Umweltwiss Schadst Forsch (2009) 21:256-259
DOI 10.1007/s12302-009-0065-1

WIRKUNGSORIENTIERTE ANALYTIK IN DER AQUATISCHEN UMWELT « BEITRAGSREIHE

Das Potenzial genetisch modifizierter und gentechnisch konstruierter
Organismen in der wirkungsbezogenen Analytik

Georg Reifferscheid - Sebastian Buchinger - Evelyn Claus

Eingegangen: 11. Miérz 2009 / Akzeptiert: 29. April 2009/ Online verdffentlicht: 16. Mai 2009

© Springer-Verlag 2009

Zusammenfassung Am Beispiel des spezifischen toxikolo-
gischen Endpunktes Gentoxizitit wird das Potenzial bioana-
lytischer Instrumente im Rahmen der wirkungsbezogenen
Analytik aufgezeigt. Gentoxische Potenziale von Sedimen-
ten verschiedener Flusseinzugsgebiete wie Rhein, Elbe,
Donau und Oder wurden mit dem Ames-Fluktuationstest in
Kombination mit gaschromatografisch/massenspektromet-
rischen Analysen untersucht. Mit den Standardteststimmen
flir den Ames-Fluktuationstest war in Sedimentporenwés-
sern der untersuchten Fliisse nur gelegentlich ein geringes
mutagenes Potenzial zu detektieren. Partikelgebundene
Gentoxine lieen sich allerdings in mittelpolaren Fraktio-
nen von Sedimentextrakten nachweisen. PAK, von denen
mehrere in Annex X der EU-WRRL (Directive 2000/60/
EC) als prioritdr gefahrlich gelistet sind, tragen hier signifi-
kant zum mutagenen Potenzial bei. Dennoch spielen viele,
bisher nicht als prioritdr gefdhrlich definierte Substanzen
eine wichtige Rolle. Zu ihnen zéhlen z.B. Dibenzopyren-
Isomere, von denen einige ein erhebliches gentoxisches
(und karzinogenes) Potenzial besitzen. Die Einbeziehung
metabolisch kompetenter bakterieller Teststimme, welche
Enzyme des Fremdstoffmetabolismus exprimieren, erwei-
terte signifikant das Spektrum nachweisbarer Gentoxine
hinsichtlich mittelpolarer bis polarer Verbindungen. Diese
Teststimme zeigten auch Mutagenitdt in Porenwéssern fri-
scher Sedimente. Am Beispiel eines Altlastenstandortes im
Einzugsgebiet der Elbe wurde eine Reihe von heterozykli-
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schen und N-substituierten Verbindungen nachgewiesen, die
das mit metabolisch kompetenten Bakterien detektierbare
hohe mutagene Potenzial des Standortes bedingen konnen.

Schliisselworter Ames Fluktuationstest - Effektdirigierte
Analyse - Gentechnisch modifizierte Teststimme -
Gentoxizitdt - Mutagenitét

The potential of genetically modified and genetically
engineered organisms in the effect-directed analysis

Abstract Using the example of the specific toxicological
endpoint genotoxicity the potential of bio-analytical instru-
ments as tools in effect-directed analysis is demonstrated.
Genotoxic potentials of sediments from different river ba-
sins such as the Rhine, Elbe, Danube and Oder were ana-
lyzed with the Ames-fluctuation test in combination with
gas chromatography/mass spectrometry. In sediment pore
waters of the investigated rivers a low mutagenic potential
could be measured occasionally when standard test strains
were used. However, the fractionation of sediment extracts
showed that particle bound genotoxic substances are detect-
able especially in the medium polar fractions. PAH, includ-
ing several that are listed as priority hazardous compounds
in Annex X of the EU WFD, contribute significantly to the
mutagenic potential. Nevertheless, many compounds that
were previously not defined as priority hazardous substances
play an important role. As an example Dibenzopyrene iso-
mers were identified, some of which have a high genotoxic
(and carcinogenic) potential. The extention of the test bat-
tery to metabolically competent test strains which express
enzymes of xenobiotic metabolism pathways, broadened
significantly the range of detectable genotoxins in direction
of medium polar to polar compounds. These test strains also
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showed mutagenicity in pore waters of fresh sediments. In
a contaminated site in the Elbe catchment area, many het-
erocyclic and N-substituted compounds were detected, pos-
sibly determining the high mutagenic potential of the site.

