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LZUSAMMENFASSUNG

Durch den Einsatz biologischer Marker liBt sich moglicherweise die
Abschitzung der Exposition durch Umweltfaktoren verbessern. Zur
Zeit stehen allerdings nur wenige valide biologische Marker zur Ver-
fiigung, die sich in epidemiologischen Studien und in der Risikoab-
schitzung wirksam nutzen lassen. Die kiinftige Anwendung von bio-
logischen Markern erfordert die Zusammenarbeit zwischen Toxikolo-
gen und Epidemiologen. Um in diesem Bereich Leitprinzipien festzu-
legen, veranstaltete die Bilthovener AuBenstelle des Europidischen
WHO-Zentrums fiir Umwelt und Gesundheit eine Beratungstagung.
Die Teilnehmer setzten sich kritisch mit den bestehenden Methoden
fiir den Gebrauch biologischer Marker in der Expositionsabschitzong
auseinander und erdrterten die Berechtigung sowie die Kriterien fiir
den Einsatz von Biomarkern, die Begrenzungen von Biomarkerab-
schitzungen, Confounderprobleme, Aspekte des Untersuchungsplans,
den Validierungsbedarf und ethische Fragen. Zu jedem besprochenen
Punkt wurden Empfehlungen abgegeben, wobei zu hoffen bleibt, daB
sie als Leitprinzipien dienen werden.
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EINLEITUNG

Die moglichen Auswirkungen der chemischen Umweltverschmut-
aung auf die menschliche Gesundheit haben in der Offentlichkeit
weltweit Besorgnis ausgeldst und weitgehend die Aufmerksamkeit
von Gesetzesorganen auf sich gezogen. Als Folge davon wurden in
den meisten Lindern der Europiischen Region der WHO MafBnah-
men zur Verhinderung und Bekdmpfung chemischer Gefahren
getroffen. Die gesetzlichen Bestimmungen fiir neue Chemikalien
wurden auch durchgesetzt, griinden sich aber nahezu ausschlieBlich
auf vor der Vermarktung durchgefiihrte toxikologische Untersu-
chungen. Bedarfsgerechte Toxizititsdaten sind fiir die Beurteilung
der bestehenden Chemikalien und threr Auswirkungen auf die Umn-
welt unabdingbar, doch die aus Tieruntersuchungen im Labor
gewonnenen Informationen konnen das endgiiltize Resultat der
menschlichen Belastung durch Umweltfaktoren nicht mit absoluter
Sicherheit vorhersagen. Uberaus wichtig ist es deshalb, daB man
dazn weitere toxikologische Informationen tiber eine bereits in der
menschlichen Umwelt vorzufindende Chemikalie nutzt. Diese
Informationen lassen sich fiir gewdhnlich aus epidemiologischen
Studien entnehmen,

Im Prinzip sollten epidemiologische Studien den Hintergrund
fiir die endgiiltige Risikoabschitzung von Umweltfaktoren liefern.
Damit sie das lzisten kinnen, muB jedoch die korrekte Expositions-
abschitzung Bestandteil solcher Studien sein. Die Expositionsab-
schitzung hat sich in der Umweltepidemiologie als groBere Schwie-
rigkeit erwiesen. Ein GroBteil der epidemiologischen Forschung ist
retrospekiiv angelegt, die Expositionsrekonstruktion ist avigrund
inadéquater Informationen itber die Expositionsanamnese der Unter-
suchungspersonen schwierig. In den meisten bisher durchgefiihrten
epidemiologischen Studien stiitzten sich Expositionsabschitzungen
auf die Messung der Umweltwerte einer bestimmten chemikalischen
Substanz, was dann mit dem Wissen dariiber verbunden wird, wo
sich die Untersuchungspersonen in dieser Umwelt aufhalten (Wohn-
oder Arbeitsgeschichte, Lebensgewohnbeiten usw.). Zur Erdrterung
der mit diesenn Methoden der Expositionsabschitzung verbundenen
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Probleme wurde vom 14. bis 15. August 1993 in Stockholm eine
WHO-Beratungstagung abgehalten.

Biologische Marker oder Biomarker konnen potentiell die
Methoden zur Abschitzung der Exposition gegeniiber Umweltfakio-
ren verbessemn. Deshalb sind diese Techniken grundiegend wichtig
fiir die Risikoabschatzung. Biologische Marker ermoglichen die
Abschitzung der biologischen Effektivdosis, die sich aus der Expo-
sition  gegeniiber unterschiedlichen Umweltmedien  ergibt.
AuBerdem erdffnen sie die Moglichkeit einer sensibleren
Einschiitzung (vermuteter) Wirkungen. Dariiber hinaus erlauben sie
eine friihere Erkennung gesundheitlicher Resultate mit langer
Latenzzeit (z. B. Karzinogenese). Zudem kénnten biologische
Marker zur Erkennung interindividueller Varationen bei der
Reaktion auf die Belastung durch Umweltfaktoren und zur
Ermittlung von besonders gefiahrdeten Bevilkerungsgruppen
beitragen. Letztlich konnten sie auch fiir die Klirung der
Mechanismen niitzlich sein, durch die sich Umweltfaktoren negativ
auf die Gesundheit auswirken, uad damit die Grundiage fiir eine
wirksame Festlegung von Priontiten und Priventivstrategien bilden.

Der Bereich der biologischen Marker befindet sich noch im
Frithstadium der Entwicklung. Fiir epidemiologische Zwecke stehen
nur wenige valide biologische Marker 2ur Verfiijgung, und zwar
sowohl im Hinblick anf die Abschitzung der Bevilkerungsexpo-
sttion als auch in bezug auf die Quantifizierung der Risikoabschit-
zung. Eingedenk dieser Begrenzungen ist es offensichtlich, daB die
kiinftige Anwendung von biologischen Markern voraussetzt, daf
sich Toxikologen und Epidemiologen der Aufgabe integrativ nihermn.
Zunichst einmal muB festgestellt werden, welcher Bedarf fiir die
Weiterentwicklung der verfiigbaren Methoden besteht, und aufler-
dem muB man sich auf die Kriterien fiir die Validierung der biolo-
gischen Marker einigen, die den Zusammenhang zwischen dem
gemessenen Parameter und dem tatséichlichen Niveau der Umwelt-
belastung aufzeigen sollen. Die Validierung der Methoden ist vor
allem bei gréBeren Bevélkerungsstudien besonders wichtig.

