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Gentechnologisch konstruierte V79 Zellinien
in Kombination mit chemisch-analytischen
Verfahren als Ersatz und Erganzung
zu Tierversuchen

Johannes Doehmer' und Jurgen Jacob?
I Institut fur Toxikologie und Umwelthygiene der Technischen Universitat Miinchen, D-Miinchen
2 Biochemisches Institut fur Umweltcarcinogene, D-GroBhansdorf

Zusammenfassung

Seit 1986 werden V79 Zellen des Chinesischen Hamsters auf gentechnologi-
schem Wege mit Enzymen von Ratte und Mensch ausgestattet, um vom
Metabolismus abhdngige Effekte in der Toxikologie und Pharmakologie
unter definierten Bedingungen untersuchen zu konnen. In der Toxikologie
geht es um die metabolische Aktivierung von Schadstoffen und die Priifung
der entstehenden Metaboliten hinsichtlich ihrer Toxizitat. In der Pharmako-
logie interessiert der Ab- und Umbau von Arzneimitteln, was entscheidenden
Einfluj3 auf deren Wirksamkeit haben kann. Am Beispiel der metabolischen
Aktivierung von polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen zu
Mutagenen und Kanzerogenen wird der Vorteil gentechnologisch konstruier-
ter Zellen gegeniiber Tierversuchen deutlich, wenn es um spezielle Fragestel-
lungen geht. Vergleichende Untersuchungen an V79 Zellen mit Expression
von Enzymen der Ratte und des Menschenfiihrten nc erheblichen Spezies-
spezifischen Unterschieden im Metaboliten-Profil, die eine besondere
Gefahrdung des Menschen im Falle der Exposition gegeniiber polyzyklischen
aromatischen Kohlenwasserstoffen nahelegen. Gleichreitig wird damit
gezeigt, daj3 an der Ratte gewonnene Ergebnisse als Grundlage einer Risiko-
Einschdtzung fiir den Menschen mit Vorsicht zu beurteilen sind.

Summary: Genetically engineered V79 cell lines in combination with analyti-
cal-chemical procedures for replacing and refining animal experimentations

Since 1986 V79 Chinese hamster cells are being genetically engineered for
rat and human enzymes for studies on metabolism dependent effects in
toxicology and pharmacology under defined conditions. The metabolic
activation of potentially harmful chemicals is of interest in toxicology,
because metabolites may have their own toxic potency. Anabolic and catabo-
lic pathways of drugs are of interest in pharmacology, because metabolism
has a decisive impact on the efficacy of drugs. As an example for the useful-
ness ofV79 cells genetically engineered for metabolic competence, and their
advantage over animal experimentation, metabolic activation ofpolycyclic
aromatic hydrocarbons has been studied. Comparative studies using V79
cells expressing rat and human enzymes revealed striking differences in the
metabolite profile, which made evident, that human beings are at more risk
than the rat, when exposed to polycyclic aromatic hydrocarbons. This
suggests at the same time, that results obtained from animal experimentation
are to be treated with caution, if they form the basis for risk assessment.

Keywords: V79 cells, cytochromes P450, xenobiotics
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Einleitung

Es bedarf analytischer Werkzeuge,
urn komplexe biologische Vorgange
im Detail zu verstehen. Bin aufseror-
dentlich komplexes biologisches Ge-
schehen ist die Biotransformation.
Darunter werden Stoffwechselvor-
gange zusammengefaBt, die Organis-
men evolutiv entwickelt haben, urn
sich gegen Fremdstoffe aus der Um-
welt zu schutzen. Unter "Fremdstof-
fe" werden Schadstoffe verstanden,
die beispielsweise in der Luft oder in
Nahrungsbestandteilen und GenuB-
mitteln enthalten sein konnen, Derar-
tige Schadstoffe konnen sich aus
Verbrennungsprozessen ergeben,
wie etwa in der Kohleheizung, der
Mullverbrennung, im Zigaretten-
rauch, aus Abgasen von Verbren-
nungsmotoren, bei der Koks- und
Stahlherstellung, aber auch aus vul-
kanischer Tatigkeit. Natiirlicherwei-
se entstehen Schadstoffe auch in
Pilzen und Pflanzen, die als Nah-
rungsmittel konsumiert werden. Arz-
neimittel werden ebenfalls unter
Fremdstoffen gefuhrt und unterlie-
gen den gleichen physiologischen
Stoffwechselvorgangen wie Schad-
stoffe.

