Futter ergibt 80 g Mischung A
2. 5x {16 g Mischung A + 64 g Futter} ergibt 400 g Mischung B
3. 5x (80 g Mischung B + 120 g Futter) ergibt 1 kg Mischung

Die endgiiltige Mischung wurde mit 5% Pflanzendl versetzt,
mit Wasser zu einem dickfliissigen Brei geknetet, geformt
und dann 3 bis 4 Tage bei Raumtemperatur getrocknet.

2.5 Versuchstiere und Behandlung derTiere

Pro Versuch wurden zwei minnliche Sprague Dawley-Rat-
ten (200-250 g, Charles Rivers, Extertal, BRD) 1 Woche
lang mit einer kommerziellen Diit gefiittert, in die PAK-kon-
taminiertes Bodenmaterial und Pflanzenél zu je 5% (w/w)
eingearbeitet waren. Die Behandlung der Ratten mit dem
spezifischen CYP1A1-Induktor 3-Methylcholanthren erfolgte
nach Guengerich & Martin (1980).

2.6 Praparation von Lebermikrosomen

Lebermikrosomen von Ratten wurden wie beschrieben iso-
liert (GUENGERICH, 1977) und bei -70°C aufbewahrt.

2.7 Bestimmung der Ethoxyresorufin-O-deethylase-
Aktivitat

Die Deethylierung von Ethoxyresorufin durch die Mikros-
omenfraktionen wurde fluoreszenzphotometrisch durch kon-
tinuierliche Aufzeichnung der Resorufin-Bildung bestimmt.
Der Reaktionsansatz enthielt: 100 mM Tris-HCI, pH 7,8, 2,7
mM Isozitronensiure, 0,3 U/ml Isozitrat-Dehydrogenase, 2
mM MgSO,, 50 pg/ml Rinderserumalbumin, 76 U/ml Kata-
lase, 170 pM NADP und 2,5 pM Ethoxyresorufin. Die Reak-
tion wurde mit der Mikrosomenpréparation entsprechend
einer Endkonzentration von 1 bis 100 nM P450 gestartet.
Anregungs- und Emissionswellenldnge betrugen 530 nm bzw.
585 nm (Burke et al., 1983).

2.8 Quantitative Bestimmung von Protein und
Cytochrom P450

Cytochrom P450 wurde nach der Methode von Omura &
Sato (1964) als Kohlenmonoxid-Komplex nach Reduktion
mit Natriumdithionit quantifiziert (Extinktionskoeffizient bei
450 nm: 91 mM-cmt). Die Proteinquantifizierung erfolgte
nach der Methode von Lowry et al. (1951) mit Rinderserum-
albumin als Standard.

3 Ergebnisse und Diskussion

Wir haben § kontaminierte Boden (BH, FW, L.O, SL und VI)
hinsichtlich ihres PAK-Gehalts, ihres Gehalts an organischem
Kobhlenstoff, ihrer Toxizitit fiir Mikroorganismen und ihrer
Induktionswirkung auf CYP1A1 nach oraler Aufnahme bei
Ratten untersucht. In gleicher Weise sind die entsprechenden
Boden nach einer biologischen Sanierung untersucht worden.

Die Daten der Tabelle 1 verdeutlichen die unterschiedlichen
PAK-Kontaminationen der verwendeten Bodenproben. Die
Gesamtbelastungen der Béden an EPA-PAK liegen zwischen
156 und 2388 mg/kg Boden, wobei die Verhiltnisse zwi-
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Tabelle 1: PAK-Gehailte der unersuchten Bodenproben (mg PAK/kg Boden)