Zweck der Beratungstagung {ber Leitprinzipien fiir den
Gebranch von biologischen Markern bei der Abschiitzung der




menschlichen Exposition gegeniiber Umweltfaktoren war es, Toxi-
kologen und Epidemiologen zusammenzubringen und sie die beste-
henden, sich auf Biomarker stiitzenden Methoden einer Abschitzung
der Belastung durch Karzinogene und Nichtkarzinogene im Hinblick
auf ihre Validitat, ihre Anwendbarkeit fiir die Expositions-
abschitzung und/bzw. Risikoevaluierung sowie ihre praktische
Brauchbarkeit in auf die allgemeine Umwelt bezogenen Bevilke-
rungsstudien erortern zu lassen. Die Beratungstagung wurde von der
Bilthovener AuBenstelle des Europdischen WHO-Zentrums fiir
Umwelt und Gesundheit veranstaltet und finanziell von der meder-
lindischen ,Stichting Fondsenwervingsacties Volksgezondheid™
unterstiitzt, Gastgeber war die Abteilung fiir Epidemiologie und
Priaventivmedizin der Medizinischen Fakultiit der Universitdt Kra-
kau. An der Tagung beteiligten sich Experten aus neun Lindem
sowie WHO-Mitarbeiter. Professor K. Hemminki wurde zum Vor-
sitzenden, Dr.J.C. Larsen zum Berichterstatter gewihlt. Die
Arbeitspapiere und Teilnehmer sind in den Anbéngen 1 und 2 aufge-
fiihrt. Die Arbeitspapiere der Beratungstagung werden in einem
Sonderheft von Toxicology verdffentlicht. '

Neben der Uberpriifung bestehender Methoden verfolgte die
Beratungstagung den Zweck, eine Reihe von Leitprinzipien aufzu-
stellen, die die Berechtigung und die Kriterien fiir den Biomarker-
gebrauch, die Begrenzungen von biomarkerbezogenen Abschitzun-
gen, Confounderprobleme, Aspekte der Untersuchungspline, Vali-
dierungsbedarf und ethische Fragen abdecken soliten.

Besonderes Schwergewicht legte man auf:

—  DNA und Protein-Addukte;

—  Konzentrationen von Umweltschadstoffen und/oder ihre
stabilen Metaboliten in Gewebe und Kérperfliissigkeiten;

—  frithe biochemische Effekimarker, z. B. fiir Enzyminduk-
tion, onkogene Aktivierung, Marker fiir oxydative Scha-
den;

~  biokinetische und Stabilititsaspekte von Biomarkern,

—  Validitiitsaspekte der mit Biomarkern arbeitenden Studien
{Beziehung zur Umweltbelastung);




— Anwendung von Biomarkern in epidemiologischen Stu-
dien.

DISKUSSION

Ziel des biologischen Expositionsmonitoring ist es, die interne oder,
idealerweise, die biologische Effektivdosis (oder Zieldosis) festzu-
stellen. Das liefert dann eine Grundlage fiir die Abschitzung der
gesundheitlichen Risiken einer Chemikalie. Diese Abschiitzung
stiitzt sich auf die Messung von Markern in verschiedenen biolo-
gischen Medien wie Blut, Alveolarluft, Ham oder Geweben. Diese
Biomarker konnten aus der Konzentration der Elternverbindung
oder ihrer Metaboliten bestehen, die in nicht schédlichem biolo-
gischem Effektverh#ltnis zor intemen Dosis steht, oder ansonsten
aus der Menge der Chemikalie die kovalent mit den Zielmolekiilen
(Addukien) interagiert. Sie lassen sich als biologisch mefibare Indi-
katoren. der internen Dosis definieren, die bei der Untersuchung der
Assoziationen zwischen Exposition und negativen Auswirkungen als
unabhéngige (oder méglicherweise vermengende) Variable benutzt
werden kann. Neben den Belastungsbiomarkern gibt es auch Bio-
marker fiir Effekte und Anfalligkeit. Die Teilnehmer der Tagung
konzentrierten sich hauptsichlich auf Belastungsbiomarker.

DNA und Proteinaddukte

Viele karzinogene Chemikalien verursachen durch Adduktbildung in
Ziel- und Nichtzielgewebe DNA-Schiden. Addukte bilden sich auch
in der RNA und in Proteinen und kénnen als SubstitutionsmaBe fiir
die DNA-Bindung genutzt werden. Methoden zur Bestimmung der
DMNA-Addukte umfassen das 32P-Postmarkierungsassay, Immun-
assay und synchrone Fluoreszenz-Spektroskopie. Die Reparatur von
DNA-Addukten gilt als wichtiger Proze8, die DNA-Reparaturfihig-
keit eines Individuums kinnte fiir die Bestimmung der Anfilligkeit
dieser Person wichtiger sein als die Stoffwechselakiivierung. Der
Harnausstoff von DNA-Addukten ist ein MaB fiir die DNA-Repara-
tur, AuBerdem stehen Methoden fiir die Ermittlung von exkretierten
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Ham-RNA- und DNA-Addukten zur Verfiigung. Zu den Protein-
Addukt-Techniken gehéren sowohl immunologische als auch che-
mische Assays. Diese Techniken wurden bereits in Arbeits- und
Umweitstudien eingesetzt. Die guantitativen Aspekte vieler Assays
wurden noch nicht analysiert, und es ergeben sich Unterschiede in
den von verschiedenen Labors erzielten Resultaten, Aullerdemn mes-
sen unterschiedliche Assays nicht notwendigerweise die gleichen
Addukttypen. Die Zusammenhinge zwischen Adduktwerten im Sur-
rogatgewebe und in den Zielorganen sind noch nicht gut geklart.
Wahrscheinlich spiegelt das die Aktivitit des xenobiotischen Stoff-
wechsels und der DNA-Reparatur in verschiedenen Geweben wider.
Der Zusammenhang zwischen Addukten und Krankheitsresultat
wurde noch nicht etabliert.