Problemstellung

Der Umgang mit Fremdstoffen ist
grundsatzlich unvermeidbar. Es stellt
sich die Frage, wieviel Fremdstoff
tolerabel ist. Das heiBt, wieviel Risi-
ko im Umgang mit Fremdstoffen
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sind wir bereit einzugehen. Urn eine
derartige Situation beurteilen zu kon-
nen, mussen eine Reihe grundlegen-
der Kenntnisse uber einen Schadstoff
und seine Wirkung erarbeitet wer-
den. Das bedeutet im einzelnen, daB
ein Schadstoff identifiziert und in
seinem chemischem Aufbau bekannt
sein muB.Weiterhin bedeutet es, daB
der Weg, auf dem ein Fremdstoff
aufgenommen wird, erkannt wird.
Dieser bestimmt, auf welches Organ
ein Fremdstoff trifft, etwa auf die
Lunge bei Inhalation oder auf die
Leber bei oraler Aufnahme. Enzyme
in diesen Organen wiederum ver-
stoffwechseln den Fremdstoff, urn
ihn in eine ausscheidbare Verbin-
dung umzuwandeln, die den Korper
entweder iiber die Niere mit dem
Harn oder iiber die Gallenflussigkeit
im Kot verlassen kann. Bei diesem
Prozef ist es wichtig, die Zwischen-
produkte zu identifizieren, da sie
eine eigene Wirkung haben konnen,
die der urspriinglich aufgenommene
Fremdstoff nicht besitzt. Es ist also
eine Vielfalt von Fragen zu klaren,
bevor ein Risiko im Umgang mit
Fremdstoffen beurteilt werden kann.
Die Klarung dieser Fragen ist die
vornehmste Aufgabe der Toxikolo-
gie. Die Entwicklung und Anwen-
dung von chemischen und biologi-
schen Methoden und Verfahren ist
dabei von grundlegender Bedeutung.
Darnit hat sich die Toxikologie zu
einer Wissenschaft entwickelt, die
sich grundlegend von einer Toxiko-
logie unterscheidet, die die Wirkung
eines Fremdstoffes durch "Titration
auf Umfallen" beschreibt, wie bei
der Errnittlung der 50%igen letalen
Dosis (LD50). Es ist naheliegend, daf
es subtilerer Verfahren bedarf, urn
die oben genannten Fragestellungen
hinreichend befriedigend zu beant-
worten.
Insbesondere die Entwicklung von

in vitro Verfahren erlaubt eine analy-
tische Vorgehensweise bei der Lo-
sung von Problemen. An diesem
Punkt treffen sich zwei Entwicklun-
gen, die als gemeinsames Ziel den
Ersatz von Tierversuchen anstreben,
einmal aus rein wissenschaftlichen
und methodischen, zum anderen aus
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ethischen Griinden. Damit hat der
Ersatz von Tierversuchen eine ge-
sellschaftliche Bedeutung erlangt,
die in besonderer Weise eine Forde-
rung durch das Bundesministerium
fur Forschung und Technologie
(BMFT), und Organisation en wie die
der Zentralstelle zur Erfassung und
Bewertung von Ersatz- und Ergan-
zungsmethoden zu Tierversuchen
(ZEBET) beim Bundesgesundheits-
amt bewirkte.