Parameter Anzahl Bodenproben
Ringe | BH BHs |BHm | FW | FWs |FWm | LO | LOm SL SLm vi Vis
TOC (Originalbdden) 1.0 13.6 1.7 10.0 0.8
Naphthalin 2 8 1.1 2.6 9 4.2 7.3 5.8 <0.5 | 237 | 227 192 9.6
Acenaphthylen 3 11 1.3 <0.5 3 0.7 <0.5 1.5 <0.5 157 22.2 48.7 <0.5
Acenaphten 3 33 4.2 2.8 18 215 | 124 242 3.3 218 23.0 477 10.9
Fluoren 3 22 0.9 4.5 8 3.7 6.4 163 0.7 362 46.0 345 1.7
Phenanthren 3 43 3.0 5.1 50 28,5 | 564.2 | 296 3.6 582 145 611 4.3
Anthracen 3 31 71 12.6 17 12.4 | 19.2 445 1.5 113 33.6 79.5 1.2
Summe: 3-Ring PAK 140 16.5 | 25.0 96 66.8 | 92.2 747 9.1 1432 | 269.8 | 1561 18.1
Fluoranthen 4 691 419 | 41.8 114 | 77.9 1118.0] 331 27.0 339 147 231 31.1
Pyren 4 313 | 26.8 | 401 88 644 | 910 | 704 | 303 180 89.9 112 | 22.0
Benzolajanthracen 4 135 23.7 | 185 95 66.3 | 73.7 46.1 21.9 188 97.2 82.4 15.6
Chrysen 4 73 23.0 | 25.3 56 45.2 | 59.5 32.0 | 193 242 67.6 49.0 9.3
Summe: 4-Ring PAK 1212 | 115.4 | 125.7 | 353 | 253.8 | 342.2 | 479.5 | 98.5 949 401.7 | 474.4 | 78.0
Benzo{blfluoranthen 5 49 29.6 | 43.2 70 56.8 { 57.8 | 244 } 28.1 109 111 46.8 | 15.2
Benzo[k]fluoranthen 5 19 15.1 | 12.7 20 294 | 26.8 | 11.2 | 126 | 546 | 41.3 | 213 6.6
Benzo[a]pyren 5 30 20.9 | 18.8 69 60.6 | 53.9 242 | 24.0 107 80.2 39.4 12.9
Dibenzo[ah]anthracen 5 2 2.5 1.4 12 12.9 6.8 3.5 2.9 16.5 12.7 6.8 2.1
Summe: 5-Ring PAK 100 68.1 | 67.1 171 [ 159.7 | 145.3 | 63.3 | 67.6 | 287.1 | 245.2 | 114.3 | 36.8
Benzo[ghilperylen 6 7 37 | 74 | 39 | 294|330 163 | 164 | 51.0 | 406 | 225 | 6.5
Indenol1,2,3cdlpyren 6 10 5.1 6.8 40 3221268 | 16.8 | 13.2 | 60.7 | 433 | 243 74
Summe: 6-Ring PAK 17 8.8 14.2 79 61.6 | 59.8 33.1 29.6 | 111.7 | 83.9 46.8 13.9
Summen
Gesamt-PAK | 2-6 |1477.0]209.9|234.6|708.0546.1|646.8 | 1328.7 | 204.8 | 2803.5 | 1023.3 | 2388.6 | 156.4
5- und 6-Ring PAK| 5-6 117.0 | 76.9 | 81.3 |250.5|221.3]2056.1| 96.4 | 97.2 | 398.8 | 329.1 | 161.1 | 50.7
Verhitnisse
Anteil 5-, 6-Ring PAK | ____ 7.9 36.6 | 34.7 ; 35.3 | 40.5 | 31.7 7.3 475 | 142 | 322 6.7 32.4
(% der Gesamt-PAK)

BH, FW, LO, SL und ViI: Originalbdden. Die in Suspension beziehungsweise mittels Mietenverfahren behandelten Bdden sind durch die Zusétze s und m
gekennzeichnet. TOC, total organic carbon in %

schen hoch (5- und 6-Ring) und niedrig kondensierten
Aromaten (2- bis 4-Ring) deutlich variieren. Wihrend der
Anteil an 5- und 6-Ring-PAK von Boden BH bei 7,9% liegt,
betrigt er fiir Boden FW ca. 35%. Fiir eine Gefahrenab-
schitzung ist aber nicht nur die Gesamtbelastung an PAK
bedeutsam sondern gerade auch der Anteil hdherkondensierter
Aromaten, da diese im Sdugetierorganismus in reaktive,
carcinogene Metaboliten iiberfiihrt werden konnen.

