Originalbeitrage

Der umu-Genotoxizitatstest — Anwendungspotenziale und Automatisierbarkeit

Adolf Eisentrager, Aachen; adolf.eisentraeger@post.rwth-aachen.de

Corinna Brinkmann, Aachen; corinna.brinkmann@post.rwth-aachen.de

Abstract

Genotoxische Substanzen stellen einen Okotoxikologischen
und humantoxikologischen Risikofaktor dar. Ihre Quantifizie-
rung mittels instrumenteller Analytik hat nur eine begrenzte
Aussagekraft, weil nur ausgewahlte Stoffe quantifiziert
werden und deren Bioverfugbarkeit nicht bertcksichtigt wird.
Daher wurden wirkungsbezogene biologische Testverfahren
wie der bakterielle umu-Genotoxizitatstest entwickelt, validiert
und standardisiert. Dieser Test ist innerhalb eines Arbeits-
tages in Mikrotitrationsplatten durchfiihrbar und komplett auto-
matisierbar. Sein Anwendungsbereich reicht von der Testung
von Abwasserproben Uber die Testung des wassrig extrahier-
baren Potenzials von Feststoffproben bis hin zur Bewertung
von Bauprodukten. Zur Interpretation der Messdaten wird em-
pfohlen, den Test immer durch eine angepasste chemische
Analytik in Frage kommender Schadstoffe zu erganzen.

Hintergrund

Wirkungsbezogene Untersuchungen mit biologischen Test-
verfahren werden mittlerweile in der Okotoxikologie routine-
maRig zur Gefahrdungsabschatzung von Chemikalien und
Umweltproben eingesetzt. Sie erganzen dabei die mittels
chemisch-analytischer Methoden erhaltenen Informationen
Uber die Konzentrationen von einzelnen Schadstoffen oder
von Summenparametern wie dem DOC-Gehalt. Unbestritten
ist, dass die Quantifizierung von Stoffkonzentrationen nur
sehr bedingt Aussagen zu O&kotoxischen und toxischen
Effekten zuldsst, da mit der instrumentellen Analytik nur
bestimmte Substanzen erfasst werden, nach denen aktiv
gesucht wird. Dartiber hinaus werden Kombinationswirkungen
nicht erfasst, und die Bioverflugbarkeit der Schadstoffe bei
den Extraktionen fir chemisch-analytische Untersuchungen
wird nicht oder nur sehr eingeschrankt berlicksichtigt.

Aus all diesen Grinden sind biologische Testverfahren ent-
wickelt, umfassend validiert und standardisiert worden.
Limitierend fir die praktische Umsetzung der Verfahren ist die
je nach Anwendungsbereich unterschiedliche Integration
dieser Testverfahren in die Gesetzgebung. So sind &kotoxi-
kologische und toxikologische Methoden die Basis der Chemi-
kalienbewertung in der anstehenden Umsetzung der EU-
Richtlinie REACH und der Bewertung des wassergefahr-
denden Potenzials von Chemikalien [Bundesministerium fir
Umwelt, 1999]. In Deutschland sind sie ein wesentlicher Be-
standteil von Abwasseruntersuchungen [anonymus, 2002]. In
die neue Bundesbodenschutzverordnung sind sie dagegen
nicht explizit eingebunden worden.

Genomschadigende Wirkungen von Schadstoffen stellen
einen der wichtigsten toxikologischen und 6kotoxikologischen
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Endpunkte dar. Daher wurden verschiedene biologische Test-
verfahren mit unterschiedlichen genetischen Endpunkten zur
Erfassung des genotoxischen Potenzials von Umweltproben
oder Chemikalien entwickelt. Dabei wurde von einem Zu-
sammenhang zwischen der primaren Schadigung der DNA
und dem mdglichen Auftreten von Tumoren ausgegangen,
weshalb die Untersuchung von DNA-Sché&den als Screening-
verfahren zur Detektion mdglicher genotoxischer Wirkung
etabliert ist.