Polyzyklische aromatische
Kohlenwasserstoffe

Die zuvor allgemein dargestellte
Problematik der Fremdstoffe und
ihre Wirkungen auf Mensch und Tier
soll im folgenden am konkreten Bei-
spiel der polyzyklischen aromati-
schen Kohlenwasserstoffe erlautert
werden.
Seit etwa 200 lahren ist bekannt,

daB Bestandteile aus SteinkohlenruB
bestimmte Formen von Tumoren
verursachen konnen. Schon im 18.
lahrhundert wurde in England der
"Schornsteinfeger- Krebs" beschrie-
ben, eine bestimmte Form des Ho-
dentumors. Erst zu Brginn dieses
lahrhunderts gelang der Nachweis
eines Tumor verursachenden Stoffes
im RuB, das Dibenz[a,h]anthracen.
Etwas sparer wurde das Ben-
zo[a]pyren isoliert und seine Tumor
auslosende Wirkung beschrieben.
Beide Substanzen gehoren zur Klas-
se der .Polyzyklischen Aromati-
schen Kohlenwasserstoffen" (Abbil-
dung 1), die haufig als PAK abge-
kurzt werden. Hinsichtlich ihrer Tu-
mor-induzierenden Wirkung fiel auf,
daB PAKs mit weniger als vier Rin-
gen eine nur sehr geringe oder iiber-
haupt keine tumorigene Wirkung be-
sitzen. Die Wirkungen von PAKs
mit vier und mehr Ringen differieren
allerdings derartig, daB aus der An-
zahl der Ringe nicht auf die Tumor
induzierende Wirkung geschlossen
werden kann. Auch sind es nicht die
PAKs als solche, sondern bestimmte
Stoffwechselprodukte der PAKs, die
sich aus den PAKs in der Lunge oder
Leber bilden und die die Tumor
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Abbildung 1: Polyzyklische aromatische
Kohlenwasserstoffe.

induzierende Wirkung besitzen. Ein
mittlerweile klassisches Beispiel ist
die metabolische Aktivierung des
Benzo[a]pyrens zum ultimalen Tu-
mor-induzierenden Metaboliten,
dem 7,8-Diol-9,1O-Epoxid des Ben-
zo[a]pyrens, als eines von vielen
verschiedenen Abbauprodukten des
Benzo[a]pyrens.
Da PAKs allgemein verbreitet sind

und sowohl in Luft, Wasser und
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Nahrung enthalten sein konnen, ist
eine toxikologische Bewertung nicht
nur bei beruflich bedingter Expositi-
on, sondern yon allgemeiner Bedeu-
tung.
Die metabolische Aktivierung von

PAKs zu uItimalen Kanzerogenen ist
ein Enzym-vermittelter oxidativer
Prozess. Die Schliisselenzyme dieser
Prozesse sind Cytochrome P450. Ein
grundlegendes Verstandnis dieser
Aktivierung setzt voraus, daB die
metabolisch kompetente Form der
Cytochrome P450 bekannt ist und
die Metaboliten identifiziert werden.
Zur Klarung dieser Probleme wurden
von uns und unseren Kollegen in
vitro Systeme entwickelt und einge-
setzt. Zum einen handelt es sich urn
kultivierte Zellen, denen durch ein
gentechnologisches Verfahren die
Eigenschaft zur Metabolisierung von
PAKs verliehen wurde. Zum anderen
sind es moderne analytisch-chemi-
sche Verfahren zum empfindlichen
Nachweis von PAKs und Metaboli-
ten sowie ihrer Identifizierung. Bei-
de in vitro Systeme erganzen sich in
ihren Eigenschaften und Moglichkei-
ten derartig, daB die in vivo Situati-
on rm Detail verstanden werden
kann.