Durch eine Sanierung wird das PAK-Muster der Béden zu-
gunsten der hoher kondensierten Aromaten verschoben. Thre
Anteile betragen nach der Sanierung zwischen 30% und 50%
der gesamten EPA-PAK (— Tabelle 1). Anhand der Daten
aus Tabelle 2 148t sich zeigen, dafl durch eine biologische
Bodensanierung im wesentlichen nur PAK mit maximal 4
Ringen eliminiert werden. Auch nach den Sanierungsmafi-
nahmen verbleiben dementspechend zwischen 70% und 90%

Tabelle 2: TOC-Gehalte und prozentuale Restgehalte von PAK-Gruppen nach biologischer Sanierung kontaminierter Béden

Bodenprobe Vis BHs BHm LOm SLm FWs [ FWm
TOC des Originalbodens 0.8 1.0 1.7 10.0 13.6

mg PAK/kg im 2389 1477 1329 2803 708
Originalboden

% PAK nach Sanierung:

Gesamt EPA-PAK 6.5 14.2 15.9 15.4 36.5 771 91.4
2- bis 4-Ring PAK 47 9.8 1.3 8.7 28.9 70.9 96.4
5- bis 6-Ring PAK 31.5 65.7 69.5 100.8 82.5 88.5 82.0

s = Sanierung in Suspension.
m = Sanierung mittels Mietenverfahren
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Abb. 1: Prozentuale Restgehalte von PAK-Gruppen nach biologischer
Sanierung. Die Bodenproben sind nach inrem TOC-Gehalt gereiht

der 5- und 6-Ring PAK im Boden. In Béden mit einem ho-
hen Gehalt an organischem Kohlenstoff kann zudem die
Eliminierbarkeit auch der niedrigkernigen PAK mit 3 und 4
Ringen erheblich eingeschrinkt sein (- Abb. 1). Ein sol-
cher Effekt wird an den Bodenproben SL und FW verdeut-
licht, deren Gehalte an 4-Ring PAK durch eine Sanierung im
Mietenverfahren nur halbiert (42%) bzw. fast gar nicht ver-
andert werden (96,9%) (— Tabelle 1). Die biologische Sa-
nierung von Béden mit niedrigem TOC bewirkt eine erheb-
liche Reduktion an Gesamt-PAK. So liegt die verbleibende
Belastung der Boden VI, BH und LO zwischen 5% und 15%
(— Tabelle 2).

Im Lumineszenz-Hemmtest ( Vibrio fischeri) zeigt sich ein ein-
deutiger Sanierungserfolg fiir die getesteten Bodenproben. Hier
sind insbesondere die Boden LO und SL zu nennen, die nach
Sanierung keine mefSbare Toxizitit mehr aufweisen (— Ta-
belle 3). Es ist zu bemerken, daff die Boden SL und FW trotz
ihrer hohen PAK-Gehalte auch im unsanierten Zustand eine
nur niedrige bzw. keine toxische Wirkung aufweisen. Fiir die-
sen Effekt kann wieder der organische Kohlenstoffgehalt die-
ser Boden verantwortlich gemacht werden, der offenbar die
Mobilisierbarkeit der Schadstoffe effizient vermindern kann
(WEISSENFELS, 1992; Roos et al., 1994b).

Tabelle 3: Effekt einer biologischen Sanierung auf die im Biolumi-
neszenz-Hemmtest bestimmte Toxizitat PAK-belasteter B&den flir
Vibrio fischeri

Boden Sanierung GLyg-Wert
vor nach
Sanierung Sanierung
Vi Suspension 262 17
LO Miete 230 1
SL Miete 74 1
BH Miete 33 2
FW Miete 1 1

Der GlLpg-Wert gibt die groBte Verdinnung des wassrigen Bodeneluats
an, die noch eine Hemmwirkung von 20% zeigt
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Hinsichtlich des lebermikrosomalen CYP1A1 zeigen alle
unsanierten und sanierten Béden eine Induktionswirkung {—
Tabelle 4). Die orale Aufnahme von Boden FW bewirkt eine
besonders hohe Induktion (19,9 nMol Resorufin/mg Prote-
in - min). Die gemessene induzierte EROD-Aktivitit liegt
hiermit an der Obergrenze der mikrosomalen Kapazitit.
EROD-Aktivititen von maximal 20 nMol Resorufin/mg
Protein - min oder bezogen auf Cytochrom P450 von ca. 13
nMol Resorufin/nMol P450 - min kénnen durch intraperito-
neale Applikation von PAK wie Benzo[a]pyren oder 3-
Methylcholanthren erzielt werden (Roos et al., 1997). Zum
Vergleich liegt die auf konstitutiv exprimierten P450-Enzy-
men basierende Hintergrundaktivitit in unbehandelten und
mit nicht-kontaminiertem Boden gefiitterten Ratten bei ca.
0,2 nMol Resorufin/mg Protein - min. Die PAK-Analyse der
kontaminierten Proben zeigt, dafl Boden FW zwar den nied-
rigsten Gehalt an Gesamt-PAK, aber den héchsten Gehalt
an 5- und 6-Ring PAK aufweist. Wie schon in fritheren Ar-
beiten gezeigt (Roos et al., 1994a; 1996), korreliert die
CYP1Al-Induktion mit den Gehalten der Béden an 5- und
6-Ring PAK. Diese Beziehung gilt auch unter Einschluff der
biologisch sanierten Béden (— Abb. 2).