Grundlage des umu-Tests

Eines dieser Verfahren, das einen sehr breiten Anwendungs-
bereich hat, ist der umu-Genotoxizitatstest, bei dem der Test-
stamm TA 1535/pSK1002 von Salmonella choleraesius
subsp. chol. (friher: Salmonella typhimurium) zum Einsatz
kommt. Der zunachst von Oda et al. [1985] entwickelte umu-
Genotoxizitatstest wurde von Reifferscheid et al. [1991] auf
Mikroplatten Ubertragen. In einer Mikroplattenversion ist
dieser Test auch flr die Testung von Wasser und Abwasser-
proben standardisiert [ISO 13829, 2000]. Bakterien verfligen
Uber verschiedene Reparatursysteme zur Behebung von
DNA-Schaden. Bei massiven Schadigungen der DNA treten
fast immer einzelstrangige DNA-Abschnitte auf. Diese
induzieren das aus mindestens zwolf Genen bestehende
,S08S-Reparatursystem®. Ein Gen (umuC) dieses Reparatur-
mechanismus wird auf dem Wege gentechnischer Veran-
derung mit dem lacZ-Gen, welches fir die Bildung des
Enzyms (-Galaktosidase in der Zelle verantwortlich ist, ge-
koppelt. Kommt es nun durch Einwirkung einer erbgut-
schadigenden Substanz zur Aktivierung des SOS-Reparatur-
systems, erfolgt aufgrund dieser Kopplung gleichzeitig mit der
Expression des umuC-Gens die Expression des lacZ-Gens
und damit die Bildung von B-Galaktosidase, deren Freiset-
zung Uber die photometrische Quantifizierung der Gelbfar-
bung als Testkriterium fir den Nachweis des geno-toxischen
Potenzials der Substanz herangezogen wird.

Testanforderungen

Der umu-Test wird mit einem nicht-pathogenen, gentechnisch
veranderten Bakterium durchgefiihrt. Daher wird ein S1-
Laborbereich bendtigt. Der Test wird in wassriger Suspension
in 96-Well-Mikrotitrationsplatten und nicht, wie der Ames-Test
[ISO 16420, 2005], in Petrischalen angesetzt. Grundsétzlich
kénnen daher nur wasserlosliche Substanzen bzw. Proben
mit diesem Testverfahren charakterisiert werden. Fur die
Testung von Proben mit schlecht wasserldslichen Bestand-
teilen kann Dimethylsulfoxid in einer Konzentration von
maximal 4% als Losungsvermittler eingesetzt werden. Zyto-
toxische Effekte werden erfasst, indem die optische Dichte
der Probensuspension und damit das Bakterienwachstum
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parallel vor und nach der Inkubation bestimmt wird. Kritisch
diskutiert wird jedoch, ob bei Vorliegen moderater zyto-
toxischer Effekte genotoxische Effekte lberschatzt werden
[Baun et al.,, 1999]. Da der Test in Mikroplatten mit einen
Ansatzvolumen von 300 pyL pro Well bei drei Parallel-
ansatzen durchgefihrt wird, werden nur geringe Proben-
volumina bendtigt. Sehr vorteilhaft ist, dass der umu-Test voll-
standig an einem Arbeitstag durchgefiihrt und ausgewertet
werden kann. Darliber hinaus ist der Test komplett auto-
matisierbar.

Anwendungsbereiche

Der umu-Test ist nicht Bestandteil der nach REACH vorge-
schriebenen Untersuchungen von Chemikalien. Dennoch ist
er wegen seines sehr breiten Anwendungsbereichs sehr
interessant: Der Test ist in die Abwasserverordnung einge-
bunden [anonymus, 2002]. Als ein SOS-Reparaturtest wird er
zur Charakterisierung von Oberflachenwassern genutzt [Ohe
et al., 2004]. Als Ergebnis eines BMBF-Projekts zum Thema
.Erprobung, Vergleich, Weiterentwicklung und Beurteilung
von Genotoxizitatstests flr Oberflachenwasser” ist er neben
dem Ames-Test und dem Comet Assay Bestandteil des ,Mini-
malpakets zur 1. Stufe der Genotoxizitatsprifung® [anonymus,
2000]. Fir die Erfassung des wassrig extrahierbaren geno-
toxischen Potentials von Béden und Bodenmaterialien wird
der Test routinemaRig genutzt [Rila und Eisentraeger, 2003;
Eisentraeger et al, in press]. Dabei wird er nur in speziellen
Fallen durch den Ames-Test erganzt [Eisentraeger et al.,
2004a). In die Richtlinien zur dkotoxikologischen Bewertung
von Bdden und Bodenmaterialien ist er fest eingebunden [ISO
15799, 2003; ISO/DIS 17616, 2006]. Der dabei verfolgte
Ansatz wurde in letzter Zeit auch auf die Charakterisierung
von Abfallen [EN 14735, 2005] und Bauprodukten [anonymus,
2005] Ubertragen. SchliefRlich wird der umu-Test auch zur
Charakterisierung von Sedimenten und Grundwasserproben
herangezogen [Reifferscheid und v. Oepen, 2002]. In Grund-
lagenuntersuchungen konnte auch die Eignung des umu-Test
als Screeningtest zur Kontrolle verschiedener Chargen
wahrend der Produktion von Schmierfluiden aufgezeigt
werden [Eisentraeger und Brinkmann, 2006].