Gentechnologisch modifizierte
V79 Zellen des Chinesischen
Hamsters

Seit etwa 30 Jahren existieren Lun-
genfibroblasten des Chines ischen
Hamsters als permanente Zellinie
V79. Besondere Eigenschaften ha-
ben diese Zellinie zu einem bevor-
zugten Testsystem in der Toxikolo-
gie werden lassen. Zu dies en Eigen-
schaften gehoren ein auBerordentlich
schnelles Wachstum, geringe Be-
durftigkeit an Kulturmedium, ein
stabiler und nahezu diploider Karyo-
typ, ein leicht testbares Marker-Gen
"HPRT" auf dem einzelnen X-Chro-
mosom. Aufgrund dieser Eigen-
schaften sind diese Zellen hervorra-
gend geeignet, urn Fremdstoffe auf
zytotoxische und mutagene Wirkun-
gen und chromosomale Defekte hin
zu testen. Allerdings sind diese Zel-
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len defizient fur Cytochrome P450.
Seit der Entwicklung gentechnologi-
scher Verfahren zur Isolierung von
Genen und dem Transfer dieser
Gene, lassen sich kultivierte Zellen
mit neuartigen Eigenschaften aus-
statten, so auch fur die Expression
bestimmter Cytochrome P450 und
dadurch mit der Fahigkeit, Fremd-
stoffe metabolisch zu aktivieren.
Aufgrund der Defizienz der Aus-
gangszellinie sind die gentechnolo-
gisch veranderten Zellen durch das
ubertragene Cytochrom P450 defi-
niert. Daraus ergibt sich ein gewalti-
ger Vorteil gegenuber komplexen in
vivo Systemen, die eine Vielzahl
von Cytochromen P450 exprimieren
und dadurch eine eindeutige Zuord-
nung yon Metaboliten zu einzelnen
Cytochromen P450 zumindest er-
schweren. Das Konzept zur gentech-
nologischen Entwicklung einer Test-
batterie fur Cytochrome P450 wurde
von Doehmer seit 1986 entwickelt
und ausgebaut (Doehmer, 1993).
DaB gentechnologisch konstruierte
V79 Zellen funktionieren, wurde zu-
nachst an Cytochromen P450 der
Ratte demonstriert (Doehmer et al.,
1988). Eine Reihe von vergleichen-
den Untersuchungen be1egte, daB die
klonierten Cytochrome P450-For-
men der Ratte in den V79 Zellen wie
in vivo und wie die biochemisch
gereinigten Formen funktionierten
(Platt et al., 1989; Waxman et al.,
1989). Nachdem somit die Funktio-
nalitat des Systems im Prinzip erwie-
sen war, wurden seit 1990 V79
Zellen auch mit Cytochrome P450-
Formen des Menschen ausgestattet
(Wolfel et al., 1992). Unter den
bislang konstruierten Zellinien sind
auch solche, die Cytochrome P450
produzieren, die besonders PAKs
metabolisch aktivieren und ultimale
Kanzerogene und Mutagene bilden
konnen. Dies sind insbesondere die
Cytochrome P450-Formen lA1
(Dogra et al., 1990; Schmalix et al.,
1993) und lA2 (WOlfel et al., 1991;
Wolfel et al., 1992). Beide Formen
existieren sowohl als Ratten- und
Menschen-Cytochrome P450 in V79
Zellinien, die wir entsprechend ihrer
jeweils exprimierten Cytochrome

P450-Form V79MZhlAl, V79MZ
hlA2, V79MZrlAI und V79MZ
rlA2 genannt haben (Schmalix et al.,
1993). An diesen Zellen lassen sich
Cytochrome P450 abhangige toxi-
sche Eigenschaften der PAKs testen.
Humanes Cytochrome P450 lAl
wird besonders in der Lunge und
erheblich weniger in der Leber expri-
miert und unterscheidet sich dadurch
vom Cytochrome P450 lAl der Rat-
te. Die Expression in der Lunge
bringt es aber mit sich, daB die
Reinigung und Isolierung des huma-
nem Cytochroms P450 lAl auf klas-
sischem biochemischem Wege au-
Berordentlich muhevoll und quantita-
tiv unzureichend ist. Die Klonierung
und Expression humaner Gene, ins-
besondere dasjenige des Cyto-
chroms P450 lAl, erlaubt daher
erstmals Untersuchungen, deren Er-
gebnisse fur den Menschen relevant
und sich unter Urnstanden von denen
an der Ratten-Cytochrome P450-
Form erzielten Ergebnisse unter-
scheiden konnen.