Durch die biologischen Sanierungen wird das Induktions-
vermdgen der kontaminierten Béden fiir lebermikrosomales
CYP1A1 und damit auch das Toxizititspotential fiir den
Menschen nur unzureichend vermindert (Probe LO, — Ta-
belle 4). Im Falle des Bodens SL finden wir sogar ein gestei-
gertes Induktionsvermégen nach Sanierung. Der Grund fiir
das nach Sanierung nur wenig verinderte Induktionspotential
der Boden ist die ineffiziente Eliminierung der hoherkernigen
PAK, mit deren Gehalt, wie in Abb. 2 gezeigt, die induzie-
rende Wirkung korreliert. Eine Ausnahme hinsichtlich der
Sanierbarkeit bildet der Boden VI, dessen Gehalt an 5- und
6-Ring PAK im Suspensionsverfahren auf fast 30% redu-
ziert werden konnte. Die noch verbliebenen PAK fithren aber
immer noch zu einer Induktion von CYP1A1, wenn auch in
geringem Mafe (— Tabelle 4). Ob die nach Sanierung leicht
verringerte Induktionswirkung von Boden FW ein signifi-
kanter Sanierungseffekt ist, kann an Hand der vorliegenden
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Abb. 2: Induzierte EROD-Aktivitat nach oraler Aufnahme von Original-
béden und den entsprechenden sanierten Béden: Abhangigkeit vom
Gehalt der Béden an 5- und 6-Ring PAK in halblogarithmischer
Auftragung. Bedenproben: 1 =Vis; 2 = BHs; 3=BHM; 4 =10; 5 =
LOm; 6 = BH; 7 =VI; 8 = FWm; 9 = FWs; 10 = FW. Sanierung: s, in
Suspension; m, Miete
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Tabelle 4: Induzierte EROD-Aktivitdten nach oraler Aufnahme der
Qriginalbdden V1, BH, LO, SL, FW und der entsprechenden sanier-
ten Bdden

EROD-Aktivitit (nMol Resorufin/mg Protein « min)
Boden Original Saniert, Miete Saniert,

Suspension

Vi 620+ 1.38 | --------mmmmeoe- 0.55 + 0.15

BH 2.24 + 0.58 1.25 £ 0.05 0.99 = 0.26
LO 2.03 + 0.59 199 £0.23 | —commmmmmeeeoes
SL 7.24 £1.72 16.80 £ 1.80 | -----emmemmmenen
FW 19.90 = 1.81 15.99 + 1.59 1582 + 4.84
STK 0.23£0.04 | —-mmemmmmmmmmmn | e
U 0.26 £ 0.04 | ---mmmmmemmmeean | memeiemieeeee

STK = nicht kontaminierter Boden
U = unbehandelte Tiere

Daten nicht beurteilt werden. Eine eingeschriankte Mobili-
sierbarkeit der fiir die Induktion verantwortlichen Substan-
zen, wie sie sich im Sanierungsergebnis und auch im Lumi-
neszenz-Hemmtest wiederspiegelt, trifft fiir den Extraktions-
prozess im Gastrointestinaltrakt nach oraler Aufnahme der
Boéden offenbar nicht zu. Somit lassen sich Ergebnisse des
Lumineszenz-Tests nicht zur Abschitzung des Toxizitdtspo-
tentials fiir den Menschen verwenden. Die mit dem in vitro-
Lumineszenz-Test und dem in vivo-Enzyminduktions-Test
erzielten Ergebnisse liefern zur Bewertung des Sanierungs-
erfolgs unterschiedliche Kriterien, die je nach Gefihrdungs-
pfad und Nutzungsszenario differenziert gewichtet werden
miissen. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen hinsichtlich der
hier untersuchten Bodenproben, daf die eingesetzten biolo-
gischen Sanierungsverfahren zur Gefihrdungsminderung
iiber den Wasserpfad effektiv eingesetzt werden konnen,
wihrend sie zur Verminderung des Toxitdtspotentials hin-
sichtlich des oralen Aufnahmepfads bei Sdugetieren un-
brauchbar erscheinen.