Der umu-Test sollte dabei immer erganzt werden durch eine
angepasste Analytik der jeweils in Frage kommenden Um-
weltschadstoffe. Nur dadurch kénnen die Messdaten erklart
und das genotoxische Potenzial reduziert werden.

Automatisierbarkeit

Durch eine Automatisation des Tests kénnen fir die
Routinetestung Zeit und Kosten gespart werden. Proben
kénnen tagslber aufbereitet und lGiber Nacht getestet werden.
Nach Zugabe der Testkultur und aller weiteren Chemikalien
und Lésungen wird der automatisierte Test gestartet und be-
darf keiner weiteren manuellen Kontrolle. Die Anweisungen
und Gultigkeitskriterien der ISO 13829 konnen dabei einge-
halten werden. Die Abb. 1 zeigt eine Aufsicht der einge-
setzten Pipettierplattform.
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Abb. 1: Vollautomatisierter umu-Test nach 1SO 13829 [2000].
Die Automatenplattform ist mit einem Mikrotiterplattenphoto-
meter (BIO-TEK™ ELx808) (2), zwei Variomag®teleshake
Schiittlern (H+P Labortechnik AG, OberschleiRheim) (5), vier
Pipettenhaltern (1), zwei Staplern flir 12 Mikrotiterplatten (6)
und einer Inkubationshaube mit Temperaturregelung (noctua
GmbH, Mdssingen) ausgeristet (nicht dargestellt) [Eisen-
traeger et al., 2004b]

Die RoboSeq™ 4204 SE-Platform (MWG AG, Ebersberg) ist
in eine Inkubationshaube (noctua GmbH, Mdssingen) ein-
gebaut, die eine gleichbleibende Temperierung wahrend des
Tests gewahrleistet. Der Automat ist mit vier Haltern fir
Wechselspitzen (1) ausgeristet, die ein schnelles, prazises
Pipettieren erlauben. Die genaue Aufnahme der Flissigkeiten
ermdglichen die Mikrokolbenspritzen (4) an der hinteren
Wand der Haube. Die photometrische Messungen der op-
tischen Dichte der A- und B-Platten und der Gelbfarbung in
den C-Platten erfolgt ebenfalls automatisch. Vergleichende
Untersuchungen des manuellen und des automatisierten
Tests haben sehr gute Ubereinstimmung gezeigt mit der Ein-
schrankung, dass im automatisierten Test fliichtige Sub-
stanzen wie z.B. Ethanol bislang nicht untersucht werden
kénnen, da die Mikroplatten vom Automaten nicht mit Folie
abgeklebt werden kdnnen.

Selbstverstandlich kann der Test auch mit Plattformen
anderer Hersteller automatisiert werden. Voraussetzung fur
eine adaquate technische Umsetzung ist jedoch, dass die
beteiligten Techniker alle methodischen biologischen Aspekte
des umu-Tests im Detail verstanden haben. Unter anderem
ist auf eine hinreichend genaue Temperierung, auf die exakte
Pipettierung und auf das passende Zeitmanagement zu
achten, um ausreichend hohe Enzymaktivitidten und Repro-
duzierbarkeiten zu erhalten.
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