Nachweis von PAKs und
Metaboliten durch analytisch-
chemische Verfahren

Fur den analytischen Nachweis von
Metaboliten stehen in der Kapillar-
gas-Chromatographie (GC) und der
Hochleistungsflussigkeit-Chromato-
graphie (HPLC) zwei hochauflosen-
de chromatographische Trenntechni-
ken zur Verfugung (Jacob et al.,
1980; Jacob et al., 1981a). Die Meta-
boliten werden wie bei anderen Pro-
ben ublich auch nach in vitro Inkuba-
tionen mit den Cytochrome P450
exprimierenden V79 Zellen nach
Stoppen der Enzymaktivitat durch
Zugabe von Aceton mit Losungsmit-
teln extrahiert und durch Chromato-
graphie an Kieselgel und Sephadex
gereinigt. Aus diesen angereicherten
Extrakten konnen einzelne Metaboli-
ten nach GC- und/oder HPLC-Ver-
fahren voneinander getrennt werden
(Jacob et a!., 1981b; Jacob et a!.,
1982; Jacob et a!., 1992). Ihr Nach-
weis erfolgt im HPLC- Verfahren
mittels UV- oder Fluoreszenz spek-
trometrischen Verfahren, bzw. durch
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thermische Ionisationsdetektoren
oder mit Hilfe der hochempfindli-
chen Massenspektrometrie. Derarti-
ge Dektoren erlauben noch den
Nachweis einzelner Stoffe im Sub-
Nanogramm-Bereich (1 ng = 10-9 g)
(Jacob et aI., 1981a; Jacob et aI.,
1982). In Abbildung 2 ist das Ergeb-
nis einer Inkubation des schwach
krebserregenden Benz[a]anthracens
mit V79MZhlAl-Zellen dargestellt,
wobei hier das HPLC-Verfahren ein-
gesetzt wurde. Da ftir die quantitati-
ve Bestimmung einzelner Kompo-
nenten unterschiedliche Signalfakto-
ren verwendet werden mussen, sind
die in der Abbildung 2 wiedergege-
benen Signalflachen nicht direkt ver-
gleichbar. Die qualitative Auswer-
tung zeigt aber, daB durch das huma-
ne Cytochrom P450 lAl das
Benz[a]anthracen sowohl in der
3,4- , als auch in der 8,9- sowie im
geringeren MaBe in der 5,6-Position
oxidiert wird, daB aber auch eine
gleichzeitige oder nachfolgende Oxi-
dation in der 8,9- und der 10,11-
Position erfolgt, was sich aus der
Entstehung des 8,9,10,11- Tetrols
herleiten liiBt. Mit den Ratten-Cyto-
chrome P450 lA1 exprimierenden
V79MZrlAl-Zellen wurden dage-
gen andere Metabolitenprofile erhal-
ten. Ahnliches gilt fur andere PAKs
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in den jeweiligen Spezies-spezifisch
exprimierenden Cytochrom P450
V79-Zellen.

Aktuelle Ergebnisse aus der
kombinierten Anwendung von
V79 Zellinien und analytisch-
chemischen Verfahren

Die kombinierte Anwendung unserer
Systeme und Verfahren begann mit
Untersuchungen zur Cytochrome
P450 verrnittelten metabolischen
Aktivierung der PAKs Phenanthren,
Benz[a]anthracen und Ben-
zo[a]pyren (Abbildung 1). Hierzu
wurden die verschiedenen V79 Zel-
len fur zwei Tage in Gegenwart
dieser PAKs kultiviert, in Konzen-
trationen yon 10 11M und 20 11M, bei
denen noch wenig Zytotoxizitat be-
obachtet wird. Nach zweitagiger In-
kubation wurde das iiberstehende
Kulturmedium auf die Anwesenheit
yon PAK-Metaboliten mittels GCI
MS gepriift und ein Metabolitenpro-
fil fur die verschiedenen Cytochrome
P450 erstellt.
Beispielhaft sei ein Metaboliten-

profil fur das Benzo[a)pyren in Ab-
bildung 3 dargestellt. Auffallend und
iiberraschend war die nahezu aus-
schlieBliche Oxidation III der

of DOIIII2.D
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1: 8, 9, 1D, 11 - oxidation