Die in den Zellen der Leber erreichten und fur CYP1A1-
Induktionen erforderlichen lokalen PAK-Konzentrationen
sind uns nicht bekannt. Divergierende Angaben gibt es Giber
den Anteil der vom Darm tatsichlich aufgenommenen Schad-
stoffe. So werden nach Weissenfels (1998) nach oraler Ap-
plikation PAK-dotierter Nahrungsmittel weniger als 1% der
Schadstoffe resorbiert, wihrend Fries et al. (1989} fiir ver-
schiedene polychlorierte Biphenyle orale Bioverfiigbarkeiten
zwischen 67% und 82% bestimmt haben. Fur boden-
gebundenes Dioxin finden Umbreit et al. (1986) ebenfalls
eine hohe orale Bioverfiigbarkeit. Hier gibt es offensichtlich
unbeantwortete Fragen, die das Schicksal der Schadstoffe nach
ihrer Mobilisierung im Gastrointestinal-Trakt betreffen. Fra-
gen nach den beteiligten Prozessen und ihrer anteiligen Be-
deutung an der Schadstoff-Verarbeitung sind zu kliren.

Die mit den verschiedenen Analysenmethoden erzielten Er-
gebnisse machen die Notwendigkeit eines spezifischen Tests
zur Abschitzung der Bioverfiigbarkeit und des Toxizitdtspo-
tentials bodengebundener Schadstoffe fiir Saugetiere und den
Menschen deutlich. Die hier gezeigte Induktion des P450
Isoenzyms CYP1A1 durch bodengebundene Schadstoffe kann
als ein Beispiel fiir die Verwendung von Cytochromen P450
als Biomarker angesehen werden. Eine Ausweitung der
Biomarker-Analytik auf weitere P450-Isoenzyme und damit
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auch andere Substanzklassen erscheint méglich und wiin-
schenswert. So wirken bestimmte PCB-Congenere als Induk-
toren fiir CYP2B- oder CYP1A-Isoenzyme (PARKINSON et al.,
1988), kleinere Molekiile wie Benzol und Toluol induzieren
CYP2E1 (Pykko, 1983; WaNG et al., 1993), wihrend kom-
plexere, insbesondere nicht-planare Molekiile wie einige Pes-
tizide, die Expression der vornehmlich Pharmaka-metabo-
lisierenden CYP3A-Isoenzyme modulieren (PaoLiNi et al.,
1997). Die Einbeziehung des erst kiirzlich entdeckten P450-
Enzyms CYP1B1 (SUTTER et al., 1994) erscheint ebenfalls sinn-
voll, da es durch PAK induzierbar ist und zudem an der Akti-
vierung verschiedener Procarcinogene beteiligt ist {SHIMADA
etal.,, 1996; LucH et al., 1998). Die zunichst im Rattenmodell
erhaltenen Ergebnisse lassen sich weitgehend aufgrund ent-
sprechend vorhandener und zhnlich regulierter orthologer
Enzyme auf den Menschen iibertragen, was insbesondere fiir
das hier genutzte CYP1A1 gilt (NELSON et al., 1993; NEBERT &
Jones, 1989). Die Analyse des P450-Isoenzymstatus bietet also
potentiell die Moglichkeit, aktuelle Expositionen gegeniiber ver-
schiedenen Substanzklassen zu diagnostizieren. Sie liefert zu-
dem Informationen iber das individuelle Metabolisierungs-
potential fiir Schadstoffe und unterscheidet sich insofern von
anderen Biomarkertests wie zum Beispiel der Bestimmung von
Addukten zwischen DNA und PAK-Metaboliten. Die einzel-
nen Testverfahren liefern unterschiedliche Spektren von
Bewertungskriterien und sind daher zunichst niche als Alter-
nativimethoden anzusehen. Inwieweit die verschiedenen Me-
thoden praxisrelevant und kostengiinstig fiir Ristkobewertungen
eingesetzt werden konnen, wird die Zukunft zeigen.
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