Biochemische Fritheffektmarker

Unter den an der Stoffwechselaktivierung von Umweltchemikalien
zu approximativen oder endgiiltigen Karzinogenen beteiligten
Enzymsystemen ist die Cytochrom-P450 (CYP)-Superfamilic die
wichtigste, insbesondere die CYP1A-Familie (polyzyklische aroma-
tische Kohlenwasserstoffe (PAH), aromatische Amine), die
CYP2E]1-Familie (Nitrosamine, halogenierte Kohlenwasserstoffe)
und die CYP3A-Familie (Mykotoxine, PAH). Genetische Polymor-
phismen der wichtigen karzinogenaktivierenden CYPs wurden noch
picht eindeutig ermittelt. Die Aktivitiiten scheinen eingipfelig ver-
teilt zu sein, individuelle Aktivititen werden leicht durch Umwelt-
faktoren modifiziert. Cytochrome der P450-Familie sind Biomarker
fir die Anfilligkeit. Sie konnen unter Umstinden als Effektbio-
marker dienen, wenn bestimmte verwandte Enzyme induziert wer-

~ den oder aufgrund einer bestitmmten Exposition eine Genmutation

stattfindet. CYP-Aktivititen lassen sich beim Menschen anhand ver-
schiedener nichtinvasiver Methoden messen, fiir die pur Blut- oder
Urinproben erforderlich sind. Mehrere Enzyme wurden zum Risiko
unterschiedlicher Krebsformen in Beziehung gesetzt, doch ohne
Zusammenhang mit einem bestimmien Karzinogen.

Immer mehr spricht dafiir, daB Neoplasien in vielen Fillen zu-
mindest in zwei Klassen von Zellgenen Veriinderungen erfordern:




bei Protoonkogenen, die aktiviert werden, und beiTumorsuppressor-
genen, die inaktiviert werden. Protoonkogene werden unter Umstiin-
den zu Onkogenen aktiviert, deren Proteinprodukte fiir das Zell-
wachstum und die Zelldifferenzierung wichtig sind. Zu den Mecha-
nismen, durch die solche Gene an der Karzinogenese beteiligt sein
kénnen, gehdren unter Umstinden Einpunkt-Mutationen, Gen-
amplifikationen oder Chromosomentranslokationen. Onkogenakti-
vierung und Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen kdnnen sich
als Marker von frithen Verdnderingen der malignen Transformation
herausstellen. '

Lebende Organismen sind als Folge biochemischer Reaktionen
und externer Faktoren konstant reaktiven Sauerstoffarten ausgesetzt.
Die Rate der oxidativen DNA-Modifikationen beim Menschen ist
auBerordentlich hoch, weshalb eine ausgedehnte Reparatur notwen-
dig ist, doch die saverstoffmodifizierten Basen in der menschlichen
DNA betragen konstant etwa 25 pro 10°Basen. Die relativ einfache
Bestimmung von 8-Desoxyguanosin (8-oxodG) in der DNA aus
Ziel- oder zuginglichen Surrogatgeweben durch HPLC mit elektro-
chemischer Erkennung stellt moglicherweise die wichtigste oxyda-
tive DNA-Schidigung dar oder korreliert damit. Die Harnausschei-
dung von 8-0xodG scheint sich stark als nicht invasiver Biomarker
fiir oxidative DNA-Modifikationen anzubieten. Verschiedene
Beweisketten unterstiitzen die Bedeutung von oxidativen Modifika-
tionen im Alter oder bei degenerativen Verinderungen, z. B, bei
Krebs, wobei konstitutioneller und umweltinduzierter oxidativer
StreB unter Umstidnden einen erheblichen Modifikator des indivi-
duellen Krebsrisikos darstellt.

Umweltschadstoffkonzentration und/oder ihre stabilen
Metaboliten in Geweben und Kirperfliissigkeiten

Die Abschitzung der menschlichen Belastung durch toxische $pu-
renclemente Jdt sich durch die Untersuchung geeigneter biolo-
gischer Proben vornchmen. An menschlichen Materialien stehen fiir
die Stichprobenahme unter anderem Blut und Urin zur Verfiigung,
doch auch Haare und Nigel sind brauchbar. Erfolgreich versuchte
man auch, die Akkumulation von Blei und nichtmetallischen anor-
ganischen Schadstoffen wie Fluorin in Milchziéhnen zu messen, um




die nicht arbeitsbedingte Belastung durch diese Elemente bei Kin-
dern nachzuweisen. Haarsamples lassen sich leichter sammeln,
transportieren und lagern als Blut- und Urinsamples. Blut- und
Urinkonzentrationen spiegeln die neuere Exposition innerhalb einer
relativ groBen Bandbreite wider, Haare und Nigel dagegen die
Langzeitexposition oder vergangene Expositionen. Die durch die
Analyse von Menschenhaar gelieferten Daten kdnnen durchaus als
Grundlage fiir die Ermittiung der Bevolkerungsgruppen dienen, die
aufgrund iiberhohter Umweltkontaminationen besonders gefihrdet
sind; sie konnen aber auch den Nutzen von Interventionen und
SchutzmaBnahmen widerspiegeln. Bisher hat sich Menschenhaar als
brauchbare Probe fiir die Belastungsabschétzung im Hinblick auf
Arsen, Quecksilber und Selen erwiesen. Bei anderen Metallen sind
noch weitere ValidierungsmaBnahmen erforderlich, bevor man fiir
die Belastungsabschitzung die Menschenhaaranalyse benutzen
kann.

Die Werte von organischen Schadstoffen und/oder ihren Meta-
boliten in Korpergeweben oder -flissigkeiten sind spezifische
Marker fiir die interne Dosis. Vorausgesetzt ihre toxikokinetischen
und dynamischen Eigenschaften sind bekannt, knnten sie auch zur
Effektvorhersage genutzt werden. Die meisten organischen Verbin-
dungen werden im menschlichen Kérper leicht metabolisiert und
ausgeschieden, weshalb sich die Messungen ihrer Konzentrationen
im menschlichen Gewebe und im Urin nur fiir prospektive Studien
im Bereich des umweltbezogenen Gesundheitsschutzes gebrauchen
lassen. Hinzu kommt, daB der Vorhersagewert einer Belastungs-
abschiitzung von der richtigen zeitlichen Planung und Hiufigkeit der
Stichprobenahme gemdf den toxikokinetischen Eigenschaften der
Verbindung abhingt. In arbeitsmedizinischen Swudien haben die
Werte organischer Verbindungen und/oder von Metaboliten in Blut,
Urin oder Ausatmungsluft fiir Belastungsabschiitzung bereits eine
lange Tradition.