2: 5, 6 - oxidation

3: 8, 9 - oxidation

4: 3 - oxidation

5: 4 - oxidation
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Abbildung 2: Chromatogramm der oxidierten Produkte des Benz[ajanthrancen nach
Metabolisierung in gentechnologisch konstruierten V79 Zellen.
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7,H,9,1O-Position durch das Cyto-
chrome P450 lAl des Menschen.
Damit ist die Wahrscheinlichkeit zur
Bildung des ultimalen Kanzerogens
hoher als im Fall des Cytochroms
P450 lA1 der Ratte. Dies zeigt sich
auch in einer vergleichenden Zytoto-
xizitats-Studie an den verschiedenen
V79 Zellinien (Abbildung 6).
Benzo[a]pyren ist in der Zellinie mit
Cytochrome P450 lAI des Men-
schen zytotoxischer als in der Zelli-
nie mit Cytochrome P450 lAl der
Ratte (Abbildung 6). Dies legt zu-
mindest nahe, daB die im Tierver-
such an Ratten gewonnenen Ergeb-
nisse zur Kanzerogenitat yon PAKs
nicht ohne weiteres auf den Men-
schen iibertragbar sind. Hinzu
kommt die Lungen-spezifische Ex-
pression des Cytochroms P450 IA1
beim Menschen. Metabolitenprofil
und Lungen-spezifische Expression
legen eine besondere Gefahrdung
des Menschen im Vergleich zur Rat-
te nahe, etwa durch Zigaretten-Rau-
chen. In der Tat belegen epidemiolo-
gisehe Befunde in verschiedenen
Landern, daB ein Anstieg des Ziga-
retten-Konsurns zu einem urn etwa
10 Jahre zeitlich versetzten Anstieg
des Lungenkrebs fuhrt.
Phenanthren und seine Metaboli-

ten - ein PAK mit weniger als vier
Ringen - sind weder zytotoxisch,
noch kanzerogen, noch mutagen.
Trotzdem ist dieser PAK yon prakti-
scher Bedeutung im Bio-Monitoring,
etwa beruflich exponierter Personen.
1m Vergleich zu anderen PAKs wer-
den Phenanthren und Metaboliten
leicht und in hohen Konzentrationen
ausgeschieden, so daB sie ohne ana-
lytische Probleme im Ham nach-
weisbar sind. Diese PAKs sind daher
yon diagnostischem Wert und repra-
sentativ fur eine allgemeine Exposi-
tion gegeniiber PAKs. Auch in die-
sem Fall zeigten sich deutliche Un-
terschiede im Metabolitenprofil yon
Ratte- und Mensch-Cytochrome
P450 IAI (Abbildung 4) und lA2
(Abbildung 5). Wie im Falle des
Benzo[a]pyrens konnen daher an der
Ratte gewonnene Metabolitenprofile
ebenfalls nieht ohne weiteres auf den
Menschen iibertragen werden.
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Diskussion und zukiinftige
Entwicklungen