Keywords Ames Fluctuation test - Effect-directed
analysis - Genetically modified test strains - Genotoxicity *
Mutagenicity

1 Problemstellung

DNA-schidigende (gentoxische) und mutagene (erbgutver-
andernde) Substanzen in der Umwelt spielen fiir exponierte
Organismen aufgrund potenziell irreversibler Folgen, die
auch Prozesse der Karzinogenese begiinstigen, eine wich-
tige Rolle. DNA-schiadigende Stoffe kommen natiirlicher-
weise vor, werden aber auch durch anthropogene Aktivi-
titen in die Umwelt entlassen und reichern sich hdufig in
hydrophoben Kompartimenten (z.B. Sedimenten) an. Da-
bei ist zu beriicksichtigen, dass die weitaus meisten in der
Umwelt vorkommenden Stoffe sogenannte Pre-Mutagene
sind. Sie sind per se nicht DNA-reaktiv, sondern werden
erst in den Zellen der Organismen durch Stoffwechselreak-
tionen (z. B. Oxidationsprozesse) intermedidr zu bioaktiven
Verbindungen umgewandelt. Aus Vorsorgegriinden gilt es,
Emissionen gentoxischer Verbindungen so weit wie mog-
lich zu verhindern. In den vergangenen Jahren wurden meh-
rere prokaryontische und eukaryontische Testverfahren fiir
die Untersuchung gentoxischer Wirkungen im aquatischen
Bereich entwickelt und standardisiert (z. B. ISO 13829, ISO
16240). Diese Testverfahren zielen in erster Linie auf in der
wiassrigen Phase geloste Verbindungen ab. Partikelgebunde-
ne Gentoxine lassen sich meist nur nach Extraktion erfassen.
Prokaryontische Testverfahren sind zwar robust, schnell und
kosteneffizient, die Testorganismen sind aber metabolisch
nur eingeschrinkt kompetent, was gegeniiber organismi-
schen Ansétzen oder solchen mit metabolisch kompetenten
Zellkulturen ein Nachteil ist. Aus diesem Grunde wird in
neuester Zeit versucht, fremdstoffmetabolisierende Gene
des Sdugerstoffwechsels in Bakterien zu integrieren und
funktionell zu exprimieren (Reifferscheid und Buchinger
2009), um von der auf einen ,,worst case” ausgerichteten
externen Bioaktivierung mittels metabolisch hoch aktiver
Leberhomogenate hin zu realistischeren Bedingungen mit
interner Bioaktivierung zu kommen.

2 Ziel

Dieser Beitrag gibt einen Uberblick iiber die mit prokary-
ontischen in-vitro-Testverfahren erzielten Erfolge in der
wirkungsbezogenen Analytik der vergangenen Jahre. Gen-

toxizitdt in Abwiéssern, Oberflichengewédssern und Grund-
wassern wurde insbesondere mit dem in vitro Comet Assay,
dem umu-Test und dem Ames-Test nachgewiesen. Aller-
dings war es zunéchst nur in Einzelfallen gelungen, verant-
wortliche Substanzen zu identifizieren (Reifferscheid und
Grummt 2000; Eisentréger et al. 2007). In der vorliegenden
Studie sollte die Identifikation DNA-schiddigender Stoffe in
aquatischen Kompartimenten durch Einsatz einer Batterie
gentechnisch modifizierter Testbakterien mit stufenweise
erhohter metabolischer Kompetenz verbessert werden.