Die Konzentrationen dauerhafter organischer Verbindungen,
wie von Dioxinen und polychlorinierten Biphenylen (PCB) sind in
retrospektiven Studien ebenfalls brauchbare Belastungsmarker, da
sich in ihren Gewebekonzentrationen hauptsichlich vergangene
Expositionen widerspiegeln. Aus der Kenntnis ihrer biologischen




Halbwertzeit lassen sich mit einem gewissen Konfidenzbereich
tatsiichliche vergangene Expositionen abschitzen. Neuere Bestim-
mungen der Dioxinblutwerte und #hnlicher Verbindungen in Biut-
samples von Individuen, die in fritheren epidemiologischen Studien
als schwerbelastet eingestuft worden waren, haben die Schwiche
der Belastungsabschitzungen deutlich germnacht, die sich auf die
Messungen von Umweltkonzentrationen der Chemikalie stiitzen und
diese mit theoretischen Berechnungen aufgrund des Wissens iiber
die Wohn- oder Arbeitsgeschichte, die Lebensgewohnheiten usw.
verkniipfen.

Biokinetische und Stabilitéitsaspekte von Biomarkern

Das biologische Monitoring stiitzt sich in erster Linie auf das Wis-
sen Uber die Toxikokinetik von Chemikalien. Die kinetischen
Aspekte entscheiden dariiber, ob der Test wahrscheinlich eine
neuere Exposition widerspiegelt oder die Exposition iber einen
bestimmten Zeitraum hinweg integriert. Der Parameter, der das Ver-
halten einer Chemikalie in einem biologischen System am besten
zusammenfaBt, ist die Eliminierungshalbwertzeit, die sowohl die
Affinitat der Chemikalie zur biologischen Matrix als auch die Effi-
zienz von Ausscheidungs- oder Stoffwechselprozessen widerspie-
gelt. Die bei einem bestimmten Test zu beriicksichtigende Halbwert-
zeit bestimmt sich hauptsichlich nach der Zeit der Stichprobenahme.
Wird die Stichprobe wihrend der Exposition oder unmittelbar
danach entnommen, dann spiegelt die Applikationshalbwertzeit die
Eliminierung aus den zentralen Kompartirnenten wider, wihrend die
relevante Halbwertzeit, wenn das Sample mehrere Tage oder
Wochen nach der Exposition entnommen wird, der Eliminierung aus
tieferen Kompartimenten entspricht, aus denen die Chemikalie lang-
samer bereinigt wird. Da sich chemisch induzierte Krankheiten
normalerweise erst nach einer wiederholten, sich iiber viele Jahre
erstreckenden Belastung entwickeln, muB man wissen, ob der Bio-
marker die Kurzzeitbelastung vor der Stichprobenahme. widerspie-
gelt oder ob er die Exposition iiber einen bestimmten Zeitranm hin-
weg integrieren kann, der ausreichend lang ist, urn zur Entwicklung
der Krankheit in Beziehung gesetzt werden zu konnen.
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Die Belastungsbiomarker lassen sich nach vier Hauptkategorien
gliedern:

¢ Biomarker mit einer Halbwertzeit von unter 12 Stunden.
Vertreter dieser Kategorie sind die Lésungsmittelkonzen-
trationern in der Alveolarluft oder im Blut.

¢ Biomarker mit einer Halbwertzeit von 12 bis 100 Stunden.
Zu dieser Kategorie gehoren viele Losungsmittel oder
Metaboliten, die in ihrer Eliminierung eine langsame
Komponente (wie Korperfett) enthalten. Auch der
Gebrauch von 1-Hydroxypyren als Biomarker fiir die
PAH-Belastung gehirt zu dieser Kategorie.

»  Biomarker mit einer Halbwertzeit wischen 100 Stunden
und 6 Monaten. Zu dieser Kategorie gehdren Addukte, die
mit DNA und Blut- oder Plasmakonzentrationen von
kumulativen Toxinen wie Schwermetatlen gebildet wer-
den.

= Biomarker mit einer Halbwertzeit von iiber 6 Monaten.
Diese Biomarker spiegeln die Eliminierung kurmulativer
Chemikalien aus ihren Lagerungsorten wider. Beispiele
sind Kadmium in Nieren, Blei in Knochen sowie Dioxine
und PCBe in Serum oder adiposem Fett. Sie lassen sich in
epidemiologischen  Untersuchungen zur quantitativen
Abschitzung der kumulativen Exposition einsetzen.

Wird ein Biomarker in epidemiologischen Studien zur Belastungs-
abschiitzung gebraucht, so ist es sehr wichtig, die Stabilitat dieses
Markers bei Transport und Lagerung zu beriicksichtigen. Die Sta-
bilitiit des Markers wird wahrscheinlich am ehesten durch Faktoren
wie Verdampfung, chemische Minderung, Ansfillung, Absorption
an Gefafioberflichen und Kontamination beeintrichtigt.

Validitiitsaspekte von Studien, die Biomarker benutzen
(Beziehung zur Umweltbelastung)

Biomarker kénnten sich beil epidemiologischen Feldstudien zu
Umweltbelastungen insofern als niitzlich erweisen, als sie die
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Wiederholungsgenauigkeit von Belastungsabschitzungen erhohen.
Die Validitdtsbestimmung von Belastungsbiomarkern ist allerdings
ein miihseliger ProzeB. Es handelt sich dabei auch um einen Proze8,
der die Zusammenarbeit zwischen Labor- und Praxiswissenschaft-
lemn notwendig macht, wenn biologische Belastungsmarker in der
Umweltepidemiologie brauchbare Instrumente sein sollen. Valide
Belastungsbiomarker sind diejenigen Dosismarker, die biologische
Relevanz, eine definierte Pharmakokinetik, zeitliche Relevanz und
eine definierte natiirliche Variabilitit besitzen.

Biologische Relevanz (inhaltliche Validitiit)

Wenn ein Belastungsmarker biologische Relevanz besitzt, ist er Teil
einer Ercigniskette, die ein Teilset von Expositionsméglichkeiten
sowie ein Pool bildet, aus dem heraus wahrscheinlich Resultat-
ereignisse auftreten werden. Folglich besitzt ein durch PAH-
Belastung gebildetes DNA-Addukt inhaltliche Validitit, wenn es die
Wechselwirkung zwischen PAHen und DNA darstellt. Die Validitat
eines Belastungsmarkers hiingt davon ab, inwieweit er sowohl mit
der Exposition als auch mit dem Outcome in Zusammenhang steht.
Dieser Zusammenhang 148t sich in Homanstudien nur schwer nach-
weisen. Beim derzeitigen Wissensstand ist eher die Diskussion von
Gruppenrisiken als von individuellen Risiken angezeigt.