Der Wert eines in vitro Systems laBt
sich daran messen, ob seine Eigen-
schaften es erlauben, eine bestimmte
experimentelle Frage zu beantwor-
ten. Nur dann sind in vitro Systeme
hilfreich. Ungenugend charakteri-
sierte Systeme oder eine der Frage-
stellung nicht entsprechende Aus-
wahl eines Systems ftihren zu irrele-
vanten oder sogar falschen Aussa-
gen. Im Umgang mit in vitro Syste-
men ist es daher wichtig, sich iiber
die Nach- und Vorteile eines jeweili-
gen Systems bewuBt zu sein. Das
.ultimale" in vitro System wird und
kann es nicht geben. Denkbar ist
aber eine kombinierte Anwendung
verschiedener Systeme, um deren
Vor- und Nachteile gegeneinander
kompensieren zu konnen. Verglei-
chend laBt sich das an frisch isolier-
ten Leberzellen und an den hier
beschriebenen gentechnologisch
konstruierten Zellkulturen verdeutli-
chen. Im Umgang mit frisch aus
einem Organ gewonnenen Zellen ist
es nicht vermeidbar, daB die isolier-
ten Zellen Differenzierungseigen-
schaften verlieren. So nimmt in
frisch praparierten Leberzellen der
Gesamtgehalt an Cytochromen P450
drastisch ab. Dies geschieht aber fur
die einzelnen Formen in unterschied-
lichem MaBe, so daB sich auch das
Enzymprofil in frisch praparierten
Leberzellen unkontrollierbar und
standig andert (Rogiers et al., 1990).
Unter diesen Bedingungen ist es
naturgemaf schwierig, quantitative
Ergebnisse zu gewinnen, wie sie am
gereinigten Cytochrome P450 oder
an gentechnologisch konstruierten
Cytochrome P450 exprimierenden
Zellen moglich sind. Andererseits
exprimieren gerade frisch isolierte
Leberzellen noch eine Vielzahl von
Cytochromen P450, sodaB daran
qualitativ geklart werden kann, ob
ein Fremdstoff metabolisiert wird.
Indirekte Verfahren der Induktion
durch Chemikalien oder Inhibition
durch Antikorper erlauben zumeist
auch, Hinweise auf die metabolisch
kompetenteCytochrome P450-Form
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Abbildung 3: Oxidationsprodukte des Benzo[a]pyrens aus einer Cytochrom P4S0 1A1
abhanqlqen Reaktion bei Mensch und Ratte. Deutlicher Unterschied bei der Oxidation
in der 4,S-Position, die beim Menschen Cytochrom P4S0 1A1 nahezu fehlt, dafiir
bevorzugte Oxidation in der 7,8,9.1 O-Position durch das Cytochrom P4S0 1A1 des
Menschen und damit gr6Bere Wahrscheinlichkeit zur Bildung das ultimal kanzeroge-
nen Metaboliten aus Benzo[a]pyren.
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Abbildung 4: Metabolitenprofil des Phenanthren nach Metabolisierung in gentechnolo-
gisch konstruierten V79 Zellen mit des Expression des Cytochroms P450 1A1 des
Menschen und der Ratte.

zu erzielen. Mit dieser Information
lassen sich dann andere in vitro
Systeme erfolgreich einsetzen, um
mehr quantitative Ergebnisse zu ge-

winnen, wie sie mit Leberzellen,
beispielsweise wegen begrenzter Le-
bensfahigkeit in Kultur, nicht erzielt
werden konnen.
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Abbildung 5: Metabolitenprofil des Phenanthren nach Metabolisierung in gentechnolo-
gisch konstruierten V79 Zellen mit des Expression des Cytochroms P450 1A2 des
Menschen und der Ratte.
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Abbildung 6: Zytotoxizitat-Untersuchung zum Benzo[a]pyren an den V79 Zellinien
ohne und mit Cytochromen P450 1A1 von Ratte und Mensch.

Da aufgrund unserer Ergebnisse
und denen anderer Autoren zuneh-
mend erkannt wird, daB es zwischen
den Cytochrom P450-Formen zum
Teil erhebliche Spezies-abhangige
Unterschiede geben kann, wird be-
sonderer Wert auf die Kultivierung
humaner Leberzellen gelegt. Aller-
dings ist es mit erheblichen Proble-
men verbunden, in genugender Men-
ge qualitativ hochwertiges Organrna-
terial zu bekommen. Es gibt daher
experimentelle Bestrebungen, frisch
isolierte humane Leberzellen zu im-