3 Ergebnisse und Diskussion

Zur Identifikation sedimentassoziierter Gentoxine wurde
der Ames-Fluktuationstest eingesetzt (Reifferscheid et al.
2005a,b; ISO 11350). Dabei handelt es sich um ein bakte-
rielles Testverfahren auf erbgutverdndernde Wirkung. Se-
dimentporenwisser zeigen mit diesem Testverfahren bei
Verwendung von Standardteststimmen nach ISO 16240
nur vereinzelt ein DNA-schddigendes Potenzial. Parti-
kelgebundene Gentoxine lassen sich allerdings in mittel-
polaren Fraktionen von Sedimentextrakten nachweisen.
Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe, von de-
nen mehrere in Annex X der EU-Wasserrahmenrichtlinie
(Directive 2000/60/EC) als prioritdir gefdhrlich gelistet
sind, tragen hier signifikant zum mutagenen Potenzial bei.
Benzo(a)pyren (BaP) ist in verschiedenen Féllen eine domi-
nant mutagene Substanz. Dennoch spielen viele, bisher nicht
als prioritar gefdhrlich definierte Substanzen eine wichtige
Rolle. Zu ihnen zdhlen z.B. Dibenzopyren-Isomere, von
denen einige ein erheblich hdheres gentoxisches (und kar-
zinogenes) Potenzial besitzen als BaP. Im Hinblick auf den
Fremdstoffmetabolismus verfiigen die Standardteststimme
lediglich liber die prokaryontische Basisaktivitdt. Werden
durch gentechnische Verdnderungen erzeugte metabolisch
kompetentere Teststimme eingesetzt, die zwei Enzyme des
Fremdstoffmetabolismus exprimieren (Nitroreduktase und
Acetyltransferase, Abb. 1), zeigen sowohl Porenwisser als
auch fraktionierte Sedimentextrakte erhohte gentoxische
Effekte. Mit Untersuchungen von Sedimentfraktionen ldsst
sich nachweisen, dass sich das mutagene Potenital vom mit-
telpolaren bis in den polaren Bereich hinein erstreckt.

Am Beispiel eines belasteten Standortes im Einzugsgebiet
der Elbe (Spittelwasserregion) wurden unter Verwendung
des Ames-Fluktuationstests mit parallel durchgefiihrter gas-
chromatografischer/massenspektrometrischer Analyse po-
lyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) sowie
heterozyklische und substituierte Stickstoffverbindungen
als Hauptverursacher der Mutagenitit identifiziert. Letztere
sind (Zwischen-)Produkte oder deren natiirliche Metabolite
aus ehemaliger Farbstoff- und Pflanzenschutzmittelproduk-
tion. Die Mutagenitét korrelierte dabei meist mit der zur
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Verfiigung stehenden metabolischen Kompetenz (z. B. Stan-
dardstamm TA 98 oder TA 100 < Standardstamm + S9-Mix
~ metabolisch kompetenter Stamm YG1041 oder YG1042
< metabolisch kompetenter Stamm + S9-Mix) (Abb. 2). Es
ist moglich, dass Gentoxine aus der Spittelwasserregion, so
wie es bereits fiir Dioxine und Schwermetalle nachgewiesen
wurde, bei Hochwasserereignissen remobilisiert und in die
Auen der mittleren Elbe eingetragen werden.

4 Ausblick

Metabolisch kompetente Bakterienteststimme sollen zu-
kiinftig verstarkt zur Aufklarung gentoxischer und mutagener
Wirkungen eingesetzt werden. Zudem muss untersucht wer-
den, welches Risiko von den identifizierten Gentoxinen fiir
hohere Organismen ausgeht. Derzeit wird ein internationaler
Standard fiir die Testung auf Umweltmutagenitét erarbei-
tet, der zum ersten Mal metabolisch kompetente bakterielle
Teststimme mit einbezieht (ISO CD 11350). In den vergan-
genen beiden Dekaden etablierte bioanalytische Instrumente
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Fraktion F3

fiir die Messung spezifischer Toxizitat, die z. T. auf genetisch
modifizierten bzw. gentechnisch verdnderten Organismen
oder suborganismischen Systemen beruhen, werden heute
zwar vielfach eingesetzt, sind aber erst ansatzweise in unter-
gesetzlichen Regularien (Vollzug) implementiert.

Die Instrumente tragen dazu bei, ein Bewusstsein fiir die
Relevanz spezifischer und méglicherweise irreversibel wir-
kender Schadstoffe in der Umwelt zu schaffen und MaB-
nahmen zur Reduktion ihrer Emissionen zu ergreifen, damit
von der EU-WRRL geforderte Bewirtschaftungsziele fiir
die Flussgebietseinheiten erreichbar werden.
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