Definierte Pharmakokinetik

Die Kenntnis der Pharmakokinetik ist fiir die Festlegung der Hiu-
figkeit und der zeitlichen Abfolge der Stichprobenahme und der fiir
die Studie geeignetsten Gewebe oder Fliissigkeiten wichtig. Sie
bestimmt zudem die Interpretation der einem Zielgewebe oder einemn
Surrogat entnomimenen Dosis- und Wirkungsdaten.

Zeitliche Relevanz

Die zweckgerechte Entnahme biologischer Proben erfordert ein kla-
res Verstiindnis der zeitlichen Beziehungen zwischen Markern und
externer Belastung oder Markern und einer Krankheit. Ob ein
Marker neuere oder kumulative Expositionen, Gipfel oder
Durchschnitte widerspiegelt, hingt von der Pharmakokinetik der
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Chemikalie und ihrer Bestandigkeit in der biologischen Probe ab.
Die meisten Messungen einer intemen Dosis geben neuere
Expositionen wider. Ausnahmen bilden Substanzen, die fettldslich
sind und in adipdsem Gewebe gelagert werden. Himoglobin ist
wihrend der viermonatigen Lebensdauer der Erythrozyten ein guter
Integrationsdosimeter. Das Albumin im Humanserum besitzt
dagegen eine Halbwertzeit von 20 bis 25 Tagen. Die Kinetik von
Markern wie karzinogenen DNA-Addukten verkompliziert sich
durch die Tatsache, daB es in der DNA offensichtlich zwei
Adduktkompartimente gibt. Die Mehrheit der Addukte geht
aufgrund von Reparaturtitigkeiten schnell verloren, wihrend andere
Addukte in einem langlebigeren und mit dem Zellumsatz
konsistenten Kompartiment bleiben.

Definierte natiirliche Variabilitéit

Wichtig ist, da man die Werteskala eines bestimmten Markers
innerhalb einer ,Normalpopulation” kennt. Urpopulationen sind
selten, selbst nicht exponierte Populationen sind im allgemeinen
einer gewissen Exposition unterworfen, Diese Mengen konnen sich
stark unterscheiden. Fiir eine bestimmte Studie muf jedoch die nor-
male Spannbreite bekannt sein, um die Interpretation von Anomali-
titen zu ermdglichen. Dariiber hinaus trigt die interindividuelle und
intraindividuelle Variation beim Monitoring oder in epidemiolo-
gischen Studien stark zu ,Noise” oder Hintergrund bei und sollte
vor der weitriumigen Anwendung eines bestimmten Biomarkers
gekennzeichnet werden.

AuBerdern sollte man in Studien, die biologische Marker benut-
zen, Stirvariable beriicksichtigen. Zu diesen Faktoren gehéren Alter,
Geschlecht, Rasse, Rauchen, Alkoholkonsum, Erndhning, Drogen-
gebrauch, genetische Faktoren und im voraus bestehende Gesund-
heitsprobleme, Assayvariabilitat macht die potentielle Assoziierung
tendenziell ebenfalls unklar.
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Die Anwendung von Biomarkern in epidemiologischen
Studien

Sollen Belastungsbiomarker in epidemiologischen Studien von Nut-
zen sein, braucht man Daten, die zeigen, daB das Nivean der Bio-
marker fest mit verschiedenen quantitativen Werten der externen
Exposition korreliert. AuBerdem sollte nachgewiesen werden, daf
eine Einzelabschitzung von Biomarkern eine langfristiz vorherr-
schende Exposition widerspiegelt, wie sie allgemein in der
Umweliepidemiologie untersucht wird. Wenn solche Belege fehlen,
miissen laufende Studien griindlich darzulegen versuchen, welche
anderen (nicht umweltbedingten) Faktoren die Biomarkerwerte eines
Individuums besinflussen. Es gibt bisher nur spirliche Informatio-
nen dardber, inwieweit sich vergangene Expositionen in der heute
durchgefiihrten Abschitzung von Biomarkem fiir diese Exposition
oder in einem damit zusammenhingenden biologischen Friiheffekt
niederschlagen kénnen.

Belastungsbiomarker in der Krebsepidemiologie sollen eine
quantitative Risikoabschitzung erméglichen, die genaver ist als eine
Abschitzung, die mit externen Expositionsmessungen arbeitet. Der
Einsatz von Biomarkern erlaubt es auBerdem, Populationen oder
Individuen in einer Phase des karzinogenen Prozesses zu ermitteln,
in der Interventionen den Krebs noch verhindern oder heilen kin-
nen. In dieser Hinsicht dient der Marker als abhiingige Variable, die
ein biologisches Expositionsresultat mit vorhersagbarer Krebsasso-
ziation aufzeigt.

Bevor man jedoch Marker in dieser Weise einsetzen kann, niis-
sen die Assoziationen zwischen Exposition, Marker und Krebsinzi-
denz festgestellt werden. Sobald die Marker als echte biologische
Reaktionen auf spezifische Expositionen validiert worden sind,
miissen die quantitativen Zusammenhinge zwischen Exposition,
Markerausdruck und Krebsrisiko festgesiellt werden. Fiir diese
Untersuchungen braucht man epidemiologische Methoden, um fest-
stellen zu k&nnen, welcher Krebsanteil sich biologischen, den
Marker angehenden Wegen zuordnen liBt, und inwieweit der
Marker die karzinogene Reaktion auf die Exposition vermittelt. Um
diese Information zu erlangen, kann man die herkémmlichen epi-
demiologischen MafBle des attributiven Anteils und des bereinigten
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relativen Risikos benutzen. Die MaBe lassen sich ohne weiteres aus
Fallkentroll- und Kohortenstudien ableiten. Es bleibt jedoch noch
eine Reihe von methodischen Problemen zu 16sen, z. B. die Fragen,
wie man methodisch so vorgeht, daB man durch verschiedene
Mechanismen bestimmte Pfade zwischen Expositionen und dem
betreffenden Marker unterscheiden kann, wie man wichtige, echt als
Confounders auftretende Faktoren bestimmt und Methoden anwen-
det, die Informationen iiber Variable wie die Halbwertzeit eines
Markers, die Pharmakokinetik, den Zellenumsatz und Reparatur-
mechanismen beinhalten.