mortalisieren und gleichzeitig ihre
differenzierten Funktionen zu erhal-
ten. Dies wird haufig mit transfor-
rnierenden Proteinen yon Tumorvi-
ren versucht. So auch wieder kurz-
lich mit dem sogenannten Large T-
Antigen des DNA-Tumorvirus SV40
(Pfeifer et al., 1993). Allerdings war
diesen Versuchen wenig ErfoJg be-
schieden. Es gelingt zwar, frisch
isolierte Leberzellen zu immortali-
sieren, aber urn den Preis des Ver-
lusts yon differenzierten Funktionen,
so auch der Cytochrome P450, die in
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diesen Zellen weder auf RNA- noch
auf Proteinebene nachweisbar wa-
ren. Das zentrale Problem in diesen
Ansatzen ist es, Wachs turn und Dif-
ferenzierung gleichzeitig zu erhalten.
Solange dies gegenlaufige Prozesse
sind, deren molekularbiologische
Regulation nur im Ansatz verstanden
ist, lassen sich auch frisch isolierte
Leberzellen nicht in gewtinschte
Richtungen hin kontrolliert ver-
andern.
Die Bewertung eines in vitro Sy-

stems bedarf einer kritischen Pru-
fung seiner Eigenschaften auf seine
Anwendbarkeit hin. Wenn es urn den
Ersatz yon Tierversuchen geht, ge-
schieht dies leider haufig unter ideo-
logischen Vorgaben. Tierversuche
kann nur dasjenige in vitro System
ersetzen, das auch wissenschaftlich
bestehen kann. Die Entwicklung ei-
nes in vitro Systems sollte daher am
zu losenden Problem orientiert sein
und nicht an dem dafur eingesetzten
Tierversuch. Unter dieser Vorausset-
zung ist es moglich, daB ein in vitro
System einen Tierversuch nicht nur
ersetzen, sondern ihm auch uberle-
gen sein kann, wie an den hier
dargestellten Beispielen gezeigt
wird. Doch es bedarf komplexer
Technologie, urn in vitro Systeme zu
entwickeln.
Es ist eine Frage der Zeit, welche

Technologien gerade zur Verfiigung
stehen. Gentechnologie ist eine sehr
junge Technologie mit einem groBen
Potential fur noch nicht genutzte
oder erkannte Moglichkeiten zur
Entwicklung yon in vitro Systemen.
Auf dem Gebiet der chernisch-analy-
tischen Nachweisverfahren sind ra-
sante Entwicklungen im Gange.
Aber bei allen zur Verfiigung stehen-
den Moglichkeiten sollte niemals au-
Ber acht gelassen werden, daB per
definitionem in vitro Systeme immer
nur analytische Werkzeuge sein kon-
nen, urn die in vivo Situation zu
verstehen und partiell nachzustellen.
Der experimentelle Charakter und
Anspruch im Ansatz zur Entwick-
lung eines in vitro Systems hat und
kann nieht die komplette Nachbil-
dung der in vivo Situation zum Ziel
haben. Es ware ein fundamentales
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und irrefuhrendes Mifsverstandnis
und ein nicht zu erfullender An-
spruch, wenn die Nachbildung der in
vivo Situation durch ein in vitro
System verlangt oder vorgetauscht
wurde. Dies wird an Formulierungen
erkennbar wie "quasi in vivo" oder
"so gut wie in vivo" oder "quasi
human cells" oder .humanised
cells", denen man hie und da in
Veroffentlichungen und Sachantra-
gen begegnet. Denkbar und machbar
ist es allerdings, in vitro Systeme mit
verschiedenen Graden der Komple-
xitat auszustatten, wenn es beispiels-
weise urn das Zusammenspiel meh-
rerer Enzyme in der Metabolisierung
von Fremdstoffen geht. Aber selbst
in diesem Fall sind es experimentell
konstruierte und definierte Situatio-
nen, die die in vivo Situation in ihrer
Gesamtheit nicht wiedergeben kon-
nen und auch nicht sollen.
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