Gesundheitsvertriglichkeitsprifungen auf der Grundlage von
Belastungsbiomarkern sollten mit Abschitzungen verglichen wer-
den, die sich auf die externe Exposition griinden, wobei sich beide
auf dieselbe umweltbelastete Population beziehen sollten. AuBerdem
sollten beide Vorhersagen mit dem tatsichlichen Qutcome vergli-
chen werden, Zur Vorhersage von ,lokalen” Effekten ist die externe
Exposition fast immer vorzuzichen. Im Vergleich zur externen
Exposition konnten Biomarker theoretisch gesehen Systemeffekte
besser vorhersagen, doch ihre Reduzierung auf einen Umweltur-
sprung ist oft weniger treffsicher.

Anwendung von Biomarkern in Populationsstudien iiber
nichtmaligne Erkrankungen

Die Kennzeichnung der Exposition anhand von Biomarkem ist
wichtig fiir die Definition der Zusammenhinge zwischen Relastung
und nichtmaligner Erkrankung. Die Feststellung akuter Auswirkun-
gen nach der Exposition hat u. U. nicht immer ihre Parallelen in der
plotzlichen Zunahme eines Markers (im Blut oder im Urin). Beson-
ders gilt das fiir ein Zielorgan wie die Lunge, die nach einer akuten
Exposition eine Sofortreaktion zeigen kann, bevor sich in einem bio-
chemischen oder biologischen Indikator eine Verdnderung bemerk-
bar macht.

Die Situation ist u. U. weniger komplex, wenn man sich mit
Langzeitbelastungen in Relation zu einer chronischen Krankheit
befaBt. Da chronische Krankheiten ihre Grundlage oft in multifak-
toriellen pathogenen Mechanismen haben (z. B. Asthma, chronische
Bronchitis, ischimische Herzkrankheit), sollte die Feststellung von

prer
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Biomarkern es ermoglichen, die mit einer konstanten Langzeitbela-
stung verbundenen Verinderungen zu kepnzeichnen (z. B. 20 bis
30 Jahre Rauchen, langes Leben in einem Stadtgebiet).

Die individuelle Pridisposition solite ebenfalls festgestelit wer-
den, In der Tat konnten gut definierte Faktoren bestimmen, inwie-
weit das Risiko besteht, daB bestimmte chronische Krankheiten
auftreten, z. B, Atopie oder Bronchialhyperreaktivitit fiir die chroni-
sche LungenverschluBkrankheit. Deshalb ist u. U. die Exposition
von anfilligen Individuen sogar noch signifikanter. AuBerdem ist es
wichtig, daB man sich versichert, ob die Langzeitbelastung an sich
oder im Zusammenhang mit anderen Faktoren zur Entwicklung der
Krankheit fiihren kann, und in dieser Hinsicht konnten Biomarker
niitzlich sein. Der Einsatz von Biomarkem in grofien Bevilke-
rungsstudien wiirde eine bessere Abschitzung der Langzeitbelastung
ermdglichen und einerseits das Verstindnis fur die Zusammenhinge
zwischen verschiedenen Faktoren, andererseits fiir deren
Zusammenhang mit gesundheitlichen Outcomes verstirken.

Ethische Fragen

Der Einsatz von biologischen Markern in Humanstudien wirft eine
Vielzahl von ethischen Fragen auf, u. a. folgende: Kann man fiir
einen bestimmten Zweck gesammelte Proben auch fiir kiinftige
Zwecke ausnutzen? Wie sollte man Biomarkerassay und Untersu-
chungsresultate interpretieren und den Untersuchten vermitteln?
Wer sollte Zugang zu Biomarkerinformationen haben? Wie sollte
man die psychologischen Schiiden einkalkulieren, wenn man Ver-
suchspersonen fiir Biomarkerstudien sucht?

Hs sollte stark betont werden, daB z. Z. noch ungewif} ist, wie-
viel die meisten Marker zu einem Risiko beitragen, und zwar des-
halb, weil viele Forscher diese Marker in Interventionsstudien
benutzen, als seien die Zusammenhinge bereits eindeutg klargelegt.




SCHLUSSFOLGERUNGEN

‘Neben den herkémmlichen Methoden zur Abschitzung von
Umweltbelastungen kénnen auch Biormarker Auskunft itber
zahlreiche Fragen geben.

2) Das Erkennen toxischer Metalle in menschlichem Probe-
material konnte dazu beitragen, die integrative Multime-
dienbelastung durch toxische Metalle und Metalloide zu
bestimmen,

In retrospektiven Studien sind die Werte von dauerhaften
organischen Verbindungen als Belastungsmarker brauch-
bar, da ihre Gewebekonzentrationen vor allem frithere
kumulative Belastungen widerspiegeln.

Gut validierte Belastungsbiomarker kénnen fiir die Beur-
teilung der Interventionseffektivitit niitzlich sein, z. B. bei
Blutbleiwerten oder dhnlichen Markem, die in der unter-
suchten Matrix nicht kumulieren.

Historische Daten sind fiir Umweltstudien zwar immer noch
brauchbar, duBlerst wiinschenswert sind jedoch verliBlichere
Belastungsmessungen als die Kombination aus Umweltkonzen-
trationen und Schitzwerten wie Wohngeschichte, Berufshe-
zeichnung, Lebensgewohnheiten und individuellen subjektiven
Auffassungen,

Eine simavolle Anwendung von Belastungsbiomarkemn in epi-
demiologischen Studien oder in irgendeiner anderen Situation
ist nur dann mdglich, wenn Informationen iiber die Toxiko-
kinetik/Toxikodynamik und die Stabilitit des gemessenen
Parameters vorliegen und dessen Signifikanz als Index der
neuesten oder vergangenen Exposition festgestellt wurde,

Bei nicht-neoplastischen Krankheiten, bei denen der Einsatz
von Biomarkern zur Evaluierung chronischer Auswirkungen




geeigneter erscheint, ist es besonders wichtig, die zeitlichen
Zusammenhinge mit der Exposition zu verstehen.

Ungeachtet der Notwendigkeit von Validierungsstudien sollten
Biomarker vorzugsweise in prospektiven Studien mit gelagerten
biologischen Proben angewandt werden. Die Analyse aufbe-
wahrter Proben von Fali- und Kontrollpersonen innerhalb einer
Kohorte (Klumpenfallkontrollstudie) stellt eine elegante epi-
demiologische Methode dar. Es muB jedoch auch noch zusitz-
lich nachgewiesen werden, daB die Langzeitaufbewahrung von
Proben die Messung der biologischen Marker nicht beeintrich-
tigt.

Man sollte vorsichtig sein, wenn man betont, daB herkdmm-
liche Expositionsmessungen den Biornarkern vorzuziehen
seien, wenn beide in gleicher Weise mit Risiken assozilert wer-
den, weil bisher noch keine gut kontrollierten, statistisch aussa-
gekriftigen Studien iiber den Zusammenhang von Markem mit

demn Risiko verschiedener Krankheiten, vor allem Krebs,
durchgefiihrt worden sind.

Die Resultate lassen sich gruppenweise oder individuell inter-
pretieren. Die individuelle Interpretation kann nur filr bestitigte
Resultate ins Auge gefaBt werden, und auch nur dann, wenn
man sich auf quantitative Zusammenhinge zwischen der inter-
nen Dosis und der extemen Belastung oder dem Risiko
toxischer Effekte beziehen kann. Leider steht letztere Informa-
tion nur fiir eine sehr begrenzte Zahl von Belastungsmarkern
zur Verfiigung. Fiir den weitaus groBten Teil der Biomarker, die
z. Z. entwickelt werden (z. B. Addukte mit DNA oder Protein),
ist nur eine Gruppeninterpretation durchfithrbar.

Kleinere Variationen in der Sensibilitit oder Spezifizitdt des
Markerassays konnen das beobachtete Risiko stark verzerren,
wenn die Privalenz des Markers hoch (Sensibilititseffekt) oder
niedrig (Spezifizititseffekt) ist.




8. Gebraucht werden Informationen dariiber, wie Anfilligkeit die
Auswirkungen der Belastung durch Umweltchemikalien verin-
dern kénnte. Um die Schirfe von epidemiologischen Studien zu
starken, sollte man Biomarker fiir die Anfilligkeit anfnehmen,
die vorzugsweise nach ihrer Bedeutung fiir die Chemikalien-
aktivierung auszuwihlen sind.

10. Man sollte zwischen spezifischen und nichtspezifischen Bio-
markern unterscheiden. Nichtspezifische Biomarker sind u. U,
besonders wichtig fir die Abschitzung von Auswirkungen
multipler Expositionen und kénnten wahlweise durch selektive
Biomarker erginzt werden.

H. Die Validierung muB sowohl im Labor als auch auf Popula-
tionsebene durchgefiihrt werden. Die Abschatzung der Popu-
lationsvaliditét beinhaltet die Bestimmung der Variabilitit in
Teilgruppen der Population. Diese Studien machen den Einsatz
epidemiologischer Methoden erforderlich.

EMPFEHLUNGEN

Die folgenden Empfehlungen dienen als Leitprinzipien fiir den Ein-
satz von Biomarkern,

1. Die brauchbarsten Marker fiir Bevilkerungsstudien sind dieje-
nigen, die die vom Organismus oder noch besser vom Zielor-
gan/den Zielorganen aufgenommene Dosis iiber eine toxiko-
logisch relevante Belastungszeit hin integrieren, Solche Marker
gibt es fiir Schwermetalle (z. B. Kadmium im Urin oder Blei in
den Knochen). Sie kénnen auch fiir nichtkumulative Chemika-
lien entwickelt werden, die imstande sind, Addukte mit
Makromolekiilen zu bilden, die eine lange Halbwertzeit besit-
zen. Die Anwendung dieser Marker in der Epidemiologie und
im Znsammenhang mit den klassischen Methoden der Bela-
stungsabschitzung sollie geférdert werden, da diese Marker




verliBliche unabhingige Variable fiir die Untersuchung von
Dosis-Wirkungs-Beziehungen darstellen.

Die epidemiologische Anwendung von Biomarkern kann fiir
das Verstindnis der Mechanismen von nicht-neoplastischen
Krankheiten niitzlich sein, um die Beziehung zu Risikofaktoren
zu verstehen usw. Man kinnte verschiedene epidemiologische
Studien vorschlagen, z. B. Querschnittsstudien, die verschie-
dene Umweltsituationen vergleichen, oder Klumpenfallkon-
trollstudien. Prospektive Studien konnten Awuskunft iiber die
Brauchbarkeit im Hinblick auf die Krankheitsvorhersage geben.
Zusitzliche Arbeiten sind erforderlich fiir Studienanordnung
und Analysemethoden, um die Information iiber konkurrierende
Wege zwischen Exposition und Krankheit zu verbessern.

Epidemiologische Studien tiber schadstoffinduzierte Krankhei-
ten sollten mit Markern arbeiten, die frithtoxische Effekte an
Zielorganen aufspiiren kénnen (friihe Krankheitsmarker).

Bei der Wahl zwischen extemen Expositionsparametern (EE)
gegeniiber Belastungsbiomarkern (BM) zor Vorhersage des
gesundheitlichen Risikos durch Umwelibelastungen fur ainen
spezifischen Teil der Bevélkerung sollten zumindest die fol-
genden Aspekie berticksichtigt werden:

—  Auswirkungen auf Oberflichengewebe setzen normaler-
wejse EE voraus;

das Vorhandensein anfilliger Teilgruppen aufgrund von
Toxikokinetik oder Verhalien erfordert BM;

die Voraussagevaliditat jedes einzelnen (abhingig von der
Ausarbeitung und der zwischen Exposition und Untersu-
chung verstrichenen Zeit);

Verfiigbarkeit von EE oder BM fiir Wirkungsbezichungen
(oder spezifische, gesundheitsbezogene, zuldssige Grenz-
werte);
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— zu erwartende Zusammenarbeit und psychologische Reak-
tion der Bevolkerung (nach Information);

- Kosten.

Es sollte eine Begriindung dafiir geben, daB man statt der klas-
sischen Methoden der Belastungsabschiitzung Marker benutzt.

Aufgrund der in den meisten Fillen erforderlichen hohen ana-
lytischen chemischen Sensibilitit und der Komplexitit von
Umweltbelastungen missen in die Messung der Gewebekon-
zentrationen von Schadstoffen und/oder der Metaboliten als
Belastungsbiomarkern Qualititskontrollverfahren  eingebaut
werden. Damit Vergleiche zwischen verschiedenen Studien
méglich werden, sollten Interlaborstandardisierungen vorge-
nommen werden,

Festgestellt werden mufl, wie man andere, fiir die Bildung von
Markemn, diz Kinetik und Dynamik relevante Informationen
einbeziehen und die Rolle méglicher Confounder oder Effekt-
modifikatoren im Kontext des Belastungs-—+Marker—+Krank-
heitsparadigmas ermitteln kann,

Marker mit kurzer Halbwertzeit, die eine erst kurz zuriicklie-
gende Belastung widetrspiegeln, miissen in Bevdlkerangsstudien
mit Vorsicht eingesetzt werden. Diese Marker kénnten zu einer
Fehlklassifizierung von Individuen mit integrierten Aquiva-
lentdosen fithren und dabei die Analyse der Dosis-Wirkungs-
Beziehungen verzemen. Sie miissen immer zusammen mit ande-
ren Indizes fiir die vergangene Exposition eingesetzt werden,
die zumindest auch die Dauer der Exposition einschlieBen. Eine
integrierte Abschitzung der kumulativen Exposition unter Ein-
beziehung der Expositionsdauer 148t sich nur dann vornehmen,
wenn Daten aus einer wiederholten Probenahme vorliegen.
Wenn solche Daten nicht vorliegen, konnen diese Marker vor
allem die Exposition bestdtigen, die sich nicht zeithich extra-
polieren 1dBt. Brauchbar konnten diese Marker jedoch sein fiir
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10.

11.

12,

13.

die Identifizierung nicht vermuteter Confounder oder die Ver-
besserung der Adjustierung fiir bekannte Confounder (z. B.
Rauchen).

Es ist zn iiberlegen, ob der Gebrauch von Biomarkern in
Medien (Blut oder Unin), die keine Ereignisse in den Zielorga-
nen widerspiegeln, nicht zu begrenzen wire. Es ist wichug,
Biomarker zu entwickeln, die das Geschehen in Zielorganen
kennzeichnen kénnen.

Der Untersuchende sollte sich Informationen fiber Confounder
beschaffen, beispielsweise iiber demographische und Verhal-
tensfaktoren, aber auch iiber Nebeninformationen wie die
historische Exposition. Das gleiche gilt gegebenenfalls filr
Anfalligkeitsfaktoren.

Bei einer Exposition gegentiber komplexen Gemischen ist es
ratsam, sich einer Reihe von Markern zu bedienen, u. a. spezifi-
scher und nichtspezifischer Belastungsmarker, da die Einbe-
ziehung von mehr als einem Biomarker die Sensibilitat erhGhen
und ihre pradiktive Schiirfe in epidemiologischen Studien stir-
ken kann.

Aufgrund der geringen Zahl von Individuen ist die statistische
Schirfe der meisten bisher durchgefiihrten Studien noch nicht
grob gepug. Man sollte immer mit Irrtiimern in der Exposi-
tionsmessung oder bei den Biomarkern rechnen, und die Studie
sollte so angelegt sein, daB die statistische Schérfe darin aus-
driicklich berticksichtigt wird.

Die Wahl der Population ist eine Schliisselfrage bei der
Abschiitzung der Dosis-Wirkungs-Beziehung. Eine représenta-
tive Probe ist in dieser Hinsicht u. U, nicht immer die optimale
Lésung. Man kénnte erwigen, anders vorzugehen, beispiels-
weise eine ausreichend groBe Gruppe von Individuen mit
distinkten Belastungen wiihlen.
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14, Um die derzeitigen Probleme beim Gebrauch von Biomarkern
iiberwinden zo kénnen, brancht man Validierungsstudien mit

13,

-

. folgenden Charakieristika:

Epidemiologische Studien mit griindlicher Kontrolle der
Vermengung gehen vom Individuom aus (Kohorten- oder
Fallkontrollstudien). Folglich miissen das auch Validie-
rungsstudien zu Biomarkern tun.

Quantitative, auf Individuen bezogene Daten iiber die
externe Gesamtbelastung sollten zu quantitativen Messun-
gen des Biomarkerstatus in Bezichung gesetzt werden, Bei
dieser Methode kinnten Confounder ebenfalls durch Bio-
marker beurteilt werden. Die externe Exposition sollte
durch spezielle Monitoring- oder Probenahmesysteme
abgeschitzt werden.

Die wiederholte Probenahme von Biomarkern ist wesent-
lich, wenn man feststellen will, ob eine einzige Messung
fiir Langzeitexpositionen reprisentativ sein kdnnte. Solche
Studien sind dringend notwendig und sollten wie oben
erwihnt, soweit moglich zu Korrelationszwecken durch
die parallele Abschitzung der externen Exposition erganzt
werden.

Soweit das moglich ist, sollte abgeklirt werden, ob die
z. Z. vorhandenen Biomarker eine vergangene externe
Exposition gliltig widerspiegeln kénnen. Fiir eine Validie-
rungsstudie dieser Art sollten frilhere externe Expositions-
messungen auf individueller Ebene mit den auf das Indivi-
duum bezogenen Biomarkermessungen der Gegenwart
korreliert werden.

Um den Zusammenhang zwischen Exposition und Adduktni-
veau etablieren zu konnen, miissen spezifische Adduktteste
welterentwickelt werden. Das 148t sich mit Hilfe von Standard-
verbindungen durchfiihren, die auch eine Quantifizierung in




den Assays ermoglichen. Eine intemationale Bank fiir im Post-
markierungsassay brauchbare Standardverbindungen wire ein
wichtiger Fortschritt im Humanbiomonitoring. Spezifische
DNA-Addukte sollten mit spezifischen Proteinaddukten in den-
selben Studien bestimmt werden.

. Epidemiologische Studien, die mit Belastungsbiomarkem arbei-
ten, sollten sich auf die Zusammenhiinge zwischen interner
Dosis und Wirkungen in einer spateren Phase konzentrieren,
um die gesundheitliche Signifikanz und den Vorhersagewert
des Markers abschitzen zu kisnnen.

. Der Untersuchende sollte erkennen, welche Fiille von ethischen
Problemen der Gebrauch von biologischen Markern aufwirft.
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